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Résumé en Français 
 
Les polyphénols sont un groupe de métabolites secondaires communément trouvés dans 
l’alimentation et plus de 500 composés différents sont retrouvés  dans plus de 450 denrées 
alimentaires. Au cours des 30 dernières années, de nombreuses études in vitro et chez 
l’animal ont suggéré un rôle bénéfique des polyphénols dans des maladies chroniques comme 
le cancer 1-3.  Les études épidémiologiques basées majoritairement sur des questionnaires 
alimentaires sont cependant plus contradictoires 4-6. De nouvelles méthodes sont requises 
pour quantifier un plus grand nombre de composés dans une même série afin  de réaliser des 
études épidémiologiques à grande échelle. 
Le but de cette thèse est de développer des méthodes de quantification d’une large gamme de 
polyphénols représentatifs des principales classes et sous-classes de polyphénols dans le sang 
et urine, d’évaluer les excrétions urinaires de polyphénols et leurs associations avec la 
consommation d’aliments source dans une population Européenne, d’évaluer les 
concentrations dans le sang dans une étude cas-témoin sur cancer colorectal dans l’étude 
prospective européenne sur le cancer et la nutrition (EPIC). 
Après une brève présentation des polyphénols et du cancer colorectal dans le chapitre II, une 
méthode originale basée sur la dilution isotopique différentielle et l’analyse en spectrométrie 
de masse est développée pour quantifier 38 polyphénols dans l’urine et présentée dans le 
chapitre III. Cette méthode est basée sur un marquage différentiel en 12C et 13C des 
polyphénols grâce à une dérivatisation par les isotopes du chlorure de dansyl. Différentes 
conditions pour l’hydrolyse des polyphénols conjugués, l’extraction et la dérivatisation des 
aglycones ont été évaluées et la méthode a été validée pour la mesure de 37 polyphénols.  
Les niveaux d’excrétion urinaire de ces 37 polyphénols mesurés chez 475 individus de la 
cohorte EPIC issues de quatre pays européens sont présentés dans le chapitre IV. Une 
grande variabilité d’excrétion urinaire dans les quatre pays Européens a pu être montrée et 
des corrélations significatives avec la consommation de certains aliments source de ces 
composés ont été observées suggérant l’utilisation possible de plusieurs de ces polyphénols 
en tant que biomarqueurs de l’alimentation. 
Une méthode d’analyse pour les mêmes 37 polyphénols également basée sur la dilution 
isotopique différentielle est développée, validée et appliquée à 1618 échantillons dans la 
cohorte EPIC (chapitre V). Les changements majeurs en comparaison de la méthode sur la 
matrice urinaire sont essentiellement les difficultés d’hydrolyse des polyphénols conjugués et 
des effets de matrice importants mais réduits par la méthode de dilution isotopique. 
Enfin l’étude des associations entre l’exposition aux polyphénols mesurée à l’aide des 
marqueurs plasmatique avec le risque de cancer colorectal a été conduite dans une étude cas-
témoin nichée dans la cohorte EPIC et est présentée dans le chapitre VI. Une association 
inverse entre les concentrations plasmatiques d’equol, et une association positive entre l’acide 
homovanillique et le risque de cancer du côlon ont été trouvées.  
Les résultats obtenus constituent une nouvelle base pour des applications futures dans le 
domaine de l’épidémiologie des polyphénols. 
 
Mots clefs : Polyphénols, flavonoïdes, biomarqueurs, exposition, dilution isotopique 
différentielle, spectrométrie de masse, cancer colorectal 
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Les toxiques de l’environnement sont suspectés de moduler le risque de développer des 
maladies chroniques comme l’obésité, le diabète de type 2, les maladies cardiovasculaires et 
le cancer. Les populations des pays industrialisés et en voie de développement  sont en effet 
de plus en plus exposées à une grande variété de produits chimiques, qui constitue une partie 
de ce qui a été nommé l’exposome. Des dizaines de milliers de composés chimiques ont été 
décrits dans l’environnent 8 et plus de 20 000 composés naturellement présents dans les 
aliments ont été caractérisés.  
 
La notion d’exposome a été décrite pour la première fois par le Dr Christopher  Wild en 2005 
9. L’exposome est un concept qui se définit comme le complément du génome. Il représente 
l’ensemble des expositions que peut recevoir un individu durant sa vie. Les relations entre 
l’exposition à ces composés et la survenue de maladies est complexe et n’est que 
partiellement explorée. A cette complexité, il est à noter que les nutriments issus du régime 
alimentaire, et qui constituent une partie de l’exposome, peuvent interagir avec ces toxiques 
de l’environnement, et moduler potentiellement leurs effets. 
 
A l’heure actuelle, et à l’inverse des études en génomique dans lesquelles sont mesurées la 
totalité des gènes d’un individu, il n’est pas possible aujourd’hui de mesurer l’ensemble de 
ces expositions en considérant conjointement toxiques et nutriments. Ceci est dû au manque 
d’outils et d’approches analytiques à large spectre applicables à des études épidémiologiques 
à grande échelle. 
La métabolomique permet de mesurer l’exposition à une large gamme de métabolites dans les 
échantillons biologiques, et pourrait être utilisée dans des études d’association à grande 
échelle (Exposome-Wide Association Study, EWAS) similaires aux études génomiques 
(GWAS) 10-11. 
 
Deux approches métabolomiques complémentaires, ciblées et non-ciblées, sont 
communément utilisées pour la caractérisation du métabolome. L’approche ciblée repose sur 
l’analyse quantitative de métabolites présélectionnés dans un échantillon biologique. Cette 
approche est généralement guidée par des hypothèses biologiques. L’approche non-ciblée 
implique le profilage d’échantillons biologiques sans connaissances a priori  sur la nature et 
l’identité des métabolites mesurés.  
Au début de l’épidémiologie moléculaire dans les années 80, seulement un ou quelques 
biomarqueurs étaient mesurés. L’émergence de nouvelles techniques analytiques permet 
aujourd’hui de quantifier un nombre bien plus important de métabolites sur de plus petits 
volumes biologiques. La quantification d’un plus grand nombre de métabolites permet 
d’augmenter la possibilité de trouver des associations avec de nouveaux biomarqueurs dans 
une approche plus exploratoire, ainsi que d’évaluer des effets synergiques entre facteurs 
d’exposition. 
La constitution de grandes bio-banques permet d’étudier dans des grandes cohortes les 
associations entre ces métabolites et le risque de diverses pathologies et de disposer de 
suffisamment de puissance statistique pour mettre en évidence des effets souvent de faible 
magnitude en épidémiologie nutritionnelle. 
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Les analyses non-ciblées ne peuvent aujourd’hui être appliquées à un grand nombre 
d’échantillons. Les mesures, la mise en place de controles qualité, l’analyse des données et 
l’identification / semi-quantification des métabolites ne sont pas bien standardisées. La 
variabilité inhérente de cette technique rend plus difficile l’appariement et l’harmonisation de 
données effectuées sur différentes plateformes analytiques et même dans plusieurs séries 
d’échantillons au sein d’un même laboratoire 12. Seules les analyses ciblées permettent 
aujourd’hui de satisfaire ces conditions. 
La spectrométrie de masse est la méthode la plus sensible pour analyser une gamme large et 
variée de molécules et permet, en analyse ciblée, la quantification simultanée de un à plus de 
100 composés dans une même analyse selon la matrice étudiée 13-15 . L’analyse quantitative 
ciblée requiert un développement complet et une validation de la méthode qui est une 
procédure qui démontre que la méthode satisfait les recommandations de la FDA 16-18 ou 
d’autres organismes comme ISO (International Organization of Standardization) ou ICH (The 
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use) en termes de justesse, précision, sélectivité, sensibilité et stabilité. D’autres 
critères sont également requis comme le rendement d’extraction, les effets de matrices, la 
linéarité des courbes de calibration ou encore les limites de quantification 16, 19. Cette 
validation nécessite donc l’utilisation de standards appropriés, des procédures d’optimisation 
instrumentale et de prétraitement de l’échantillon. 
Cependant des problèmes spécifiques se posent pour doser simultanément dans les matrices 
biologiques un large nombre de composés. La diversité de leurs structures et de leurs 
propriétés physico-chimiques, la très grande disparité des concentrations entre les composés à 
quantifier et pour un même composé au sein d’une population, les interactions avec la 
matrice (extraction et ionisation) sont des points primordiaux qui requièrent une attention 
particulière lors du développement méthodologique. En particulier, les effets de suppression 
de signal communément rencontrés en spectrométrie de masse lors de la quantification de 
métabolites  dans des matrices biologiques complexes comme l’urine et surtout le plasma ou 
le sérum nécessitent d’être particulièrement étudiés. Ceci est d’autant plus critique que les 
concentrations de ces métabolites endogènes et exogènes se trouvent dans une large gamme 
allant du pM au mM, et de ce fait ces effets de matrice affectent de façon drastique les 
concentrations mesurées, notamment pour les métabolites présents à l’état de traces 20-21. La 
qualité des données s’en retrouve fortement impactée. Ce problème ne peut être à l’heure 
actuelle que partiellement résolu par l’utilisation de standards internes, notamment 
isotopiques, permettant de pondérer ces effets de matrices. Cependant, le nombre limité de 
standards isotopiques disponibles commercialement, les difficultés de synthèse quand ces 
composés ne sont pas disponibles, et leurs coûts limitent leur usage. 
Pour contrecarrer cette difficulté, des marquages de métabolites peuvent être réalisés en 
utilisant un agent de dérivatisation marqué isotopiquement qui peut être greffé sur tous les 
métabolites partageant un même groupe réactif.  
La dérivatisation en spectrométrie de masse a été surtout utilisée pour rendre volatile et 
thermostable les composés lors de leur dosage en chromatographie gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse (ou à un autre détecteur) 22. Pour la chromatographie liquide couplée 
à la spectrométrie de masse (HPLC- ou UPLC-MS) la dérivatisation est plus récente. Elle 
répond alors à plusieurs besoins, notamment pour augmenter la stabilité des composés 
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d’intérêt et améliorer la séparation chromatographique et la spécificité de détection en 
augmentant la masse globale du composé, et à améliorer l’efficacité d’ionisation, donc la 
sensibilité, et la détection des analytes en MS/MS 23-26. 
Des agents de dérivatisation marqués isotopiquement ont également été synthétisés pour le 
développement de méthodes de dilution isotopique 27-28.  Un réactif marqué est utilisé pour 
chaque échantillon et le même réactif, non marqué, est utilisé sur un pool constitué de 
l’ensemble des échantillons analysés, et utilisé comme échantillon de référence. Les 
échantillons et le pool-référence sont mélangés et le rapport isotopique mesuré par 
spectrométrie de masse sur chacun des composés d’intérêt. Les rapports des intensités des 
isotopomères sont la base d’une quantification relative. Une quantification absolue est 
possible en effectuant en parallèle une procédure similaire, avec l’utilisation de standards à la 
place d’échantillons biologiques. La technique employée, appelée marquage isotopique 
différentiel a été utilisé essentiellement en protéomique 29-30 et a été plus récemment proposée 
en métabolomique 28, 31-32. 
Plusieurs fractions du métabolome sont susceptibles d’être étudiées selon les groupes 
chimiques des métabolites. Sur la base d’agents de dérivatisation possédant des 
caractéristiques appropriées pour la détection en MS/MS 23, 33, un marquage isotopique a pu 
être réalisé en utilisant divers agents de dérivatisation adaptés à l’analyse de différentes 
familles de métabolites: fonctions amine ou phénolique avec le chlorure de dansyl 27, 34, 
hydroxyle avec le chlorure de dansyl 35, carboxyle avec le bromure de p-
dimethylaminophénacyl (DmPA) 31, carbonyle avec le dansylhydrazine 36 ou encore 
hydroxyles stéroïdien avec l’acide 4-diméthylaminobenzoïque 37. 
 
Pour ce projet, le marquage isotopique différentiel est appliqué à l’analyse quantitative des 
polyphénols, une des familles de composés alimentaires montrant la plus grande diversité de 
structure. Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les tissus des 
plantes. Au-delà d’une simple activité antioxydante, ils jouent un rôle majeur dans les 
processus adaptatifs de type allélopathie. Plus de 500 polyphénols ont été identifiés dans plus 
de 450 denrées alimentaires. Il a été montré que l’apport quotidien de ces polyphénols 
pouvait atteindre 1g et même plus selon ses habitudes alimentaires. 
 
De nombreuses études in vitro ou chez l’animal ont étayé le rôle protecteur des polyphénols 
contre de nombreuses maladies chroniques comme les maladies cardio-vasculaires 38, le 
diabète 39, ou le cancer 40-41. Cependant, les études épidémiologiques sur le cancer sont plus 
limitées et les résultats souvent contradictoires 42-43. 
Ces contradictions sont largement expliquées par les difficultés rencontrées pour l’estimation 
précise et fiable de l’exposition aux polyphénols 44. En effet, les études épidémiologiques ont 
essentiellement été réalisées grâce à des questionnaires alimentaires. L’approche par 
questionnaire a été grandement facilitée par l’utilisation de bases de données telles que celle 
de l’USDA et Phenol-Explorer 45-46 mais de nombreux biais existent. Les questionnaires sont 
soumis à des erreurs d’auto-évaluation des participants quant à leur consommation de denrées 
alimentaires et les bases de données ont leurs propres limitations comme le contenu en 
polyphénols de certains aliments qui peut fortement varier selon l’espèce de plantes. 
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L’absence de données sur certains aliments augmente également l’imprécision des calculs de 
consommation. 
 
Les polyphénols sont faiblement absorbés au niveau duodénal et métabolisés au niveau des 
tissus et en particulier du foie, et une large fraction des composés transitent jusqu’au côlon où 
ils sont fortement métabolisés par le microbiote 47. L’estimation de l’exposition aux 
polyphénols par les questionnaires alimentaires ne peut prendre en compte le devenir de ces 
composés une fois ingérés et il est assez difficile voire impossible de modéliser par exemple 
l’exposition aux acides phénoliques issus de la dégradation microbienne colique. L’utilisation 
de biomarqueurs est une approche prometteuse et permet une estimation objective de 
l’exposition aux polyphénols et de ses métabolites. 
Cependant, les études épidémiologiques réalisés grâce à des biomarqueurs sont bien moins 
nombreuses, et sont principalement limitées à quelques polyphénols spécifiques comme les 
isoflavones 48 et lignanes 49. 
Ce projet s’inscrit donc dans un cadre plus global et propose un développement 
méthodologique original pour la quantification dans les échantillons biologiques d’une 
grande diversité de polyphénols, représentatifs des principales classes et sous-classes 
présentes dans les principales denrées alimentaires, et de leurs métabolites formés par le 
microbiote intestinal ou dans les tissus. Ces mesures devraient permettre d’apporter des 
réponses à l’action potentiellement bénéfique de différentes classes et sous-classes  de 
polyphénols grâce à des études épidémiologiques. 
 
Cette thèse comprend sept chapitres. Dans le chapitre II, une présentation générale des 
polyphénols est proposée. La structure des principaux polyphénols trouvés dans les denrées 
alimentaires est détaillée. Les sources alimentaires, et les apports quotidiens sont discutés, 
ainsi que  leur métabolisme particulier. Enfin les principales activités biologiques sont 
présentées. L’épidémiologie et les mécanismes du cancer colorectal ainsi que les principaux 
facteurs de risque sont détaillés. Il est établi que 35% (10% à 70%) des cancers du système 
gastro-intestinal seraient attribués aux habitudes alimentaires 50 et il a même été récemment 
montre que 43% des cancers colorectaux pourraient être évités en modifiant ses habitudes 
alimentaires 51. Dans ce contexte, l’étude de facteurs alimentaires apparait judicieuse et 
notamment l’étude du rôle des polyphénols dans la prévention du cancer colorectal.  
Enfin, les principales méthodes utilisées dans des études d’intervention ou épidémiologiques 
pour la  mesure de l’exposition aux polyphénols sont décrites. 
 
Les quatre chapitres qui suivent sont consacrés à la description des résultats expérimentaux 
obtenus dans le cadre de cette thèse. Dans le chapitre III, le développement méthodologique 
du marquage isotopique différentiel appliqué aux polyphénols grâce au chlorure de dansyl, et 
son application au dosage des polyphénols dans les urines est présenté. Les avantages et les 
inconvénients de ce marquage différentiel sont décrits.  
 
Le chapitre IV décrit l’application de la méthode précédemment développée à la 
quantification des polyphénols dans les urines de 475 sujets de la cohorte EPIC (European 
Prospective Investigation into Cancer and nutrition) et les associations des niveaux 
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d’excrétion urinaire de chacun des polyphénols mesurés avec les consommations des 
principaux groupes d’aliments. Une grande variabilité d’exposition est observée chez ces 
sujets en fonction des apports alimentaires. L’analyse des corrélations entre niveau 
d’excrétion urinaire et consommation des principales sources alimentaires de polyphénols 
souligne la cohérence des résultats obtenus par les deux approches. 
 
Dans le chapitre V, nous décrivons le développement de la méthode de quantification par 
marquage isotopique différentiel des polyphénols dans le plasma.  La méthode présentée au 
chapitre III a été modifiée et optimisée avec un gain très important en sensibilité. On montre 
également que le marquage isotopique différentiel permet de réduire de manière très 
significative les effets matrice importants dans le plasma riche en protéines et phospholipides.  
 
Dans le chapitre VI, la méthode développée est appliquée à l’analyse de 1636 échantillons 
plasmatiques dans une étude prospective sur le rôle des polyphénols sur le risque de cancer 
colorectal au sein de l’étude EPIC. Cette étude révèle des associations nouvelles entre deux 
composés phénoliques – acide homovanillique et equol – et le risque de cancer colorectal. 
Enfin, dans le chapitre VII, une discussion générale sur les résultats de cette thèse est 
développée, et des recommandations pour des futures recherches sont données. 
  



16 
 

 
 
 
 
 
 
 

CHAPITRE II 
 

LES POLYPHÉNOLS, APPORT 
ALIMENTAIRE, BIODISPONIBILITÉ, 
MODE D’ACTION ET RÔLE DANS LE 
CANCER COLORECTAL 
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II-1 Présentation des polyphénols : Classification et structures 
 
Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires largement répandue dans 
le règne végétal. Ils s’accumulent principalement dans l’épiderme des feuilles et la peau des 
fruits, et sont impliqués dans une grande diversité de fonctions comme la protection contre 
les rayonnements UV, contre les virus, bactéries ou moisissures ou la tolérance aux stress 
abiotiques. Ils jouent également un rôle dans la pollinisation en tant qu’agents attractifs ou 
encore dans l’allélopathie 52-54. 
En 2013, plus de 8000 structures chimiques différentes étaient identifiées 55. Parmi ceux-ci, 
plus de 500 ont été retrouvés dans plus de 450 plantes comestibles 45. Classiquement, les 
polyphénols sont répartis en 4 principales classes et 31 sous-classes 45.  
Les acides phénoliques et les flavonoïdes constituent les 2 principales classes de polyphénols 
de par le nombre de composés et l’importance des apports alimentaires. Les lignanes et 
stilbènes, quoique moins largement consommés sont les deux autres principales classes de 
polyphénols largement étudiées pour leurs activités biologiques 56.  
La biosynthèse de ces composés phénoliques engage les voies du shikimate, des 
phenylpropanoïdes et des flavonoïdes 57-59. La voie du shikimate est une voie métabolique en 
sept étapes menant à  la synthèse de certains acides aminés aromatiques comme la L-
phénylalanine (ou la tyrosine). Pratiquement tous les polyphénols dérivent de cet acide 
aminé. Des étapes communes initiales convertissent la L-phénylalanine (L-Phe) en acide 
cinnamique puis en acide p-coumarique grâce à la phénylammonia lyase (PAL) et la 
cinnamate-4-hydroxylase (C4H), respectivement. 
L’acide p-coumarique formé est le précurseur d’une grande variété d’acides phénoliques 
comme, les acides férulique ou chlorogénique. L’acide p-coumarique peut également être 
converti en p-coumaroyl-CoA grâce à la coumaroyl-CoA ligase (4CL), et être la composante 
de base de toutes la lignée des flavonoïdes (Figure 1). 
Trois molécules de malonyl-CoA pour une molécule de p-coumaroyl-CoA sont nécessaires 
pour générer la naringénine chalcone grâce à la chalcone synthase (CHS). La fermeture du 
cycle B, grâce  à la chalcone isomérase (CHI) donne naissance au précurseur de tous les 
flavonoïdes, la naringénine 56.  
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Figure 1 : Voies de biosynthèses des principales classes et sous-classes des polyphénols.  
 

II-1-1 Les flavonoïdes 
 
Au sein des polyphénols, les flavonoïdes constituent le groupe le plus riche par sa diversité 
structurale, et sa large représentation dans le règne végétal. Les flavonoïdes regroupent une 
large gamme de composés naturels polyphénoliques présentant un squelette carboné commun 
en C6-C3-C6 (squelette diphénylpropane) et présentant de nombreux substituants. Les deux 
cycles aromatiques définissent les noyaux A et B. L'hétérocycle central, quand il est présent, 
est nommé C. Les six principales sous-classes sont les flavonols, flavan-3-ols (catéchines), 
flavanones,  flavones, isoflavones et anthocyanidines (Figure 2). Les flavanones, de par 
l’absence d’une double liaison Δ2, 3, présentent un centre chiral, et le cycle B se situe 
principalement en configuration α 60. Les flavan-3-ols, présentant également cette 
caractéristique, possèdent  un 2nd centre chiral de par l’hydroxylation en C3.  
D’autres sous classes, mineures quant à leur distribution dans l’alimentation, comprennent les 
chalcones, dihydrochalcones, dihydroflavonols, flavan-3,4-diols, aurones. L’ouverture du 
cycle C caractérisent les 2 premières nommées. 
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Figure 2 : Structures de bases des six principales sous classes de flavonoïdes. 
 
Les flavonoïdes sont stockés dans les tissus des plantes et sont conjugués principalement à 
des sucres, ou des acides organiques 61. Des six sous-classes majeures, les flavanones, 
flavones et isoflavones sont assez généralement conjuguées en position 7 du cycle A, les 
flavonols et anthocyanidines assez généralement conjuguées en position 3 du cycle C, même 
si des conjugaisons se rencontrent également en 5, 7 ou 3’, 4’ et 5’. Enfin, les flavan-3-ols 
sont les seuls à se trouver dans les tissus végétaux sous forme non-conjuguée. (Figure 2 et 3) 
Cette classe est la plus complexe puisqu’elle regroupe des composés allant du simple 
monomère comme les catéchines, jusqu’à des oligomères et des polymères de type 
proanthocyanidines, communément appelés tannins condensés. Selon le degré de 
polymérisation (DP), les proanthocyanidines, dénommées procyanidines lorsqu’elles sont 
constituées exclusivement d’ (épi)-catéchine, sont classées en fonction de leur degré de 
polymérisation (dimères, trimères, tétramères…). Des DPs de plus de 50 unités ont été décrits 
62. 
 
 

 
 
Figure 3 : Structure de la quercétine-3-O-glucoside, apigénine-7-O-apioglucoside et la (+)-
catéchine. 
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II-2-2 Les non-flavonoïdes 
 
On retrouve essentiellement dans ce groupe les acides phénoliques, les stilbènes ou encore les 
lignanes.  
Les acides benzoïques et cinnamiques, et leurs dérivés, sont les 2 sous-classes des acides 
phénoliques les plus fréquentes parmi les non-flavonoïdes. Les acides benzoïques, présentent 
un squelette carboné en C6-C1. Universellement distribués dans le règne végétal, les acides 
gallique, protocatéchique, vanillique et syringique sont les composés les plus abondants 63.  
L’acide gallique (Figure 4) est le plus commun et est à la base de structures plus complexe 
comme les tannins hydrolysables (HTs). Plus de 1000 structures de tannins hydrolysables ont 
été identifiées. Ce sont des esters de l’acide gallique avec des polyols comme le glucose et 
qui ont un poids moléculaire allant de 500 à plus de 5000 Da. On distingue généralement 4 
groupes selon leur voie de biosynthèse 64. Le type I, également nomme gallotannin, 
représente la classe la plus simple des HTs. Elle est constituée de nombreuses structures 
allant de la glucogalline à des esters plus complexes comme le glucose pentagalloylé, ou 
digalloylés via une liaison depsidique entre plusieurs acides galliques. Les 3 autres groupes, 
II, III et IV sont regroupés dans la classe des ellagitannins. 
L’acide ellagique et les ellagitannins sont présents dans les fruits rouges avec par exemple la 
sanguiine H10 (Figure 4) contenu dans les framboises, les fraises, grenades et mûres mais 
également les noix ou noisettes 65. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Acide gallique et un ellagitanin, la sanguiine H10. 
 
Les acides cinnamiques, présentent un squelette C6-C3 (acides phényl-3-propénoiques). Les 
principaux dérivés hydroxylés et méthylés sont les acides p-coumarique, caféique, férulique 
(Figure 5) et sinapique. On les trouve rarement libres, mais plutôt sous forme conjugués à 
l’acide quinique. Collectivement nommés acides chlorogéniques, ces composés 
principalement estérifiés en positions 3-, 4- et/ou 5- de l’acide quinique, sont présents dans 
plusieurs types de fruits mais essentiellement dans le café. Ces acides sont également trouvés 
estérifiés à l’acide tartrique. 
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Figure 5 : Acides p-coumarique, caféique et férulique 
 
En dehors de ces 2 sous-classes, de nombreux dérivés des acides phénylvalérique, 
phénylpropionique, phénylacétique ou phénylhydracrylique, pour ne citer qu’eux, sont 
rarement trouvés dans les aliments mais résultent plutôt du métabolisme microbien colique. 
 
 

II-2 Les sources alimentaires des polyphénols et apport quotidien 
 
Les polyphénols sont présents dans plus de 450 plantes comestibles.  Les boissons comme le 
thé, le café, les jus de fruits et le vin, et le chocolat et les fruits constituent les principales 
sources alimentaires de polyphénols. On les retrouve également  dans les légumes, dans les 
céréales et herbes aromatiques. 
 

II-2-1 Distribution des polyphénols dans les aliments 
 

II-2-1-1 Les flavonoïdes 
 
Les flavonols sont les plus répandus et sont présents dans tout le règne végétal  à l’exception 
des algues et des champignons. La quercétine, le kaempférol, l’isorhamnetine ou la 
myricétine en sont les principaux représentants.  
Ces flavonols sont rarement sous forme libre mais le plus souvent conjugués à des sucres 
simples comme le glucose, l’arabinose ou le xylose ou des disaccharides comme le rutinose, 
constitué de rhamnose et glucose. Ces conjugaisons se retrouvent fréquemment sur le carbone 
3 du cycle C, comme la quercetine-3-O-rutinoside (Figure 6) mais peuvent se présenter en 
position 5 ou 7 du cycle A, et 3’, 4’, et 5’ du cycle B 66.  
On les trouve dans de nombreux aliments, comme les abricots, les pommes, les tomates, et 
les haricots ou encore le thé ou le vin rouge, où ils sont généralement présents en faibles 
concentrations avec des teneurs  inférieures à 20mg/100g de matière fraiche.  Ces flavonols 
peuvent être présents en quantités plus importantes, avec des teneurs de 20 à 40mg/100g   
dans les olives noires, les asperges, ou les choux, et jusqu’à 158mg/100g dans les oignons 
rouges. Des teneurs allant jusqu’à 500mg/100g de matières fraiches sont trouvées dans de 
nombreuses herbes, épices ou condiments comme les câpres 67.  
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Figure 6 : Structure de la quercétine 3-O-rutinoside ou rutine 
 
Ces conjugaisons sont un facteur déterminant de leur biodisponibilité, et ce point sera discuté 
un peu plus loin.  
Les flavones, à l’inverse sont moins communes et les glycosides de l’apigénine (Figure 3) et 
de la lutéoléine sont les principaux représentants. Des oses sont également fréquemment liés 
en position 7 du cycle A.  On rencontre également dans cette classe, mais en faibles quantités 
l’apigénine ou la lutéoline porteurs d’un glucose sur le carbone 6 ou 8. De même, on peut 
trouver des formes pluri-méthoxylées, comme la tangérétine dans certains agrumes. 
On retrouve essentiellement l’apigénine (après hydrolyse chimique) dans le persil avec 300 
mg/100g de matière fraiche. On retrouve ces  composés glycosylés dans les feuilles de céleri 
ou la lutéoline libre dans les artichauts, à des teneurs généralement inférieures à 100mg/100g 
de matière fraiche mais consommés en plus grande quantité. Ces flavones sont également 
présentes dans certaines céréales et les agrumes mais à des teneurs bien inférieures à 
20mg/100g de matière fraiche 68 
 
Les 2 principaux représentants des flavanones, l’hespérétine et la naringénine, sont présents 
essentiellement  dans les agrumes. Ces aglycones, dont la structure est non planaire en vertu 
du centre chiral en C2, sont le plus souvent conjugués à un diholoside, le rutinose, dans 
l’hespéridine ou la narirutine (Figure 7). De ces 2 formes, la première est la plus 
fréquemment rencontrée. Ces deux composés sont dépourvus de saveur, à l’inverse de la 
neohespéridine et la naringine, tous deux conjuguées au neohespéridose, qui donnent le goût 
amer à l’orange amère et au pamplemousse.  
Les jus d’oranges peuvent contenir des quantités  d’hespéridine et de narirutine allant de 5 à 
60 mg/100mL 67. Cependant le mésocarpe (ou ziste) des agrumes peut contenir des quantités 
bien supérieures et la consommation d’un fruit peut apporter des quantités supérieures non 
négligeables (jusqu’à 5 fois plus) comparé au jus de fruits 69. 

 
 
   
Figure 7 : Structure de l’hespéridine et de la narirutine. 
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Les isoflavones ont pour particularité structurale que le cycle B soit porté par le C3 de 
l’hétérocycle C, plutôt que le C2. On les retrouve essentiellement dans les légumineuses, et 
en concentration les plus importantes dans le soja et les produits dérivés du soja. La daidzéine 
et la génistéine, en sont les représentants principaux avec à un degré moindre les formes 
méthyles en 4’ du cycle B. Ces formes méthylées donnent la formononétine et la biochanine 
A, respectivement. Daidzéine et génistéine sont majoritairement conjuguées en position 7 à 
un résidu glucose (97-98%) 70 pour donner respectivement la daidzine et génistine (Figure 8). 
Le glucose peut également être estérifié par un groupement malonyle, ou acétyle en position 
6 du glucose.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Structure de la daidzine (à gauche) et de la génistine (à droite).  
 
Le 7-O-(6’’-O-malonyl)glucoside et les glucosides di-estérifiés des isoflavones sont les 
composés le plus fréquemment retrouvés dans le soja (86 à 98%), suivi par les 
acétylglucosides et aglycones, mais  avec des concentrations bien  inférieures. Des teneurs de 
50 à 380 mg/100g de matière fraiche sont communément décrites mais des variations selon la 
variété et le lieu géographique peuvent influer sur les teneurs retrouvées 71. Ces teneurs 
peuvent aussi varier selon le processus industriel appliqué aux matières premières. La farine 
de  soja dégraissée  diffère peu en qualité de la farine de soja mais les quantités retrouvées 
sont plus importantes du fait de leur concentration après l’élimination des graisses. D’autres 
processus industriels comme l’élaboration du lait de soja ou le tofu, modifient les teneurs et la 
composition puisque le traitement à chaud participe à l’hydrolyse des esters malonyle et 
acétyle portés par le glucose. Les produits à base de soja obtenus par fermentation, comme le 
miso,  peuvent contenir de plus grandes quantités d’aglycones, suite à l’hydrolyse des 
glycosides 71. 
 
A l’image des flavanones,  les flavan-3-ols sont non planaires en vertu de la saturation de la 
liaison entre les carbones 2 et 3. Ils présentent deux centres chiraux en C2 et C3. La (-)-
épicatechine et son isomère, la (+)-catéchine,  peuvent être également hydroxylées en 
position 5’ sur le cycle B pour former la (-)-épigallocatechine et la (+)-gallocatéchine. Ces 
différents flavanols peuvent aussi subir une estérification par l’acide gallique en C3, et 
générer les (gallo)catéchines galloylées correspondantes. Dans les plantes, des structures plus 
complexes peuvent se former. Les proanthocyanidines ou tannins condensés  sont des 
dimères, oligomères ou polymères des flavan-3-ols, où les unités monomériques sont liés 
principalement par des liaisons C4 -> C8 (ou C6). Le type B est un dimère de (+)-catéchine et 
(-)-épicatechine liés entre eux par le C4 de l’hétérocycle du 1er flavanol et le C6 ou C8 du 
cycle A du 2nd (Figure 9). 
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Figure 9 : Structure de la procyanidine dimère B1. 
 
Les sources les plus riches de flavan-3-ols sont le cacao et le chocolat noir avec des teneurs 
de 3400mg/100g et 1590mg/100g, respectivement. Les fruits tels que les raisins, les baies, les 
fruits à noyau et les pommes, sont également des sources importantes de flavan-3-ols avec 
par exemple des teneurs de 330 mg/100g pour les myrtilles, et de 110mg/100g pour les 
pommes. Les noisettes, les pistaches et les amandes ont des teneurs de 180 à 496 mg/100g de 
matières fraiches 67. Le thé contient surtout de l’ (-)-épigallocatéchine et de l’(-)-
épigallocatéchine  gallate. La (+)-gallocatéchine,  l’(-)-épicatéchine et l’(-)-épicatechine 
gallate peuvent être également présentes en quantités substantielles selon le type de thé, et il 
est trouvé en général une teneur totale de ces flavan-3-ols entre 40 et 65 mg/100mL  de thé 45.   
 
Les anthocyanines sont une sous-classe particulière, avec comme représentants principaux, la 
cyanidine-3-O-rutinoside, la malvidine-3-O-glucoside, la delphinidine-3-O-rutinoside et la 
pelargonidine-3-O-glucoside. On les trouve essentiellement dans les fruits rouges comme le 
cassis, les mures, les fraises ou encore les framboises, mais également dans le raisin ou les 
fruits à noyau comme la cerise. On trouve des quantités totales d’anthocyanines de 
60mg/100g  dans les fraises à 600mg/100g dans les baies de cassis, et jusqu’à 1300mg/100g 
dans le sureau noir, mais avec des différences substantielles selon les composés avec par 
exemple la présence majoritaire de pelargonidine-3-O-glucoside (Figure 10) dans les fraises. 

 

 
 
Figure 10 : Structure de la pélargonidine-3-O-glucoside. 
 

II-2-1-2 Les non-flavonoïdes 
 

Les acides hydroxybenzoïques   
Les acides hydroxybenzoïques sont très répandus dans les aliments et les acides gallique 
(noix, baies, thé et vin), ellagique (noix et baies), 4-hydroxybenzoique (olives, baies et 
carottes), vanillique (baies olives et cacao)  et syringique (noix, olives et choux fleurs)  en 
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sont les principaux représentants. Ils sont présents sous formes libre, estérifiée ou glycosylée. 
Les châtaignes contiennent de loin la plus grande quantité avec 1215mg/100g de matière 
fraiche; les mûres, grenades et framboises contiennent des quantités allant de 50 mg/100g à 
121mg/100g de matière fraiche 67. 
 
Les acides  hydroxycinnamiques 
Les acides hydroxycinnamiques sont largement distribués  dans les aliments. Les principaux 
représentants sont les acides caféique, férulique, p-coumarique et sinapique. L’acide caféique 
est essentiellement présent sous forme estérifiée par l’acide quinique et forme le groupe des 
acides chlorogéniques. On les trouve dans le café, les baies, divers fruits à noyau comme les 
prunes, les pommes ou les poires et dans des légumes comme les artichauts, les brocolis et les 
tomates. 
 
L’acide férulique est également estérifié par l’acide quinique, et lié aux hémicelluloses dans 
la paroi cellulaire des grains de céréales et avec les anthocyanines dans diverses baies et le 
vin. Les quantités les plus importantes  en acides hydroxycinnamiques  sont trouvées dans le 
café avec une teneur moyenne de 212mg/100mL, les artichauts et les prunes avec  des teneurs 
de 202 et 192 mg/100g, respectivement. Des teneurs de 88mg/100g à 135mg/100g sont 
trouvées pour les cerises, les prunes, les olives noires et vertes et les myrtilles. Des teneurs de 
90mg/100g et 212mg/100g sont mesurées dans les céréales (après hydrolyse) dans la farine 
de blé raffinée et les grains de maïs 67. 
  

 
 
Figure 11 : Structure d’un acide chlorogénique, l’acide trans-5-O-caféoylquinique. 
 
Autres polyphénols 
Les lignanes forment un groupe varié de composés phénoliques et ont été identifiés dans de 
nombreuses plantes72. Quatre lignanes sont présents dans de nombreux aliments : le 
secoisolaricirésinol, le matairésinol, le laricirésinol et le pinorésinol. 
Les graines de lin contiennent la plus grande quantité de lignanes, qui peuvent être présents à 
des concentrations de 300mg/100g (après hydrolyse)72. Le diglucoside du secoisolaricirésinol 
représente 98% de ce total.  Les fruits et légumes, et notamment ceux de la famille des 
brassicaceae  contiennent des quantités bien inférieures avec des concentrations allant de 0.2 
à 2.3mg/100g. On retrouve enfin ces lignanes dans la plupart des denrées alimentaires allant 
des fruits aux boissons alcoolisées et non-alcoolisées, avec des concentrations  bien en deçà 
des 0.2 mg/100g malgré quelques exceptions. Les graines de sésame, et l’huile de sésame 
contiennent des quantités de lignanes encore plus importantes que les graines de lin avec des 
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concentrations de 770 et 1296 mg/100g de matière fraiche. Cependant, les types de lignanes, 
comme la sésamine, le sésaminole et le sésamole,  sont peu communs et spécifiques à ces 
deux denrées.   
 
Les stilbènes constituent une source mineure de polyphénols dans le régime alimentaire. Le 
resveratrol est présent dans les airelles, la canneberge ou les baies de cassis à des teneurs de 
3, 1.9 et 1.5mg/100g de matières fraiches, respectivement. La teneur totale en stilbènes dans 
le raisin est inférieure à 0.35 mg/100g. Malgré la présence dans le vin rouge d’une diversité 
de dérivés de stilbènes, les teneurs trouvés de 4.4mg/100mL sont bien en deçà des 
concentrations des autres composés polyphénoliques comme les anthocyanines.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Structure du resveratrol (à gauche) et de l’hydroxytyrosol (à droite). 
  
Le tyrosol et l’hydroxytyrosol sont des phényléthanoïdes retrouvés essentiellement dans les 
olives et à un degré moindre dans l’huile d’olive. Dans les olives vertes et noires, des 
concentrations en tyrosol de 7 et 14mg/100g et d’hydroxytyrosol de 56 à 66mg/100g peuvent 
être trouvées 45, alors que des teneurs généralement inférieures à 1mg/100mL sont retrouvés 
dans les huiles d’olives ou le vin. Cependant selon la variété des huiles des quantités plus 
importantes peuvent être retrouvées comme dans des huiles vierges produite en Espagne, 
avec des teneurs de 2.3 à 6mg/100mL  73.  
 

II-2-2 Apport quotidien 
 
La mesure de l’apport en polyphénols repose sur l’estimation correcte de la teneur dans les 
aliments et de la consommation de ces aliments. Deux bases de données majeures regroupent 
le contenu en polyphénols des denrées alimentaires : l’USDA et Phenol-Explorer 45-46, 74.  Ces 
bases ont été largement utilisées pour étudier les associations entre les apports alimentaires en 
polyphénols et la survenue de maladies.  
Cependant, de nombreux facteurs sont susceptibles d’affecter les mesures de polyphénols 
retrouvées dans ces bases. Le contenu en polyphénols peut varier selon les espèces de plantes 
ou la maturité de la plante. Certains polyphénols peuvent être absents dans certains aliments, 
mais présents dans des aliments similaires (e.g. deux variétés de fruits différentes) 44. Ces 
erreurs ou imprécisions rendent plus délicates l’étude d’associations entre certains 
polyphénols ou sous-classes et le risque de maladies comme le cancer. 
Les variations liées à l’analyse des polyphénols dans les aliments 75-77, aux facteurs 
environnementaux, aux variétés consommées, ou encore aux processus industriels de 
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transformation, et à la conservation 69, ne sont pas facilement appréciables  et sont difficiles à 
intégrer dans les bases de données. Certains composés, en particulier formés lors de réactions 
d’oxydation ou polymérisation, quoique détectés, n’ont pas encore été précisément 
caractérisés 78. Tous ces facteurs rendent difficiles la mesure des consommations alimentaires 
en polyphénols à partir des bases de données existantes et de questionnaires de 
consommation alimentaire. 
Malgré ces différents biais, l’apport alimentaire en polyphénols a été étudié dans de 
nombreuses populations 79. Aux Etats-Unis, avec  des bases de données du département de 
l’agriculture Américain (USDA) se basant uniquement sur les flavonoïdes, des apports 
moyens de 190 mg/jour ont été rapportés 80 avec principalement les flavan-3-ols ( 84%) 
suivis par les flavanones (7.6%) les flavonols (6.8%) les anthocyanidines (1.6%) les flavones 
(0.8%) et enfin les isoflavones (0.6%). Une étude australienne a estimé l’apport en 
flavonoïdes à environ 450mg/jour dont  415mg (92%) apporte par les flavan-3-ols, avec le 
thé comme source majeure de ces flavan-3-ols 81. Dans deux études  finlandaise et française, 
l’utilisation de bases de données plus complètes a permis de définir des teneurs probablement 
plus réalistes même si potentiellement sous-estimées 79. En Finlande, des apports de 850mg 
de polyphénols provenant essentiellement des acides phénoliques avec 75% du total puis les 
proanthocyanidines avec 14% et les anthocyanidines et autres flavonoïdes pour 10%. 82. Le 
café (63%) suivi des céréales et du thé (10% chacun) puis des fruits (5%) sont les principaux 
aliments source. L’apport alimentaire moyen dans la population française 83 a été estimé à 
1200mg/jour. Ce chiffre inclue 640mg/jour pour les acides phénoliques, essentiellement des 
acides cinnamiques, et 500 mg/jour de flavonoïdes, avec les proanthocyanidines majoritaires. 
En Europe, ce travail a été récemment évalué dans la cohorte EPIC grâce à la base Phenol-
Explorer. Cette base qui est la plus complète à l’heure actuelle a permis d’affiner les mesures 
de l’apport en polyphénols dans différentes régions d’Europe. Pays méditerranéens, pays non 
méditerranéens et un groupe végétarien nommé « health conscious ». Un gradient des pays du 
sud vers les pays du nord quant à l’apport moyen en polyphénols allant de 584 mg par jour 
pour les femmes grecques jusqu’à 1626 mg par jour pour les femmes danoises a été observé. 
L’apport en  polyphénols est le plus important dans le groupe végétarien, suivi par les pays 
non-méditerranéen puis les pays méditerranéens.  
Les 2 classes principales de polyphénols sont les acides phénoliques avec 500 à 700mg/jour 
et, représentés essentiellement par les acides hydroxycinnamiques, et les flavonoïdes, avec 
des apports de 450 à 910mg/jour et représentés majoritairement par les flavan-3-ols. Au sein 
de cette sous-classe, les proanthocyanidines prédominent largement. On peut constater que 2 
groupes sur 3, hormis les hommes du groupe méditerranéen, consomment plus d’acides 
phénoliques qui contribuent pour environ 55% des polyphénols totaux, suivi par les 
flavonoïdes pour 38 à 44%. Le groupe végétarien, par contre, consomme plus de flavonoïdes 
(60% de la totalité des polyphénols) que d’acides phénoliques ; les autres composés sont 
minoritaires (2-6%) comparés aux flavonoïdes et acides phénoliques mais néanmoins non 
négligeables. 
Il est intéressant de noter que ces profils sont dominés par un nombre réduit d’aliments 
consommes en grandes quantités. L’apport majeur des polyphénols est donné par deux 
boissons,  le café et le thé, qui représentent à elles deux 58 à 62% de l’apport en polyphénols 
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pour les groupes méditerranéens et végétariens et 36% pour le groupe non méditerranéen. Les 
fruits avec  9 à 25% sont le 3eme groupe d’aliments. 
En terme de polyphénols, ce sont les acides chlorogeniques (acides 5-, 4- et 3-O-
caféoylquinique) qui sont les plus représentés avec des apports allant de 290 à 544 mg/jour 
selon les groupes,  et 450mg/jour en moyenne tous pays confondus.   Les  proanthocyanidines 
viennent ensuite avec des apports allant de 200 à 320mg/jour, avec une moyenne de 
200mg/jour. Ces derniers sont apportés essentiellement par les fruits comme les pommes et 
les poires, ou le chocolat. 
L’apport en proanthocyanidines est assez difficile à évaluer. Ces composés, allant du dimère 
aux polymères, sont difficiles à quantifier et sont susceptibles d’être sous-estimés. 84. On peut 
voir que  des apports de 60mg/jour en  flavan-3-ol (DP<2) ont été évalués aux Etats-Unis 85 et 
même 450mg/jour chez des espagnols en considérant les polymères 86. Dans cette étude 
l’apport moyen en polyphénols totaux était supérieur à 2.6g/jour. 
Dans les populations asiatiques comme au Japon, peu de données existent sur les sources 
alimentaires  de polyphénols. Il est seulement reconnu que ces populations fortes 
consommatrices de soja, ont des apports importants en isoflavones (phytoestrogènes) comme 
la daidzéine ou la génistéine, comparés notamment aux pays européens. L’apport quotidien 
dans les pays occidentaux serait de l’ordre de 1 à 3mg contre 15 à 50mg voire jusqu’à 100 mg 
dans les pays asiatiques 87.  De plus, il est à noter que la transformation du soja impacte 
fortement la quantité et la qualité de ces isoflavones.   
La mise en place d’une base de données locale regroupant des denrées alimentaires propres à 
la culture japonaise a montré que le café et le thé étaient les deux boissons majeures 
participant à l’apport en polyphénols. Il a été montré  que l’apport total en polyphénols était 
de 840 mg/jour chez des japonais d’âge mûr et de 1500mg/jour chez des japonais, âgés 88-90. 
Excepté les deux sous-classes, flavan-3-ols et acides hydroxycinnamiques, largement 
représentées, les anthocyanidines, flavonols, flavanones, flavones, acides hydroxybenzoïques, 
et tyrosols comptent pour 1 à 6% de l’apport total en polyphénols 91.  
Les apports en  tyrosols sont en général faibles avec 0.3mg/jour et des valeurs de 0.1 à 
0.25mg/jour sont rapportées  chez des Espagnols 73. Les stilbènes et lignanes sont en général  
présents à des taux inférieurs à 1% des polyphénols totaux. Les lignanes seraient par ailleurs 
la source principale de phytoestrogenes en Europe. Ces phytoestrogenes, à l’inverse des 
isoflavones, coumestanes et prényl-flavonoïdes sont ubiquitaires dans le régime alimentaire 
des populations des pays industrialisés. Cependant chez les végétariens, les isoflavones 
comptent pour 1.9% de l’apport total en polyphénols contre 0.6% pour les lignanes 91.  
 
 

II-3 Absorption, distribution, métabolisme et excrétion(ADME) 
 
L’absorption, la distribution, le métabolisme et l’excrétion a été le sujet de recherches 
importantes depuis plus de 20 ans 92-100. Suite à l’ingestion d’un aliment, les glycosides et 
esters de polyphénols, peuvent être en partie hydrolysés par des estérases salivaires 101. 
D’autres polyphénols, notamment des aglycones ou des métabolites des anthocyanines, 
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peuvent aussi être absorbés au niveau de la paroi gastrique 102-103. Cependant, l’intestin reste 
l’organe majeur pour l’absorption des polyphénols. 
 
A l’exception des flavanols, les flavonoïdes sont principalement présents dans les aliments 
sous formes glycosylées.  Selon la nature du sucre, glucose, arabinose, galactose ou rutinose, 
leur absorption au niveau gastro-intestinal sera différente. Schématiquement, le lieu 
d’absorption dépend de la nature des oses liés aux polyphénols 104-106 et l’absorption de 
certains polyphénols se déroule au niveau de l’intestin grêle. Dans le cas d’un sucre simple lié 
à l’aglycone, son hydrolyse permet une absorption au niveau du duodénum ou du jéjunum.  
Typiquement, l’absorption au niveau de l’intestin grêle est associée à une hydrolyse par la 
lactase phloridzin hydrolase (LPH) présente au niveau de la bordure en brosse des cellules 
épithéliales intestinales 107-109. L’aglycone libéré, plus lipophile, pénètre au niveau des 
cellules épithéliales par diffusion passive. Une autre voie implique le co-transporteur du 
glucose sodium dépendant, SGLT1 108, 110-111 Une fois transporté dans la cellule épithéliale, 
des β-glucosidases cytosoliques (CBG) assurent l’hydrolyse du glycoside et libèrent 
l’aglycone 109, 112-113. Ainsi, deux grandes voies coexistent au niveau de la partie haute 
intestinale, et sont nommées, LPH/diffusion et Transport/CBG (Figure 13) 
 
Une fois présents dans la cellule épithéliale intestinale, les aglycones sont soumis surtout à 
l’action de glucuronotransférases (uridine-5’-diphosphate glucuronosyltransférase, UGTs) 95, 

114-117 pour former des métabolites glucuronidés. Des sulfotransférases (SULT) ou bien des 
méthyl transférases (Catéchol-O-méthtyltransférases, COMT) peuvent également coexister et 
former des métabolites  sulfatés ou méthylés 114, 118-121 Ces métabolites diffusent dans la 
circulation sanguine via la veine porte et sont soumis à nouveau à un métabolisme 
supplémentaire de phase II au niveau des cellules hépatiques, 122-123 avec essentiellement des 
SULT 120, 124-125 et COMT 125. De très nombreuses formes coexistent en vertu du nombre de 
groupements hydroxylés. A titre d’exemple, l’(-)-épicatechine présente des positions 
préférentielles en 3’ et 4’ du cycle B et 5 et 7 du cycle A. Généralement mono-glucuronidés 
en 5-, 7- et 3’-, sulfatés en 7- ou méthylés en 3’- et 4’-. Des formes combinées existent 
également 126. Excrétés dans la bile, ces molécules conjuguées peuvent être réabsorbées au 
niveau du côlon après hydrolyse des glucuronides par le microbiote, et sont donc soumises à 
un cycle entéro-hépatique. Un nouveau mécanisme permettrait d’augmenter la 
biodisponibilité de certains polyphénols au niveau intestinal 127 
 
Cependant, avant le passage dans la circulation sanguine, un efflux dans la lumière intestinale 
est également possible 118, 128-129 et implique des transporteurs ABC (ATP binding cassette) 
comme la protéine MDR2 (Multidrug résistance protein2) et la glycoprotéine P (P-gp) ou 
encore la protéine BCRP (Breast cancer resistance protein)130. 
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 Figure 13 : Mécanismes pour l’absorption et le métabolisme des composés polyphénoliques 
dans le petit intestin et le côlon.  
 
Toutefois, et même lorsque les polyphénols alimentaires sont absorbés au niveau de l’intestin 
grêle, une part significative gagne le gros intestin 131 Même si l’absorption est variable selon 
les composés, avec des absorptions apparentes inférieures à 1% pour les anthocyanines 132-134 
ou supérieures à 40% pour les isoflavones 135-136 , il est montré que  90 à 95% des 
polyphénols ne seraient pas absorbés dans la partie haute intestinale (duodénum)137. 
 
Les polyphénols non absorbés au niveau de l’intestin grêle transitent jusqu’au côlon où ils 
sont largement métabolisés par le microbiote.  Les flavonoïdes notamment ceux liés à un 
diholoside comme le rutinose, seront hydrolysés par la  flore intestinale et l’aglycone ainsi 
libéré absorbé au niveau du côlon. La position des groupes hydroxyles influence également 
leur absorption et leur dégradation 138. 
 Les données in vitro et chez l’animal sont nombreuses 139-144 Le microbiote est constitué de 
plus de 1000 espèces et 7000 souches 145. Cependant, les microorganismes responsables du 
catabolisme de telle ou telle classe de polyphénols n’ont pas tous été identifiés. Les travaux 
se sont surtout focalisés sur les isoflavones et lignanes 146-147 les flavonols 142, 148, les flavones 
149 les flavan-3-ols 126, 150 et les acides chlorogéniques 151. Des bactéries du genre Clostridium, 
Eubacterium ou lactobacillus toutes trois appartenant à l’embranchement des Firmicutes ont 
souvent été  trouvées 146, 152 avec parfois des bactéries appartement à l’embranchement des 
Bacteroidetes ou Actinobacteria comme le genre Bifidobacterium 144. 
Des études ont montré par exemple que les proanthocyanidines, dimères, trimères et au-delà, 
étaient pratiquement non absorbées au niveau intestinal mais subissaient une dégradation 
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extensive au niveau du côlon. Les métabolites sont principalement des acides 
phénylpropioniques, phénylacétiques ou hydroxybenzoïques. De nombreuses voies 
métaboliques ont été proposées. Certaines impliquent la scission du cycle C central et la 
formation d’acides hydroxyphénylvalériques 153 et de lactones telles que les 5-(3’,4’,5’)-
trihydroxyphenyl-ɣ-valerolactone et 5-(3’,4’)-dihydroxyphenyl-ɣ-valerolactone formées à 
partir de d’(épi)catéchines et d’(épi)gallocatéchines, respectivement 154-156 Des 
deshydroxylations et des β-oxydations successives mènent à des acides 
hydroxyphénylpropioniques et hydroxybenzoïques comme les acides 3,4-
dihydroxyphénylpropionique, 3- et 4-hydroxyphénylpropionique, puis les acides 
hydroxybenzoïques associés 154, 157-159. Enfin, des α-oxydations ont été proposées par 
différents auteurs pour justifier la formation des acides hydroxyphénylacétiques et de l’acide 
homovanillique (acide (4-hydroxy-3-methoxyphenyl) acétique)126. 
De nombreux acides hydroxy- et dihydroxyphénylpropioniques, hydroxy- et 
dihydroxyphénylacétiques, acides homovanillique, hippurique et hydroxyhippurique 
similaires à ceux formés à partir des flavan-3-ols ont été proposés comme métabolites issus 
du métabolisme microbien des flavonols, flavanones ou anthocyanines 160.  
Les lignanes, comme le secoisolaricirésinol et le matairésinol  sont métabolisés en entérodiol 
et entérolactone, respectivement, par le microbiote 161. Il a été montré que le pinorésinol et le 
laricirésinol, pouvaient également être précurseurs de ces mêmes composés 162. Les divers 
alkylrésorcinols, composés phénoliques caractéristiques des céréales complètes, sont les 
précurseurs de l’acide 3,5-dihydroxybenzoïque 163.  
La daidzéine peut être convertie par le microbiote en dihydrodaidzéine puis en O-
desméthylangolensin et equol 147, 164-165. Des disparités dans la formation de ces métabolites 
microbiens sont observées d’un individu à un autre 166-168. Elles sont bien connues en 
particulier pour la formation de l’equol à partir de la daidzéine par le microbiote 169-170 
Seulement 30% de la population européenne et 50-60% de la population asiatique serait 
susceptible de synthétiser l’equol 171-172. Des pourcentages proches de ceux de la population 
asiatique sont également retrouvés chez les végétariens 173.  

 
 
II- 4 Activités biologiques 
 
De par la quantité considérable de données disponibles dans la littérature sur les polyphénols 
et la prévention de maladies chroniques, ce chapitre ne se veut pas exhaustif et toutes les 
publications ne peuvent être bien évidemment citées. Cependant,  d’excellentes revues très 
pertinentes sur les mécanismes d’actions et les activités biologiques des polyphénols dans la 
prévention des maladies neurodégénératives 174, cardio-vasculaires 38, 175, du diabète 39, 176 et 
du cancer 177-179  permettent de mettre en parallèle des mécanismes d’actions parfois 
communs et qui reposent sur des mécanismes non spécifiques et spécifiques.  
Les mécanismes biochimiques de bases sont proposés afin de rendre compte de l’éventail de 
l’activité biologique des polyphénols. Les mécanismes proposés pour souligner l’activité 
biologique se divisent en deux groupes. Des mécanismes non spécifiques liés à la présence de 
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groupes phénoliques, et des mécanismes spécifiques liés à des caractéristiques structurales 
des différents polyphénols 7. 
 

II-4-1 Mécanismes non spécifiques antioxydants: piégeurs de 
radicaux libres et agents chélateurs de métaux 
 

Une activité antioxydante maximale requiert la présence de trois facteurs structuraux. Un 
groupe catéchol sur le cycle B (3’- et 4’-hydroxyl), une double liaison C2-C3 associée à un 
groupe céto en C4, sur le cycle C, et la présence de groupes hydroxy en C3 et C5 sur les 
cycles C et A (Figure 13). 
 

 
  
Figure 14 : Caractéristiques structurales définissant l’action antioxydante des flavonols. Les 
aires surlignées définissent les 3 zones attribuant l’intensité antioxydante maximale 7 
 
L’activité antioxydante de piégeur de radicaux libres ou par séquestration des métaux a été 
démontrée dans de nombreuses études 7, 180. Cependant, cette activité bénéfique serait plus 
discutable in vivo dû aux concentrations  rencontrées, généralement inférieures à 1μM et qui 
sont loin des concentrations communément utilisées pour les tests in vitro 181. Il a été proposé 
qu’un mode d’action autre qu’une activité antioxydante directe soit responsable des effets 
positifs sur la santé des polyphénols. 
 

II-4-2 Mécanismes non spécifiques par interaction avec les 
membranes 
 

La présence de domaines hydrophiles et hydrophobes dans la plupart des polyphénols permet 
une liaison non spécifique à différents niveaux de la membrane 182-185 notamment par la 
formation de liaison hydrogène 186. La structure planaire de polyphénols comme les flavonols 
ou des flavones facilite l’interaction avec les membranes 187 mais également avec les 
protéines 188-191. En modifiant la structure membranaire et ses caractéristiques physiques, les 
polyphénols pourraient modifier la fonction cellulaire. Même si ces interactions sont non 
spécifiques, une certaine sélectivité pour des zones spécialisées de la membrane nommés 
radeaux lipidiques peut se produire 192-193. 
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II-4-3 Mécanismes spécifiques 
 

Hormis le groupe phénolique partagé par les polyphénols et lui assurant une activité 
biologique par un mécanisme non spécifique, les caractéristiques chimiques des différents 
polyphénols leur confèrent potentiellement une activité via un mécanisme spécifique. La 
littérature est pléthorique dans le domaine, et de nombreuses études in vitro et chez l’animal 
se sont attachées à définir la protéine ou les protéines  impliquées dans l’interaction 
spécifique.  Les interactions polyphénols-protéines suggèrent une activité qui sera dépendante 
du type de protéines impliquées, et qui peut aller de la modification d’activité enzymatique 
194-196, la fixation à des récepteurs 197-198 ou à des messagers secondaires impliques dans les 
voies de transduction du signal 198-200, et  jusqu’à des facteurs de transcription du signal au 
niveau nucléaire 201-202.  
 
 

II-5 Les polyphénols et le cancer colorectal 
 

II-5-1 Généralités sur le cancer 
 

II-5-1-1 Introduction 
 
En trois décennies, la compréhension des origines du cancer a changé de façon spectaculaire, 
et ce grâce à la révolution de la biologie moléculaire. La découverte successive des 
oncogènes cellulaires, des gènes suppresseurs de tumeurs, et des systèmes de réparation de 
l’ADN a permis d’établir un scenario multifactoriel de la cancérogenèse. Lors de la 
progression tumorale, les deux fonctions protectrices majeures que sont les gènes 
suppresseurs de tumeurs et les systèmes de réparation de l’ADN sont perdues et cette perte 
participe grandement au développement de la majorité des cancers humains. Les mécanismes 
épigénétiques, comme la méthylation des résidus cytidine dans les séquences CpG de l’ADN 
et la modification des histones, participent également à la pathogenèse du cancer. 
 
Ainsi, et même si tous les cancers n’ont pas une étiologie commune, une succession 
d’évènements moléculaires transforme une population cellulaire normale en une population 
cellulaire cancéreuse. L’instabilité génétique associée à une expression anormale des gènes, 
soit des oncogènes qui par leur surexpression facilitent le cancer, soit des gènes suppresseurs 
de tumeurs qui par leur inhibition sont dans l’incapacité de freiner la progression de celui-ci, 
sont des éléments déterminants. Une transduction du signal anormale, la perte de l’inhibition 
de contact et une prolifération illimitée, l’expansion de la tumeur localement par invasion de 
tissus adjacents, ou à distance par métastases, l’induction de l’angiogenèse et enfin 
l’échappement au contrôle du système immunitaire, sont des évènements partagés par tout 
développement néoplasique. 
 
Le schéma classique et fortement simplifié du mécanisme de cancérisation (initiation, 
promotion et  progression) a permis de différentier les carcinogènes génotoxiques des 
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carcinogènes non génotoxiques. Les carcinogènes génotoxiques sont par exemple des agents 
physiques (UV et radiation ionisante), le benzo[a]pyrène, l’aflatoxine ou l’amiante. Les 
carcinogènes non-génotoxiques peuvent etre des polluants agissant par une signalisation 
cellulaire propre ( récepteurs AhR aryl hydrocarbon receptor). Ce sont notamment des 
pesticides (récepteur PXR pregnane x receptor) qui peuvent agir comme perturbateurs 
endocriniens, perturbateurs enzymatiques (organophosphorés) ou provoquant un stress 
cellulaire (stress oxydant et inflammation). 
Aujourd’hui, la distinction nette entre ces carcinogènes génotoxiques et non-génotoxiques est 
fortement relativisée. Comme illustré par les classiques expérimentations sur des modèles 
murins de cancer de la peau, les initiateurs déclenchent la 1ere étape de la tumorigénèse alors 
que les promoteurs sont les éléments moteurs en permettant l’expansion clonale de cellules 
tumorales déjà initiées, via des mécanismes n’impliquant pas de dommages génétiques. 
Il semble néanmoins de plus en plus probable que les facteurs majeurs de l’incidence des 
cancers opèrent principalement au niveau de l’étape de promotion. L’inflammation chronique 
des tissus et le relargage de facteurs de croissances par ces tissus inflammés semble jouer un 
rôle essentiel dans l’étape de promotion. De nombreux facteurs issus de l’alimentation 
semblent fonctionner comme promoteurs plutôt que mutagènes. Dans ce contexte, si ces idées 
sont confirmées par de futures recherches, une compréhension plus complète de la 
pathogenèse du cancer au niveau moléculaire est nécessaire afin de d’expliquer ces 
mécanismes  de promotion tumorale non génétique 203-204. 
 

II-5-1-2 Carcinogénèse environnementale 
 
Les facteurs environnementaux plus que les facteurs génétiques expliqueraient une part 
importante de la mortalité par cancer dans le monde. Des centaines de composés 
carcinogènes confirmés ou suspectés ont été identifiés.  
 
  Classes de carcinogènes et mécanismes de la carcinogenèse chimique 
 
Les carcinogènes peuvent être classes en trois catégories : carcinogènes physiques, 
carcinogènes biologiques  et carcinogènes chimiques 205. Les carcinogènes physiques 
concernent plusieurs types de radiations comme les UV ou les radiations ionisantes. 
L’exposition à ces radiations, notamment lors de l’exposition au soleil, provoquent des 
dommages photochimiques à la peau, pouvant aboutir à la formation de cancer de la peau. 
 
Les carcinogènes biologiques jouent un rôle important puisque 15 à 20% des cancers seraient 
dus à des agents infectieux comme les bactéries, parasites ou virus. Ceux-ci incluent le virus 
du papillome humain (HPV), les herpes avec virus de Epstein-Barr (EBV), les virus de 
l’hépatite C ou B (HCV, HBV), le virus de l’immunodéficience humaine (HIV), ou encore la 
bactérie Helicobacter pylori. Trois mécanismes majeurs sont reconnus et sont impliqués aussi 
bien dans l’initiation que la promotion. Le plus commun résulte de l’infection persistance de 
l’agent infectieux avec inflammation chronique. La formation d’espèces réactives de 
l’oxygène et de l’azote par les macrophages sur le site de l’infection est à même de provoquer 
des dommages sur l’ADN et de contribuer à la cancérogenèse. Ce mécanisme sera discuté 
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plus loin et semble être un élément clef dans la cancérogenèse, y compris celle non 
directement liée à des agents infectieux connus. Un second mécanisme implique la 
participation directe de l’agent infectieux dans la transformation cellulaire en activant une 
voie oncogénique ou en inactivant un gène suppresseur de tumeur. Enfin le troisième 
mécanisme inclut une immunosuppression et un déficit de reconnaissance des cellules 
transformées ou infecte par le système immunitaire comme dans le cas dans l’infection par le 
HIV. 
 
Les carcinogènes chimiques incluent les carcinogènes organiques, les carcinogènes 
inorganiques, les fibres, et les hormones. Les carcinogènes organiques sont essentiellement 
des composés à base de carbone comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques 
(HAPs) (benzo[a]pyrène, 3-methylcholanthrene), des mycotoxines (aflatoxine B1 (AFB1)), 
des amines aromatiques (benzidine, 2-naphthylamine), des amines hétérocycliques (MeIQx, 
PhIP), des N-nitrosamines (NNK, aniline), des agents alkylants ou des solvants (benzène). 
 
De nombreux modèles animaux ont été développés pour étudier les multiples étapes du 
développement et de la progression tumorale induites par les agents carcinogènes. Dans les 
premières étapes de la carcinogenèse, Les mutations sur l’ADN sont une conséquence d’une 
exposition à un carcinogène électrophile, de dommages oxydatifs de l’ADN, de cassure des 
brins d’ADN ou d’autres attaques de l’ADN. Ces mutations se produisent vraisemblablement 
dans les cellules souches multipotentes et sont particulièrement critiques dans l’initiation de 
la cancérogenèse lorsqu’elles touchent les proto-oncogènes et les gènes suppresseurs de 
tumeurs. Ces mutations, lorsqu’elles ne sont pas réparées, deviennent irréversibles et sont 
transmises aux cellules filles lors de la division cellulaire. Durant la carcinogenèse 
colorectale, des mutations dans le gène APC (adenomatous polyposis coli) semble initier la 
tumorigénèse 206. 
 
L’étape de promotion tumorale est caractérisée par l’expression et la prolifération des cellules 
initiées, certaines d’entre elles conservant des propriétés proches des cellules souches. La 
plupart des agents promoteurs exerceraient leurs effets via les récepteurs cellulaires ou les 
voies de signalisation impliquées dans la croissance et différentiation cellulaire et/ou 
l’apoptose. Dans la carcinogenèse colorectale, les acides biliaires secondaires issus du 
métabolisme microbien colique comme l’acide déoxycholique (DCA) pourraient agir en tant 
qu’agent promoteur 207. 
Des facteurs inflammatoires et des facteurs du tissu conjonctif pourraient participer à ces 
effets en fournissant un environnement favorable à la croissance tumorale. Ces derniers 
facteurs sont à rapprocher des mécanismes observés dans le cas de la cancérogenèse par 
agents infectieux. A l’inverse de l’étape d’initiation, l’étape de promotion est réversible et 
n’implique pas de mutations sur l’ADN. 
 
L’étape de progression est la phase ultime de la cancérogenèse. La tumeur augmente en taille, 
et des mutations additionnelles peuvent se produire, pour aboutir à une invasion des tissus 
environnants puis des métastases. Dans la carcinogenèse colorectale, les foyers de cryptes 
aberrantes (ACF) faisant suite à la mutation du gène APC, peuvent accumuler des mutations 
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de l’oncogène K-ras et d’autres oncogènes et autres gènes suppresseurs de tumeurs et 
progresser de l’adénome vers le carcinome 206, 208.  
Des mutations de gènes associés au maintien de la stabilité génétique sont impliquées dans  la 
formation d’autres mutations. A ce stade, les cellules mutées sont en mesure d’envahir le 
tissu environnant, et de diffuser dans la circulation sanguine et coloniser des sites distants. 
Cela implique l’action d’enzymes de dégradation  de la matrice (MMPs, matrix 
metalloproteinases).  
Cependant, en plus de l’accumulation de mutations génétiques, de la promotion et de 
l’invasion tumorale, des lésions non-génotoxiques héréditaires peuvent survenir 206. Ces 
changements, nommes reprogrammation épigénétique, impliquent une altération de la  
méthylation de l’ADN, ou des modifications de l’acétylation et/ou de la méthylation des 
histones.  Une hypermethylation du promoteur du  gène CDKN2A, codant pour la protéine 
suppresseur de tumeur p16, contribue à l’inactivation de l’allèle sauvage dans les cellules des  
cancers colorectaux, ayant déjà perdu un allèle par délétion 209-210. 
Enfin, des petits ARN non codants (miRNAs), connu pour réguler de nombreux processus 
biologiques dans les cellules souches comme le développement, la différentiation et le 
métabolisme, sont également susceptibles de jouer un rôle dans l’initiation et le 
développement de plusieurs cancers.  
 

Mécanismes endogènes de défense contre les carcinogènes chimiques 
 
L’exposition d’un organisme à un carcinogène environnemental et son devenir, sont 
déterminés par de nombreux systèmes endogènes de défense déterminés génétiquement 205. 
Les carcinogènes chimiques sont souvent transformés en métabolites moins toxiques, puis 
éliminés de l’organisme. Les dommages occasionnés à l’ADN peuvent être réparés, ou les 
cellules portant ces dommages éliminées par apoptose. 
 
Consécutivement à leur absorption à travers la barrière intestinale, les xénobiotiques 
transitent par la veine porte et parviennent dans le foie où ils sont métabolisés par diverses 
enzymes essentielles pour la détoxication des xénobiotiques. Ces étapes sont à rapprocher de 
ce qui a été décrit pour le métabolisme des polyphénols. 
 
Ces réactions de biotransformations sont groupées en deux phases, I et II. La phase I repose 
principalement sur les cytochromes P450 (CYPs) et inclut des réactions d’oxydation, de 
réduction et d’hydrolyse et génère des groupes fonctionnels (-OH, -COOH, -NH2, SH). Dix-
huit familles (1,2, 3..), 32 sous familles (A, B, C,…) et 50 gènes fonctionnels (1,2..) ont été 
recensés 205. Parmi ces CYPs, seules les 3 premières familles sont impliquées dans le 
métabolisme des xénobiotiques. Cette première étape n’accroit l’hydrophilicité des 
xénobiotiques que très légèrement et a surtout pour vocation  de préparer les métabolites pour 
la phase II.  
La phase II permet la liaison d’un ligand rendant généralement le xénobiotique plus polaire 
afin de faciliter son excrétion urinaire et biliaire. Cinq systèmes enzymatiques coexistent avec 
en chef de ligne les UDP-glucuronosyltransférases (UGTs) et les sulfotransférases (SULT) 
puis viennent  les glutathion transférases, les N-acétyltransférases et les méthyltransférases, 
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qui catalysent le transfert respectivement de l’acide glucuronique, d’un groupe sulfate, du 
glutathion, d’un groupe acétyle ou d’un méthyl. 
Dans certaines circonstances, l’excrétion des métabolites est assurée par diverses protéines de 
transport ATP-dépendantes comme la P-glycoprotéine codée par le gène multidrug résistance 
1 (MDR1/ABCB1), les multidrug résistance protein  2 et 3 (MRP2/ABCC2  et 
MRP3/ABCC3) et la breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) 211. 
 
Ces phases de détoxification peuvent parfois générer des métabolites toxiques. L’équilibre 
entre toxicité et détoxification est parfois précaire, d’autant que les molécules conjuguées 
peuvent être relarguées via la bile puis réabsorbées (cycle entéro-hépatique) aboutissant à un 
temps de contact augmenté entre les métabolites et les cellules de l’organisme. 
 
Un deuxième système de défense endogène est représenté par les systèmes de réparation de 
l’ADN. Ce système est strictement défini comme la réponse cellulaire associée à la réparation 
de la séquence  d’ADN endommagée. Six voies majeures de réparation coexistent et sont la 
réparation par excision de base (base excision repair, BER), la réparation des 
mésappariements (Mismatch repair, MMR), la réparation par excision de nucléotides 
(nucleotide-excision repair, NER), la réparation par combinaison homologue (homologous 
recombination, HR), la réparation par jonction d’extrémités non homologues 
(Nonhomologous end joining, NHEJ) et la réparation directe de l’ADN (translesional 
synthesis, TLS) 212. Des mutations de MSH2, MSH6, et MLH1 de la voie de réparation des 
mésappariements sont impliquées dans les formes sporadiques du cancer colorectal, mais 
également dans la forme héréditaire du syndrome de Lynch (hereditary non polyposis 
colorectal cancer, HNPCC) 206. 
 

Rôle du microenvironnement dans la carcinogénèse,  acteur de la promotion 
 
En 2011, Bissel et Hines, exposaient  une question fondamentale : Pourquoi n’avons-nous pas 
plus de cancer ? Cette question qui pourrait se voir provocatrice en tant que tel témoigne des 
recherches encore nécessaires pour comprendre toute l’étiologie du cancer. Ainsi, la 
probabilité d’abriter un cancer in situ ou dit “caché” augmente avec l’âge, et approche les 
100% entre 50 et 70 ans pour un organe comme la glande thyroïdienne, alors que seulement 
0.1% de la population développera un jour un tel cancer dans cette tranche d’âge 213. 
Comme évoqué précédemment, des mutations sont nécessaires à la tumorigénèse. Elles ne 
sont néanmoins pas suffisantes. Le rôle du microenvironnement contrôlant la progression 
tumorale est avancé 214.  Il est suggéré, dans le cas de cancers in situ que le 
microenvironnement entourant la tumeur fournirait des signaux suppresseurs tant que 
l’architecture et l’homéostasie tissulaire est contrôlée. 
Une caractéristique largement étudiée de ce microenvironnement est l’inflammation 
chronique. Depuis les premières observations de Virchow qui a pu observer la présence de 
leucocytes dans les tissus tumoraux, suggérant que le cancer pourrait se développer à partir 
d’une inflammation chronique, de nombreux auteurs ont avancé l’hypothèse du rôle de 
l’inflammation chronique dans le développement des cancers. Cependant, il est difficile 
d’établir la part du processus inflammatoire souvent associé à la cancérogenèse. 
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L’inflammation est un processus naturel de défense de l’organisme contre une infection 
microbienne, ou d’autres stimuli toxiques, qui inévitablement mène à des dommages 
tissulaires 215.  
Il est bien établi que l’inflammation aigue joue un rôle protecteur essentiel dans le maintien 
de l’intégrité cellulaire et de l’organisme suite à une blessure ou une infection 216. Cependant, 
et a l’inverse, une inflammation chronique a été associée à de nombreux effets nocifs. Les 
processus inflammatoires impliquent des interactions complexes et une régulation fine entre 
les médiateurs de l’inflammation et les voies enzymatiques associées. Dans les tumeurs, les 
leucocytes, principalement les macrophages et les lymphocytes, représentent 30 à  50% de la 
masse tumorale 217. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM, tumour associated 
macrophages) représentent les principales cellules immunitaires infiltrant les tumeurs. Elles 
ont été impliquées dans l’angiogenèse, l’invasion tumorale, et les métastases notamment dans 
le cancer colorectal 218. Ces macrophages libèrent des chemokines ou des cytokines qui 
peuvent à leur tour secréter tout un arsenal de cytokines, chemokines et métabolites de l’acide 
arachidonique et amplifier la réponse inflammatoire 219  
Ces différents médiateurs de l’inflammation  peuvent activer les voies de transduction du 
signal et induire des changements dans les facteurs de transcriptions tel que Nuclear factor 
ӄB (NF-ӄB), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), hypoxia-inducible 
factor-1α (HIF-1α), activator protein-1 (AP-1), nuclear factor of activated T cells, et Nuclear 
Factor-E2 related factor-2 (Nrf2) qui entraine une réponse immédiate au stress cellulaire 216, 

220. 
 
Les cellules impliquées dans l’inflammation peuvent aussi produire des radicaux libres et des 
métabolites réactifs communément appelés espèces réactives de l’oxygène (EROs). Ces 
espèces incluent le radical superoxyde (O2

.-), le radical hydroxyle (.OH), peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) et l’oxygène singulet (1O2). Ces radicaux sont essentiels à la réponse 
immunitaire. Lors du processus inflammatoire, le métabolisme de l’acide arachidonique à 
partir des lipoxygénases ou des cyclo-oxygénases (COX II) participent à la formation de 
grandes quantités de radical superoxyde. Outre leur implication dans l’inflammation, de 
faibles niveaux sont essentiels pour plusieurs processus physiologiques comme la 
phosphorylation des protéines, l’activation de certains facteurs de transcription, la 
différentiation cellulaire ou l’apoptose 221. Une grande variété de processus enzymatiques et 
non enzymatiques peuvent générer ces EROs 216, 222. Parmi les plus importants, les enzymes 
nicotinamide adénine di-nucléotide phosphate (NADPH) oxydase  (NOX) et xanthine 
oxydase (XO) sont présentes dans de nombreuses cellules. Les premières  se retrouvent dans 
les macrophages et polynucléaires neutrophiles et une fois activées, produisent des EROs. 
Les EROs sont également produits naturellement lors du métabolisme de l’oxygène 
notamment dans les mitochondries. Ainsi, il est observé que 0.4% à 5% de l’oxygène serait 
converti en EROs (Reuter, 2010) suite à une fuite continuelle d’électrons. Cependant, ces 
EROs  provoquent également des dommages oxydatifs sur l’ADN et les peroxynitrites 
entrainent aussi bien des dommages oxydatifs qu’une nitration sur les bases d’ADN. Ainsi, la 
majorité des mutations induites par les EROs semblent impliquer une conversion guanine -> 
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thymine (G-> T) 223. Les EROs, ont été proposés comme éléments non pas fondateurs mais 
participant à la cancérogenèse, par leur contribution à l’instabilité génétique 224. 
Des systèmes enzymatiques comme la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (Cat) et la 
glutathione peroxydase (GPx) associée au glutathion ou le glutathion seul interagissent 
ensemble pour protéger les systèmes biologiques de la toxicité de ces radicaux libres 225. 
Hormis ces systèmes endogènes de détoxication primaire, l’apport exogène d’antioxydants 
dans notre alimentation participerait à l’équilibre synthèse/destruction des EROs. Même si 
des désaccords persistent sur les mécanismes impliqués 226, les flavonoïdes, les vitamines C 
et E et certains caroténoïdes comme le β-carotène contribueraient à la protection contre les 
effets délétères des EROs 227-228. 
 
Depuis plus d’une décennie, de nombreux travaux ont été effectués sur les mécanismes par 
lesquels le microenvironnement tumoral 229-231 peut promouvoir et même induire les tumeurs 
203.  Le microenvironnement  semble  jouer un  rôle déterminant et majeur dans  la promotion 
tumorale. Dans ce contexte, il est concevable de penser que des composés qui pourraient 
freiner ou réduire ce stress oxydatif, et in fine rééquilibrer le microenvironnement seraient à 
même de réduire l’incidence du cancer.  
 

II-5-2 Le cancer colorectal 
 

II-5-2-1 Incidence et mortalité du cancer colorectal 
 
Le cancer colorectal (CCR) est le troisième  cancer le plus fréquent au monde chez l’homme 
(Figure 15) et le deuxième chez la femme (Figure  16),   avec près de 1.4 million de 
nouveaux cas en 2012 (WCRF), soit 10% de tous les cancers. La distribution géographique 
est remarquable et le mode de vie occidental apparait comme le principal facteur associé. Les 
Etats Unis, l’Australie et l’Europe (Figure 17) présente l’incidence la plus élevé (>35 pour 
100 000) alors que l’Afrique (Figure 17) possède l’incidence la plus faible (<5 pour 100 000). 
La mortalité est plus importante dans les régions les moins développées du monde. 
Néanmoins le taux de mortalité dans le monde varie moins que pour l’incidence avec  les 
taux estimés les plus importants en Europe centrale et Europe de l’est (20 pour 100 000 chez 
les hommes) et les taux les plus bas en Afrique de l’ouest (3,5 pour 100 000 chez les 
hommes) (Figure 17). 
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Figure 15 : Incidence dans le monde des principaux types de cancer chez l’homme 232.  

 
Figure 16 : Incidence dans le monde des principaux types de cancer chez la femme 232 . 

 
Figure 17 : Taux d’incidence et de mortalité standardisés selon l’âge chez l’homme et la 
femme selon les régions du monde 232 
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II-5-2-2 Changements histopathologiques associés au cancer colorectal 
 
La surface du gros intestin est recouverte d’un épithélium caractérisé par des invaginations, 
en forme de doigt dans le tissu conjonctif sous-jacent. Les cellules souches à la base de 
chaque invagination, nommée crypte, donnent naissance à différents types cellulaires comme 
les entérocytes, les cellules mucipares et les cellules entéro-endocrines. Ces cellules migrent 
de la base jusqu’au sommet des cryptes. 
Parmi les différents types de lésions bénignes gastro-intestinales, un terme générique, polype, 
est donné à toutes les lésions protubérantes situées au-dessus de la muqueuse intestinale.  
Les polypes de type adénomateux ont des caractéristiques histopathologiques variées. Hormis 
la taille souvent de 2 à 10mm, la morphologie peut être de type pédiculé, sessile ou semi-
sessile. Le degré de dysplasie et l’architecture glandulaire varie et permet de distinguer au 
niveau microscopique, les adénomes tubuleux, villeux, festonnée ou mixte. Les polypes 
adénomateux ou adénomes seraient les précurseurs des cancers colorectaux 206. Les étapes 
essentielles au développement du cancer colorectal impliquent successivement la formation 
de foyers de cryptes aberrantes, de polypes adénomateux, puis de carcinomes 208.  
Cette séquence est étayée par des études épidémiologiques montrant un risque huit fois plus 
important de développer un cancer colorectal chez des patients n’ayant pas subi une résection 
des adénomes   en comparaison à un groupe témoin pour lequel les adénomes ont été retirés 
206. Des études histopathologiques ont également montre que des foyers de type carcinome 
pouvaient être détectés au sein d’adénomes, notamment ceux de grandes tailles, dysplasique 
et de type villeux. Enfin, les sujets atteints de polypose adénomateuse familiale prédisposant 
au développement de centaines de polypes développent invariablement un cancer colorectal 
entre 30 et 50ans si le colon n’est pas retiré 233. 
 

II-5-2-3 Mécanismes moléculaires du cancer colorectal 
 

Le développement du cancer colorectal est un processus complexe. Les progrès réalisés dans 
la compréhension des mécanismes de la cancérogenèse ont permis de mettre en évidence le 
rôle de facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux 209, 234-237. Bien qu’il soit 
admis que 90% des cancers aient une origine environnementale, il est nécessaire de 
considérer l’interaction potentielle entre facteurs génétiques et environnementaux 238-239. 
Les facteurs génétiques comme la polypose adénomateuse familiale (mutation du gène APC) 
et le syndrome de Lynch (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer, HNPC) ou les 
anomalies des gènes codants pour la réparation de l’ADN (MSH2, MSH6, MLH1 et MLH2) 
n’expliquent pas plus de 5% des cancers colorectaux 240. Ces cancers surviennent 
généralement avant 40 ans. 
Au-delà de ces formes familiales, des altérations somatiques jouent un rôle clef dans la 
majorité des cancers colorectaux. Aujourd’hui essentiellement 3 modèles génétiques de 
développement tumoral sont proposés. Une voie classique, (chromosomal instability 
pathway, CIN) retrouvée dans environ 70 à 85% des CCR, et caractérisée par des mutations 
sur les gènes APC, TP53, KRAS, transforming growth factor (TGF)-β. Une deuxième voie 
implique une inactivation des gènes de réparation de l’ADN, soit par mutation soit par 
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hypermethylation de MLH1 (microsatellite instability, MSI pathway) et représentant environ 
15% des CCR. Enfin, une voie qui recoupe en partie la précédente et implique une 
hypermethylation des sites CpG (CpG islands) de promoteurs induisant l’extinction de gènes 
suppresseurs de tumeurs. 
La voie génétique et de signalisation comme Wnt/APC/β-caténine est une voie majeure dans 
le développement du cancer colorectal 206. Wnt est une famille de glycoprotéines impliquées 
dans l’embryogenèse et  l’homéostasie des tissus adulte, notamment dans des cellules proches 
des cellules souches des cryptes intestinales. Lorsque ces glycoprotéines ne sont pas liées aux 
récepteurs Frizzled (FRZ), le complexe APC (adenomatous polyposis coli)/ Glycogène 
synthase kinase 3 (GSK3)/Caséine kinase 1 (CK1)/axine phosphoryle la β-caténine, menant 
ainsi à sa dégradation dans le protéosome. Cette dégradation empêche l’accumulation de β-
caténine dans le noyau, permettant la transcription de facteurs partenaires (TGF), et aboutit à 
la différentiation cellulaire et l’homéostasie des cellules épithéliales coliques (Figure 18). La 
fixation de Wnt sur les récepteurs FRZ entraine la dégradation du complexe et l’accumulation 
de  β-caténine dans le cytoplasme puis sa translocation dans le noyau. La β-caténine, qui est 
un co-activateur transcriptionnel, active des gènes comme myc, le gène CCND1 codant pour 
la cycline D et d’autres gènes qui permettent la prolifération cellulaire et la survie plutôt que 
la différentiation. 

 
 
Figure 18 : Modèle fonctionnel de la voie métabolique APC /β-caténine. 
 
 



43 
 

Des mutations dans la voie Wnt, comme APC, qui est la plus fréquente, GSK3 ou  la β-
caténine per se, sont des évènements nécessaires à la transition des cellules prénéoplastiques 
en foyer de cryptes aberrantes ou atypiques (ACF)241. APC, en tant que suppresseurs de 
tumeurs, requiert  que les 2 allèles soient touchés. Il est à noter que dans les polyposes 
adénomateuses familiales, seul un allèle est muté et le  second est en général inactivé dans les 
30 ou 40 premières années de la vie via la perte d’hétérozygotie (LOH)242. 
 
Ainsi, il est ainsi classiquement admis que le cancer résulte d’un certain nombre d’altérations 
génétiques incluant des mutations dans des gènes suppresseurs de tumeurs et des oncogènes. 
Cependant des mécanismes épigénétiques interviennent aussi dans de nombreux cancers et en 
particulier dans le cancer colorectal. Dans les cellules normales, les SFRPs (secreted frizzled-
related proteins) fonctionnent comme antagoniste de la voie Wnt en entrant en compétition 
avec les protéines Wnt pour la liaison aux récepteurs FRZ. Une hyperméthylation anormale 
dans la région promotrice des gènes de la famille SFRP entraine une perte de l’expression de 
ces protéines et une activation permanente de la voie Wnt 210, 243. 
 
Il est intéressant de noter qu’une accumulation nucléaire de β-caténine  sans la présence de 
mutation APC ou d’un changement épigénétique, peut se produire via le signal pro 
inflammatoire du TNF-α (tumor necrosis factor α) 244. De même, l’activation du récepteur 
EP2 par la prostaglandine E2, produite durant l’inflammation aigue et chronique augmente 
l’accumulation de ce co-activateur 245. De nombreuses voies de signalisation de 
l’inflammation comme les voies NF-κB et Akt entretiennent l’activation de la β-caténine. Ces 
cancers colorectaux, associés à l’inflammation, se développent à l’inverse de ceux 
précédemment cités sans la formation de polypes, et font intervenir la voie NF-κB à la fois 
dans les cellules immunitaires et les cellules épithéliales, avec activation locale de plusieurs 
cytokines comme TNFα, interleukines IL-1, IL-6, IL-17 et IL-22 206, 208, 246  
Plusieurs autres voies sont susceptibles d’être dérégulées à un stade précoce (adénome) pour 
progresser vers le carcinome et vers des métastases.  De plus, des mutations ultérieures avec 
une activation des oncogènes  K-ras, ou à l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs 
comme le TGF-β, la p53 ou la protéine proapoptique Bax 208. 
 

II-5-2-4 Principaux facteurs de risque associés au cancer colorectal 
 

En 1981, Doll et Peto ont suggéré que 60% des cancers aux Etats-Unis seraient attribuables à 
deux facteurs environnementaux : le régime alimentaire et le tabac 50. Plus de 35 ans plus 
tard, ces estimations restent valides. Les facteurs de risque additionnels comprennent les 
risques professionnels, les radiations, l’alcool, la pollution, les infections et les facteurs 
reproductifs et socio-économiques. 
Les études épidémiologiques sur le cancer colorectal ont pu mettre en évidence un certain 
nombre de facteurs de risque du CCR. Comme beaucoup de cancers,  l’âge est un facteur 
important, et dans le cas du cancer colorectal, son incidence augmente à partir de 50 ans. et 
plus rapidement chez l’homme que chez la femme.  
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Hormis l’âge, le tabac, le surpoids, l’obésité, la consommation d’alcool, de viandes rouge et 
viandes transformées comme la charcuterie, sont les principaux facteurs qui ont été associés à 
une augmentation du risque de CCR 51, 247. 
A l’inverse, une alimentation riche en fruits et légumes, ainsi que la pratique d’une activité 
physique seraient associées à une diminution du risque 51, 247-248.  
 
 Facteurs de risques 
 
Tabac 
 
Il a été estimé que 20% environ des cas de CCR sont liés à l’exposition au tabac 249-250(IARC 
monography – 100E). Quatre méta-analyses ont montré une forte association enter le tabac et 
le cancer colorectal 247, 249, 251-252. Parmi celle-ci, Liang et coll. ont trouvé un risque relatif 
(RR) de 1.17 pour une consommation de 20 cigarettes/jour et un RR de 1.38 pour 40 
cigarettes /jour. 
Plus de 7000 composés toxiques ont été identifiés dans la fumée de tabac et environ 50 
appartiennent à plusieurs classes de composés carcinogènes, tels que les hydrocarbures 
aromatiques polycycliques (HAPs), les amines aromatiques, les nitrosamines (NOCs) et les 
amines hétérocycliques (AHCs). Dans le système circulatoire, ces composés peuvent être 
bioactivés par les enzymes de détoxification de phase I et conduire à la formation d’adduits 
avec l’ADN. De multiples voies métaboliques sont impliquées dans l’exposition au tabac et 
l’étiologie du CCR. Les composés aromatiques génotoxiques du tabac peuvent via la 
formation d’adduits, générer des mutations sur les gènes KRAS, BRAF et MYC. Des 
modifications épigénétiques de ces mêmes gènes peuvent également être induites. Des 
dérivés des nitrosamines comme la NNK (nicotine-derived nitrosamine ketone) augmentent 
la production intracellulaire d’EROs 253. Ce stress oxydatif entraine l’activation de voies 
impliquées dans l’inflammation comme la voie NF-κB, qui régule positivement l’expression 
de COX-2. La voie MAPK activée induit la formation des oncogènes C-myc ou AP1, menant 
à la prolifération cellulaire. Ces mécanismes pro inflammatoires contribuent ainsi à l’étape de 
promotion du CCR. La nicotine peut  activer de multiples récepteurs membranaires comme le 
récepteur nicotinique de l’acétylcholine, le récepteur adrénergique ou encore EGFR 
(epidermal growth factor receptor). L’activation de ces récepteurs mène à une régulation 
positive de l’inflammation, et de protéines métastatiques et une inhibition de l’apoptose, via 
COX-2, AP1, VEGF, BAD et BCL-2.   
 
Alcool 
 
L’alcool est un facteur de risque majeur pour de nombreux cancers dont le cancer colorectal. 
Les non-buveurs ou buveurs occasionnels forment la catégorie de référence. Certains auteurs 
définissent une consommation légère (≤ 1 verre/jour ou ≤12.5g d’alcool), modérée (2-3 
verres/jour ou 12.6 - 49.9g d’alcool)  ou forte (≥ 4 verres/jour ou ≥50g d’alcool) 254. De 
nombreuses études et méta-analyses ont associées une consommation modérée à forte 
d’alcool à un plus grand risque de cancer colorectal (RR=1.2 à 1.6) 254-256. 
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Au niveau mécanistique, l’éthanol peut être métabolisé par trois enzymes, l’alcool 
déshydrogénase (ADH), la catalase et le CYP2E1. L’acétaldéhyde formé par l’ADH est 
métabolisé à son tour en acétate  par l’acétaldéhyde déshydrogénase (ALDH2) 257-258. L’effet 
délétère provient de l’acétaldéhyde 259 et de la production d’EROs lors de ces phases de 
détoxification. Des peroxydations lipidiques, des mutations de bases d’ADN, des adduits 
d’ADN et des attaques sur certaines protéines peuvent mener à une inflammation via la 
libération entre autre de TNF-  et d’IL-6 258. 
 
Obésité  
 
Le surpoids et l’obésité sont définis comme une accumulation excessive de tissus adipeux. 
L’indice de masse corporelle (IMC) est le critère globalement accepte pour définir le surpoids 
et l’obésité. Le surpoids correspond à IMC ≥25kg/m2, alors que les l’obésité correspond  à un 
IMC ≥ 30kg/m2. 
Les études épidémiologiques ont associé le surpoids et l’obésité à une augmentation du risque 
de développer différents types de cancer 260, bien que les mécanismes inhérents à cette 
cancérogenèse varient selon le type 261-262. 
 Il a été estimé que 11% environ des cas de CCR sont liés à l’obésité et au surpoids en Europe 
263. Avec plus de 20 méta-analyses, 5 revues et 113 études d’observations, il a été montré que 
l’obésité était associée à une augmentation du risque de 30 à 70% chez l’homme  alors que 
les données sont plus contradictoires chez la femme 263. Dans un rapport du WCRF en 2011, 
le risque augmenterait de 2-3% par unité croissante d’IMC 264. 
Les mécanismes qui interviennent dans l’association entre obésité et CRC sont complexes et 
impliquent les voies de l’insuline et de l’IGF-1, des adipokines, comme la leptine et 
l’adiponectine, mais également des facteurs de l’inflammation comme le TNF-α 265-266. 
L’obésité perturbe le fonctionnement des adipocytes dans l’homéostasie énergétique, et ce 
déséquilibre  aboutit à un syndrome métabolique associé à un processus inflammatoire et une 
altération des voies de signalisation de la leptine et de l’adiponectine. La libération  
croissante d’acides gras libres et de TNF-α et la baisse du taux d’adiponectine induit une 
résistance à l’insuline. L’hypersécrétion d’insuline consécutive au relargage important 
d’acides gras est  le résultat d’une adaptation métabolique qui tend à augmenter le stockage et 
l’oxydation des acides gras libérés 261, 267. La légère inflammation successive à la production 
anormale de cytokine incluant le TNF-α, IL-6, IL-17 ou le MCP-1 par les adipocytes ou les 
macrophages et monocytes du tissu conjonctif semble ainsi jouer également un rôle dans le 
cancer colorectal, même si les études évaluant la relation directe entre ces marqueurs 
inflammatoires et le CCR ont montré des résultats ambigus 268. 
 
Viande rouge et viande transformée 
 
En 2011, le WCRF et l’AICR ont conclu qu’il y avait des preuves convaincantes que la 
viande rouge et la viande transformée augmentaient le risque de CCR 264. Récemment, le 
CIRC a classé les viandes transformées comme cancérigène avéré (Classe 1) et la viande 
rouge comme probablement carcinogène pour l’homme (Classe 2A). Une récente méta-
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analyse a montré une augmentation du risque de 17% pour chaque 100g  de viandes rouges et 
de 18% pour chaque 50g de viandes transformées consommées par jour 269. 
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour décrire l’association entre viande rouge et CCR. 
La viande est une source abondante  d’acides aminés soufrés, comme la méthionine et la 
cystéine, et dans le cas de la viande transformée, une source de soufre inorganique utilisé 
comme conservateur 270. Ces nutriments peuvent être à l’origine de la production de sulfure 
d’hydrogène (H2S) par les bactéries colonique réductrices de sulfate (SRB, Sulphate reducing 
bacteria). En 2009, Rowan a postulé l’implication du sulfure d’hydrogène dans l’étiologie de 
la rectocolite ulcéro-hémorragique. D’autres auteurs ont également associés cette pathologie 
avec le risque de CRC via un processus inflammatoire impliquant H2S 271. Le fer hèmique 
peut également induire un stress oxydatif et pourrait initier la carcinogenèse via une 
peroxydation lipidique 272 et la formation endogène de nitrosamines 273-275. 
Les NOCs, AHCs et HAPs présents dans les viandes rouges possèdent une activité mutagène. 
Ces composés nécessitent une activation pour exercer leur mutagénicité, notamment via une 
N-acétylation (NAT2). Plus de 25 polymorphismes génétiques ont été identifiés et dans ce 
contexte, il a été montré que les populations inuit et japonaises, qui ont les  fréquences les 
plus importantes pour un phénotype d’acétylation rapide, avaient un risque bien supérieur de 
développer un CRC, comparé aux populations d’Afrique du Nord qui présentent avec des 
fréquences importantes, un phénotype acétyleur lent 239, 276. Enfin la présence de graisses 
saturées avec notamment un ratio n-6 : n-3 important (>10-30) augmente le risque de CCR. 
Ces graisses peuvent augmenter l’excrétion intestinale d’acides biliaires, qui, métabolisés par 
la flore colonique, seraient des agents promoteur du CCR 240. De nombreuses études montrent 
qu’une perturbation de la relation hôte-flore microbienne, nommée dysbiose, est maintenant 
reconnu comme la cause d’un nombre grandissant de maladies, incluant notamment le cancer 
colorectal 145, 207, 277-278. 
 
A l’inverse du tabac, alcool, surpoids et obésité et consommation de viandes rouges et 
transformées, l’activité physique, les produits laitiers et la consommation de fruits et légumes 
auraient un rôle bénéfique et seraient inversement associés au risque de cancer colorectal.  
 
 Facteurs protecteurs 
 
Activité physique 
 
Les associations entre l’activité physique et le cancer ont fait l’objet de nombreuses méta-
analyses 279-280. Dans plusieurs études récentes,  il a été montré que l’activité physique 
réduisait le risque de cancer du côlon de 20 à 25% 281-282. Une réduction du risque de cancer 
du côlon et du cancer rectal de 16% et de 13%, respectivement, a été trouvée dans une méta-
analyse  sur 26 types de cancer et regroupant 12 cohortes avec plus de 1.4 millions de 
personnes 283. Les bases biologiques de cette réduction de risque ne sont pas clairement 
élucidées. Plusieurs mécanismes associés  aux  voies de transduction de l’insuline mais aussi  
liés à l’inflammation ont été suggérés 284. Il est également proposé que la sédentarité puisse 
avoir un impact sur le microbiote 285. 
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Les produits laitiers 
 
Malgré certaines contradictions dans les résultats des études épidémiologiques, les produits 
laitiers semblent protéger contre le cancer colorectal 248. Une récente méta-analyse regroupant 
19 cohortes a montré une association inverse non linéaire entre l’apport de lait et le risque de 
cancer colorectal 286. Une réduction du cancer du côlon de 9% est observée chez les hommes 
et les femmes pour un apport de 200g/jour de produits laitiers et de 17% pour un apport de 
400g/jour. 
Les produits laitiers pourraient protéger contre le cancer colorectal grâce à leurs importantes 
concentrations en calcium, micronutriments et autres constituant bioactifs. Des études 
épidémiologiques ont montré en parallèle des niveaux de preuves jugés probable pour le 
calcium 287, possible pour la vitamine D 264, 288 mais plus limité pour le sélénium 289. 
 
Un mécanisme dépendant ou non du calcium serait impliqué. Le calcium pourrait entrainer 
une inhibition de la prolifération cellulaire, la promotion de la différentiation cellulaire et de 
l’apoptose 290 et la vitamine D3, ou plus particulièrement sa forme active, 1,25-
dihydroxycholecalciferol, pourrait moduler les effets observés  291. Au-delà de son rôle dans 
l’homéostasie calcique, la vitamine D peut directement ou indirectement réguler l’expression 
de 3 à 5% du génome 292 et est impliquée dans de nombreuses activités anti-prolifératives, 
anti-inflammatoires et anti-métastasiques 291 De manière intéressante, un des mécanismes 
d’action de la vitamine D serait une inhibition de la voie Wnt/β-caténin 293.  
Hormis le calcium et la vitamine D3, des acides linoléiques conjugués, présents dans les 
produits laitiers, possèdent des propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatrices 294-296. 
L’acide butyrique, qui est présent dans le lait ou généré par la flore bactérienne intestinale 
suite à la consommation de produit laitiers, pourrait également participer aux effets 
bénéfiques des produits laitiers, par ses divers effets sur la fonction cellulaire 297-298. 
 
Céréales complètes 
 
La plupart des études épidémiologiques ont montré que l’apport en céréales complètes 
réduisait le risque de cancer colorectal. Une récente méta-analyse regroupant 25 études 
prospectives a montré une réduction du risque de CCR de 17%  pour un apport important en 
céréales complètes 299. Cependant, la définition exacte des céréales complètes est une étape 
critique pour une évaluation  entre  l’apport en céréales complètes et le risque de cancer.  
Aujourd’hui, il n’y  pas de définition acceptée au niveau international 300. Les céréales 
complètes sont une source  de nombreux composés potentiellement bénéfiques pour la santé 
avec des composés comme les polyphénols, les caroténoïdes ou la vitamine E, des folates, 
des minéraux comme le zinc, le sélénium ou le manganèse et des fibres 301.  Le WCRF et 
l’AICR ont estimé que l’apport en fibre protégeait du CCR avec un niveau de preuves 
convaincant 264.  Pour améliorer la justesse de mesure de l’exposition  aux céréales 
complètes, des biomarqueurs comme les alkylrésorcinols, ont été développés 302-303 et dans 
une grande étude nichée cas-témoins il a été montré qu’une concentration plasmatique élevée 
en alkylrésorcinols était associée à une réduction du risque de cancer du côlon distal  304. 
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Les mécanismes proposés suggérant un effet protecteur des céréales complètes sont liés 
notamment à leur teneur élevée en fibres. Cependant, une étude épidémiologique  a pu 
montrer que la réduction du risque de cancer colorectal par l’apport en fibre dépendrait de la 
source alimentaire de ces fibres 299 Une alimentation riche en fibres est associée à la 
production d’acides gras à chaine courte (acétate, propionate et surtout butyrate) par le 
microbiote qui réduiraient le risque de développement tumoral par une action anti-
inflammatoire et par une régulation du métabolisme énergétique cellulaire  207, 305-306. 
Malgré des niveaux de preuve plus limités  228, 307-308, les composés phytochimiques des 
céréales pourraient participer aux effets bénéfiques observés grâce à leurs propriétés anti-
inflammatoires, anti-prolifératives et à une action inhibitrice sur les tumeurs coliques 309. 
 
Fruits et légumes 
 
Un rapport du WCRF de 1997 concluait avec des preuves convaincantes qu’un apport 
important de légumes réduirait le risque de nombreux cancers,  dont le cancer colorectal. 
Pour ce dernier, des preuves plus limitées et contradictoires étaient apportées pour une 
consommation importante de fruits. En 2007, puis en 2011, le WCRF révisait le précèdent 
rapport et concluait que les fruits mais aussi les légumes réduisaient le risque de cancer 
colorectal mais avec un niveau de preuves limité 264. Une récente méta-analyse a montré une 
relation non linéaire entre consommation de fruits et  légumes et l’incidence du cancer 
colorectal 310. Dans 21 études de cohortes, la moitié d’entre elles ont montré de faibles 
associations inverses avec le risque alors que les autres études n’ont pu montrer la moindre 
association 248.  
Malgré ces niveaux de preuve limités, les fruits et légumes restent un objet de recherche 
majeur de par leur richesse en composés potentiellement anti carcinogènes. Il est notamment 
nécessaire de déterminer si les bienfaits d’une alimentation riche en fruits et légumes sont le 
résultat d’une diminution d’exposition à des substances délétères ou bien à une synergie 
d’action entre les divers constituants présumés protecteurs comme les caroténoïdes, 
polyphénols, ou encore des acides gras polyinsaturés oméga 3. Parmi ces composés retrouvés 
dans les fruits et légumes, les antioxydants, comme  les caroténoïdes avec le β-carotène ou le 
lycopène, la vitamine C et la vitamine E  possèdent des propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires. Des mécanismes impliquant une inhibition de la prolifération cellulaire, une 
réduction de l’inflammation et une activité pro-apoptotique sont également proposés  311-313 
Le sélénium, pour son rôle dans les selenoenzymes, est également associé comme nutriment 
antioxydant. Les légumes et en particulier ceux de la famille des Brassicaceae comme les 
choux de Bruxelles ou le brocoli, contiennent des glucosinolates (hétérosides soufrés), qui 
peuvent être métabolisés en isothiocyanates (ITCs) ou indole-3-carbinol par le microbiote. A 
l’inverse du soufre inorganique ou des acides aminés soufrés de la viande rouge ou 
transformées, ces nutriments soufrés possèdent des propriétés anticancéreuses via plusieurs 
mécanismes possibles comme l’inhibition de cytochrome P450, l’induction de l’apoptose, 
l’arrêt du cycle cellulaire, la modulation de l’inflammation et la suppression de l’angiogenèse 
314-315. 
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Néanmoins, les études épidémiologiques ont montré des résultats contradictoires et des méta-
analyses récentes d’études de cohortes ont largement relativisé le niveau de preuve des effets 
protecteurs de ces composés 248, 307, 316.  
 
Les polyphénols constituent l’une des principales classes de composes bioactifs qui 
pourraient jouer un rôle protecteur contre les cancers et en particulier le cancer colorectal. 
Les premières études épidémiologiques ont porté principalement sur quelques flavonoïdes ou 
aliments 317-320. Les flavonols comme la quercetin, le kaempférol et l’isorhamnetine, les 
flavones comme l’apigénine et le lutéoléine et des boissons comme le thé ont été examinés et 
ces quelques polyphénols ou boissons ont focalisé l’attention des chercheurs pendant 
plusieurs années. Ce biais dans le choix de ces quelques polyphénols, est depuis corrige, et il 
est aujourd’hui nécessaire d’explorer le rôle d’un plus grand nombre de polyphénols connus 
aujourd’hui dans les aliments afin d’obtenir une image plus complète de leurs effets sur la 
santé et plus particulièrement le risque de cancers. 
 
 

II- 5- 3 Les polyphénols et la prévention du cancer colorectal 
 
 II-5-3-1 Epidémiologie du cancer colorectal 
 
Mesure de l’apport en polyphénols par des questionnaires alimentaires 
 
Plusieurs études cas-témoins ont trouvé des associations inverses entre l’apport de plusieurs 
sous classes de flavonoïdes et risque de cancer colorectal. Dans une étude canadienne, les 
phytoestrogènes, comme les lignanes et les isoflavones, ont été associés à une réduction du 
risque de 27% et 29% respectivement 321. Une association inverse comparable et non linéaire  
a été trouvée dans une étude japonaise entre un apport en isoflavones et le risque d’adénomes 
colorectaux 322. Le risque était plus marqué chez les femmes que chez les hommes. Un 
possible effet oestrogénique a été proposé. Toujours dans des études cas-témoins,  il a été 
montré une association inverse avec le cancer colorectal  pour  les isoflavones, les 
anthocyanidines, les flavones et les flavonols 323, les flavonols, la quercétine, la (+)-catéchine, 
la (-)-épicatechine et les procyanidines 324, la quercétine 325-326, les proanthocyanidines 327. 
Une seule étude conduite en Espagne a montré une association inverse avec la consommation 
de flavonoïdes totaux 5. Ces associations ont pu être confirmées dans des méta-analyses 43, 328 
A l’inverse la majorité des études de cohortes ne retrouvent pas ces associations inverses 4, 6, 

43-44, 328-329. Dans 2 études de cohortes, il a été cependant trouvé une association inverse entre 
l’apport en catéchine et le risque de cancer rectal 330-331. De manière intéressante, une étude 
de cohorte chez les femmes ménopausées asiatiques a pu montrer une réduction du risque de 
cancer colorectal par l’apport de produits à base de soja, alors que cette association n’a pas 
été observée en considérant l’apport en isoflavones 332.  
Ces différentes données épidémiologiques, témoignent d’une certaine incohérence quant aux 
résultats observés.  Les études de cohortes réalisées à partir de questionnaires alimentaires 
montrent généralement une absence d’association alors que les études cas-témoins semblent 
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indiquer un effet protecteur par réduction du risque de certaines sous classes ou certains 
polyphénols 43. Ces différences entre les deux types d’études sont communément décrites. 
Les études prospectives seules permettent d’éviter divers biais de sélection ou confusion 
fréquemment rencontrés dans les études cas-témoins pour démontrer d’éventuelles 
associations 44, 329. 
 
Mesure de l’exposition aux polyphénols par des biomarqueurs 

Les biomarqueurs des polyphénols pourraient remplacer ou compléter la mesure de 
l’exposition aux polyphénols classiquement évaluée par les questionnaires alimentaires, et 
améliorer la fiabilité de la mesure. Les études épidémiologiques réalisées grâce à des 
biomarqueurs sont encore peu nombreuses, et limitées à quelques polyphénols spécifiques 
comme les phytoestrogènes ou à une sous-classe de polyphénols comme les isoflavones ou 
les acides phénoliques issus du métabolisme colique microbien. 
Deux  études prospectives utilisant des biomarqueurs appartenant à certaines classes de 
polyphénols ont été réalisées. L’une d’elle n’a trouvé aucune association entre les 
concentrations en phytoestrogenes urinaires ou plasmatiques et le risque de cancer colorectal 
48. Une deuxième  a montré une association inverse entre les concentrations urinaires de 2 
flavan-3-ols, la (-)-EGC et la 4’-MeEGC  et le risque de cancer colorectal 333.  
Dans un étude cas-témoins, une association inverse a été trouvé entres les concentrations 
plasmatiques d’entérodiol et le risque d’adénomes colorectaux 334 alors que les mêmes 
auteurs n’ont trouvé aucune association dans une étude nichée cas-témoins entre les 
concentrations plasmatiques d’enterolactone ou d’entérodiol et le risque de cancer colorectal 
49. 

 II-5-3-2 Etudes d’intervention 
 
Les études cliniques sont peu nombreuses 42, 335. Une étude d’intervention randomisée de 12 
mois avec des protéines de soja pour une teneur de 83 mg en isoflavones chez des sujets 
porteurs de polypes adénomateux n’as pas réduit la prolifération des cellules épithéliales du 
côlon et a même augmenté la prolifération cellulaire au niveau du sigmoïde 336. A l’inverse, 
une étude chez le rat a suggéré un effet protecteur 337. Dans une petite étude sur 5 patients 
atteints de polypose adénomateuse familiale, et recevant par voie orale 3 fois/jour 480mg de 
curcumine et 20mg de quercétine, il a été observé une diminution de la taille et du nombre de 
polypes de 60 et 50%, respectivement 338. La curcumine a été étudiée chez des fumeurs 
atteints d’un minimum de 8 foyers de cryptes aberrantes. Une diminution de ces ACF a été 
observée pour une prise de 2 ou 4g de curcumine par jour pendant 1 mois.339. Chez 126 
patients atteints de cancer colorectal un traitement à la curcumine (360mg) 3 fois/jour 
pendant 10 à 30 jours induit une surexpression de la p53 et  de la voie de l’apoptose 340. 
Enfin, chez 87 patients ayant subi une résection de polypes ou de tissu tumoral colique, un 
traitement quotidien par un mélange de flavonoïdes contenant 20mg d’apigénine et 20mg 
d’(+)-épigallocatéchine gallate durant 3 ou 4 ans, réduit la récurrence de néoplasie du côlon 
341.  
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 II-5-3-3 Mécanismes d’action 
 
Comme décrit dans le chapitre II-4, la littérature sur les activités biologiques des polyphénols 
est considérable et ce chapitre consacré au cancer colorectal ne se veut exhaustif. 
 
De nombreuses voies de signalisations  liées à la détoxication (GSTs, UGTs), au stress 
oxydatif (Nrf2), à l’oncogenèse (C-myc, β-caténine), au cycle cellulaire (AP-1, p53, p16, 
p21), à l’apoptose (p53, BCL-2, caspase), à la prolifération cellulaire (AP-1, β-caténine, 
ERK, AKT), à la signalisation hormonale (EGFR, insuline), à l’inflammation (NF-κB, AP-1, 
COX-2, TNF-α, IL-6, IL-8) et à des mécanismes épigénétiques seraient les cibles potentielles 
des polyphénols pour expliquer leurs effets contre la carcinogénèse colorectale 250, 342-347 
Parmi ces différentes cibles, les facteurs de transcription jouent un rôle prépondérant dans le 
processus du maintien de l’inflammation chronique, mais auraient également un rôle dans 
l’initiation et la progression. L’expression de facteurs de transcription comme NF-kB, 
STAT3, Wnt/β-caténine, FoxM1, HIF-1α et AP1 est souvent perturbée dans les cancers et ces 
facteurs constituent des cibles potentielles  342. 
 
Les mécanismes d’action possibles des polyphénols dans la prévention du cancer colorectal  
ont été évalués par de nombreuses études in vitro et chez l’animal, mais le plus souvent, seuls 
quelques polyphénols ou denrées alimentaires ont été étudiés. Parmi les flavonoïdes,  les 
flavan-3-ols, avec en particulier les (épi)catéchines, l’épigallocatechine gallate, ou le thé vert 
comme source majeure de ces flavan-3-ols 348-349 ont reçu une attention particulière dans 
l’étude de différents types de cancers et notamment du cancer colorectal 350-357. 
Le facteur de transcription pro-inflammatoire, NF-КB, est fréquemment activé dans de 
nombreuses cellules tumorales 358-360. Les données suggèrent un effet antiprolifératif du thé 
vert par  une inhibition de Cox-2 via la voie NF-kB. L’inhibition de cette voie a été montrée 
dans des études in vitro sur des lignées cellulaires tumorales de côlon par l’EGCG 350-351. La 
néoplasie intestinale ou la formation de foyers de cryptes aberrantes (ACF)  est inhibée dans 
des modèles murins via la voie β-caténine/APC 353-356.  Des voies impliquant l’AMPK   352 et 
l’apoptose 361-362 ont également été impliquées. 
Des études sur des lignées cellulaires tumorales du côlon exposées à des concentrations 
physiologiques d’EGCG et de butyrate, ont montré une activité pro-apoptotique et une 
induction de l’arrêt du cycle cellulaire par  des mécanismes épigénétiques 363. 
Le facteur de transcription NrF2 (NF-E2-related factor) est largement exprimé dans les tissus 
et a un rôle majeur dans le contrôle de la détoxification des xénobiotiques électrophiles et 
d’oxydants et dans la protection contre l’inflammation 364. L’EGCG stimule la voie de 
signalisation NrF2 et augmente l’expression d’UGT1A dans des cellules cancéreuses du 
côlon dans un modèle murin 1.  
HIF-1α est un facteur de transcription important dans la croissance tumorale, angiogenèse et 
l’apoptose. L’EGCG supprime l’accumulation de la protéine HIF-1α en bloquant les voies 
PI3K/AKT et ERK1/2 365. 
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D’autres flavan-3-ols ont été étudiés, et les procyanidines de haut DPs inhibent la croissance 
cellulaire dans plusieurs types de cellules tumorales du côlon, probablement via la voie 
PI3K/AKT 366 et montrent un effet pro-apoptotique 367. 
 
Ces différents mécanismes observés avec les extraits de thé et/ou l’EGCG ne sont pas 
spécifiques de ces molécules. Des effets similaires ont été décrits pour d’autres polyphénols. 
Les flavonols avec la quercétine, le kaempférol ou l’isorhamnétine ont été très étudiés dans 
de nombreux modèles murins ou lignées cellulaires humaines.  Dans la cas particulier du 
cancer colorectal, l’arrêt du cycle cellulaire 368, l’apoptose via l’activation de la  caspase-3 369-

372, ou la voie p38 373, l’inhibition de la prolifération cellulaire via les voies ERK et 
PI3K/AKT 374,  l’inhibition de la différentiation cellulaire 375 ou de la formation d’ACF 376 et 
enfin l’inhibition de l’inflammation et la voie β-caténine 377 ont été proposés. 
 
Les isoflavones comme la génistéine ou la daidzéine ont reçu plus d’attention pour des 
cancers hormono-dépendants comme le cancer du sein. Dans le cas du cancer colorectal, la 
génistéine inhibe la prolifération cellulaire et active l’apoptose via la voie mitochondriale 378. 
Elle inhibe également l’angiogenèse et supprime les métastases tumorales du côlon dans un 
modèle murin 379. D’autres études in vitro ont montré que les effets de la génistéine et/ou la 
daidzéine pourraient impliquer les voies Wnt et NF-kB 3, 380. Enfin, l’interaction de la 
quercétine et de la génistéine via les récepteurs ER-β a été trouvée 381. 
 
Les flavanones ont été étudiées et une induction de l’apoptose par la naringénine 382 et une 
activité antiproliférative de l’hespérétine 383 contre des tumeurs du côlon induites 
chimiquement ont été décrites. 
Les acides phénoliques ont été également étudiés. A titre d’exemple, l’acide gallique 384 et 
l’acide caféique 385  induisent l’apoptose de cellules tumorales du côlon.  
Le resveratrol a été plus largement étudié. Dans différentes lignées tumorales du côlon, il 
peut induire l’apoptose via les caspase-8 et -3 386 ou par surproduction d’EROs 387 même si 
d’autres auteurs ont plutôt considéré une inhibition des topoisomérases et une activation de  
la kinase ATM qui déclenche une apoptose dépendant de la p53 388. Le resveratrol pourrait 
empêcher la formation et la croissance tumorale en inhibant l’expression de Kras 377. Les 
études in vitro sont majoritairement  réalisées à partir d’aglycones et une étude intéressante 
montre un effet synergique des glucuronides du resvératrol dans une induction des dommages 
à l’ADN et une apoptose des cellules tumorales de côlon 2. Pour finir, quelques composés 
moins fréquents dans l’alimentation ont été étudiés. A titre d’exemple, une étude in vivo a 
montré que la phlorétine inhibe la croissance tumorale cellulaire du côlon en inhibant 
notamment le transporteur de glucose 2 (GLUT2) 389. 
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II-6 Les méthodes et outils analytiques pour mesurer l’exposition 
aux polyphénols à l’aide de biomarqueurs 

 
II-6-1 Prétraitement de l’échantillon 
 

L’analyse des polyphénols dans les denrées alimentaires a reçu au cours des 30 dernières 
années beaucoup d’attention et a été largement discutée 75. Les méthodes de préparation de 
l’échantillon, son extraction et l’analyse des polyphénols, après l’éventuelle libération de 
l’aglycone par hydrolyse chimique ou enzymatique et les diverses méthodes de détection sont 
sources de variabilité importante et génèrent des imprécisions dans les mesures. Néanmoins 
même si un consensus général sur des procédures optimales a pu se dégager 75, des 
procédures standardisés sont toujours requises 76.  
Dans les plantes, l’extraction liquide-liquide et l’extraction en phase solide (SPE) sont les 2 
principales techniques pour extraire ces composés. De par leur diversité structurale, une 
méthode d’extraction unique ne suffit pas à extraire ces composés aux propriétés physico-
chimiques très différentes. La nature du solvant, la température, le pH, le nombre 
d’extractions et le volume de solvant, et la taille des particules dans l’échantillon sont des 
facteurs qui influencent l’efficacité de l’extraction 76, 390.  
 
Sur la base des méthodes développées sur les aliments,  l’analyse des polyphénols dans les 
matrices biologiques a progressé rapidement sans une pleine considération de l’efficacité 
analytique 75 et le développement d’instruments analytiques hautement spécifiques ne peut 
compenser une procédure d’extraction inefficace.  La mesure juste et précise des polyphénols 
dans les échantillons biologiques est nécessaire et de nombreux défis demeurent 391 
Dans les fluides biologiques, les polyphénols existent sous des formes différentes de celles 
observées dans les tissus des végétaux. Ils sont habituellement présents sous forme 
conjuguée, Les standards de ces formes conjuguées sont difficilement disponibles et leur 
quantification requiert une hydrolyse préalable pour former les aglycones. L’hydrolyse des 
conjugués glucuronidés et sulfatés est réalisée par voie chimique ou enzymatique. Une 
hydrolyse chimique repose sur une hydrolyse acide ou basique. Pour l’hydrolyse acide, les 
échantillons sont souvent traités avec de l’acide chlorhydrique 2M pendant 15 min  à 95°C 75 
. Malgré une bonne reproductibilité, ces conditions d’hydrolyse peuvent donner lieu à des 
pertes de polyphénols par dégradation ou dérivatisation. L’hydrolyse enzymatique est une 
méthode plus douce et plus spécifique,  et est généralement préférable. Les enzymes 
communément utilisées sont des mélanges de β-glucuronidase et de sulfatase d’Helix 
pomatia, à différents degrés de purification. D’autres sources sont rapportées avec des β-
glucuronidases et des sulfatases de mollusques comme Patella vulgata ou des β-
glucuronidases  de Bovin. Des aryl-sulfatases d’Aerobacter aerogenes ou des β-
glucuronidases recombinantes d’Escherichia coli sont également utilisées. Les β-
glucuronidases et sulfatases de ces différentes sources présentent des capacités d’hydrolyses 
très différentes pour un même métabolite. 392-393. 
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Pour une même préparation enzymatique, et dans des conditions d’hydrolyse données, la 
cinétique d’hydrolyse est remarquablement variable selon les métabolites concernés. Il est 
impératif, au-delà du choix de la source d’enzyme, d’optimiser les paramètres d’hydrolyse 
pour la quantité d’enzymes, les temps d’incubation, et le pH, afin d’obtenir le meilleur 
compromis et des rendements d’hydrolyses maximaux pour la majorité des composés. Il est 
également important de noter que dans le cas des polyphénols, des contaminants sont 
susceptibles d’être présents dans ces préparations enzymatiques comme H. pomatia. Ces 
différents aspects semblent être sous-estimés par bon nombre d’auteurs 394. 
Une fois l’aglycone libéré, une ou des étapes d’extraction ou de purification sont réalisées 
afin d’éliminer les protéines, lipides, sels et autres composés susceptibles d’interférer avec la 
séparation chromatographique, ou colmater la colonne et réduire la vie de celle-ci dans le cas 
de séparation par HPLC ou UPLC. Ces étapes de purification sont également nécessaires afin 
de diminuer les interférences lors de la détection finale en fonction des méthodes de détection 
utilisées. Deux principales méthodes d’extraction sont utilisées : l’extraction liquide-liquide 
(LLE) et l’extraction en phase solide (SPE). Cette dernière reste la méthode pour laquelle de 
nombreux développements techniques sont proposés 395.  
L’extraction liquide-liquide  est une technique flexible qui repose sur la séparation des 
composés selon leur solubilité dans deux solvants non miscibles, avec habituellement une 
phase aqueuse et une phase organique. Dans le cas des polyphénols, l’acétate d’éthyle est le 
solvant le plus utilisé. D’autres solvants comme le méthanol, l’acétonitrile ou l’acétone, 
peuvent être utilisés pour précipiter les protéines (PPT). La LLE et la PPT sont cependant 
sujets à des limitations comme une faible sélectivité et des effets de matrice en LC-MS 396. 
La deuxième  méthode fréquemment utilisée repose sur l’extraction en phase solide (SPE). La 
SPE est une technique basée sur le même principe que la séparation par affinité  en 
chromatographie liquide. Classiquement, la SPE présente de nombreux avantages comme  
l’élimination des contaminants/interférents et une concentration de l’échantillon. Les 
différentes phases stationnaires disponibles donnent une certaine sélectivité, mais  selon les 
différentes propriétés physico-chimiques des métabolites d’intérêts, ces phases ne  sont pas 
toujours adaptées et des développements importants avec l’utilisation de plusieurs phases 
peuvent être nécessaires 397.  La SPE est une technique qui est utilisé pour sa capacité à 
éliminer les effets de matrice. Cependant la SPE peut aussi conduire au relargage de 
polyéthylène glycols (PEGs) et de phtalates dans l’échantillon 398 A l’inverse de la LLE ou de 
la PPT, où les développements techniques sont limités 395 de nouvelles approches ont été 
proposés pour améliorer les performances des SPE. Parmi ces avancées, on notera la MISPE 
(molecularly imprinted polymer SPE), la dSPE (dispersive solid phase extraction) plus connu 
sous le nom de QuECHERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), la DPX 
(disposable pipette extraction), la MEPS (microextraction by packed sorbent), la SPME 
(Solid phase micro-extraction), la SBSE (stir bar sorptive extraction) et l’OLSPE (On-line 
solid phase extraction) 395, 399. Ces différentes techniques ont été employés avec succès sur 
certains métabolites mais encore assez peu sur les polyphénols 395. 
 
La plupart de méthodes proposées pour l’analyse des polyphénols  repose sur la PPT, LLE ou 
SPE. Elles ont été utilisées avec succès dans les matrices urinaire ou plasmatique pour des  
polyphénols appartenant à certaines classes  ou sous classes comme les flavonols, flavones, 
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isoflavones et les acides phénoliques. Ces méthodes ont été souvent appliquées dans le cadre 
d’études d’intervention visant à étudier le métabolisme de polyphénols ou leurs effets sur le 
métabolisme, en réponse à un apport en polyphénols. Les limites de quantification de telles 
méthodes appliquées à la mesure de concentrations relativement élevées, ne sont donc pas 
toujours pertinentes pour les études épidémiologiques où les niveaux d’exposition aux 
polyphénols propres à la consommation habituelle de régimes alimentaires sont souvent 
nettement plus bas. 
Les procédures d’extraction des polyphénols, avec ou sans hydrolyse,  sont basés sur la LLE 
400-403, la PPT 404-408, la SPE 402, 404, 409-418, mais encore assez rarement sur ces différentes 
variantes de la SPE notamment l’OLSPE  419.  
Cette technique améliore la sélectivité et la sensibilité. Deux types de colonnes OLSPE sont 
disponibles commercialement. La RAM (restricted access material) et la TFC (turbulent flow 
chromatography). Le principe de ces colonnes repose sur l’élimination des molécules de haut 
poids moléculaire comme les protéines. Les colonnes RAM sont caractérisées par des 
mécanismes hydrophile/hydrophobe, échanges d’ions, ou d’exclusion et peuvent être utilisé 
comme pré-colonnes pour l’injection directe d’échantillons biologiques. Les colonnes TFC 
permettent également une injection directe  de l’échantillon, sans extraction préalable, ni 
prétraitement.   Les colonnes TFC sont de faible diamètre (0.5 ou 1mm) et greffées avec de 
grosses particules (20-60μm). Des débits de solvant élevés génèrent des turbulences et 
favorisent la diffusion des molécules de faible poids moléculaire dans les pores des particules 
tout en éliminant rapidement les protéines. Ces techniques simplifient la préparation de 
l’échantillon et augment le débit d’analyse. 
Des méthodes ont néanmoins  été développées pour des études épidémiologiques, toujours 
pour certaines classes ou sous classes de polyphénols avec des procédures assez similaires 420-

421 mais avec des prises d’échantillons parfois importantes 422-423. 
 
 II-6-2 Plateformes analytiques 
 
Par analogie avec les méthodes d’extraction et de purification, les méthodes analytiques pour  
l’identification et/ou la quantification des polyphénols seront surtout  fonction du type 
d’échantillon  et des concentrations attendues. Les plateformes analytiques pour 
l’identification et/ou la quantification de polyphénols présents dans des denrées alimentaires  
ou dans des fluides biologiques peuvent être communes 424-425. Cependant dans le cas de 
l’analyse des aliments, les concentrations attendues sont généralement assez importantes 
d’autant que la quantité possible d’échantillons utilisés peut être conséquentes et n’est en 
théorie pas un facteur limitant. De même, l’analyse des polyphénols dans les fluides 
biologiques pour des études d’intervention ne nécessite pas des instruments très sensibles. En 
épidémiologie,  les méthodes analytiques pour la quantification dans des fluides biologiques  
répondent à plusieurs critères  essentiels que sont les concentrations attendues, le nombre 
d’échantillons à analyser et le volume disponible d’échantillons.  
 
Diverses méthodes analytiques  peuvent être utilisées pour quantifier les polyphénols.  Les 
deux principales  reposent sur une séparation chromatographique suivie d’une détection des 
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analytes par détection spectroscopique (en UV-visible grâce à des détecteurs à barrettes de 
diodes) ou détection spectrométrique (par spectrométrie de masse).  
De ces deux méthodes, la spectrométrie de masse reste la méthode de choix pour sa 
sensibilité et spécificité 426-427 . Tous les procédés de spectrométries de masse reposent sur la 
séparation des molécules ionisées en fonction de leur masse et charge, dans des champs 
électromagnétiques. Cela implique une étape préalable d’ionisation des molécules à analyser. 
Brièvement et de façon classique un spectromètre de masse comprend 3 parties.  
-Une source, enceinte au sein de laquelle les ions sont formés à partir de l’échantillon 
vaporisé. 
-Un analyseur qui sépare chacune des espèces ioniques qui sort de la source en fonction du 
rapport entre sa masse (m) et son nombre de charge (z). Chaque ion détecté se voit donc 
attribuer un rapport m/z caractéristique. 
-Un détecteur qui mesure, en fonction des différentes valeurs de (m/z), l’intensité du signal 
qui leur correspond. 
 
Malgré la spécificité de détection de la spectrométrie de masse, un couplage 
chromatographique est souvent nécessaire afin d’améliorer la sensibilité et spécificité des 
mesures. Une séparation des métabolites d’intérêt est un prérequis pour toute analyse 
quantitative. La séparation chromatographique par UHPLC reste la technique majeure pour sa 
grande résolution analytique 428-430. La séparation par chromatographie gazeuse, mais 
également par électrophorèse capillaire (CE)  est possible mais moins fréquente pour la 
séparation des polyphénols dans des matrices biologiques. 
 
Différentes méthodes d’ionisation sont rencontrées et expliquent le large spectre de détection. 
Des méthodes conventionnelles directes comme l’ionisation électronique (EI) ou l’ionisation 
chimique (CI) sont appliquées lorsque la technique séparative est la chromatographie gazeuse 
(GC). Des méthodes d’ionisation indirectes, plus douces, comme l’ionisation par 
electronébulisation (ESI) ou l’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) sont 
utilisées en couplage avec la chromatographie en phase liquide (HPLC et UPLC). 
Il existe de nombreux types d’analyseurs comme le quadripôle (Q), la trappe ionique (IT), 
l’analyseur à temps de vol (ToF), l’Orbitrap et le spectrométre de masse à resonnance 
cyclotronique d’ion (FT-ICR). Les analyseurs  peuvent être couplés (MS-MS et MSn) pour 
faire de la spectrométrie de masse à plusieurs dimensions.  Les couplages sont nombreux 
avec par exemple  les triples quadripôles (QqQ), le quadripôle couplé à une trappe ionique 
(Qtrap) ou à un analyseur à temps de vols (QToF) pour n’en citer que quelques-uns. 
 

II-6-3 Instrumentation utilisée dans cette thèse 
 
Nous avons utilisé pour ce projet un spectromètre de masse  de type Qtrap (AB Sciex, 
QTRAP 5500) couplé à un chromatographe liquide à ultra haute pression (UHPLC 1290 -
Agilent). Le spectromètre de masse  de type Qtrap a été utilisé en mode triple quad pour la 
quantification des polyphénols dans les matrices urinaires et plasmatiques. Le triple quad est 
un appareil basse-résolution (résolution (m/z) unitaire) et est l’instrument de choix et le plus 
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utilisé  pour la quantification de petites molécules organiques comme les polyphénols. Pour la 
quantification de biomarqueurs  dans des échantillons biologiques, la technique majeure 
repose sur l’utilisation d’un mode particulier d’analyse, le suivi de réactions multiples 
(MRM ; Multiple Reaction Monitoring). Le mode MRM  a été utilisé pour l’analyse de 
petites  molécules depuis plus de 25 ans 431. Il reste la technique la plus commune même si 
une tendance pour une technique de spectrométrie de masse à haute résolution se dessine  432.  
Son principe repose  sur la sélection par le 1er analyseur (Q) des ions avec un certain rapport 
m/z. Ces ions sélectionnés sont fragmentés dans une cellule de collision (q) et les fragments 
séparés dans un deuxième  analyseur (Q) 433.  
Il est possible de sélectionner un ou plusieurs fragments issus de l’ion parent. On détermine 
alors pour chacune des molécules à doser ce qui est nommé une transition MRM définie par 
la paire spécifique de valeurs m/z associée à l’ion précurseur et à l’ion fragment sélectionnés. 
Dans de nombreuses méthodes décrites dans la littérature, une seule transition est utilisée 
pour doser chaque composé 411, 413. Cependant, dans les protocoles classiques de 
développement analytique, il est admis et convenu que 2 transitions sont nécessaires. La 1ere 
permet la quantification du composé d’intérêt et la 2nde de confirmer la spécificité du 
métabolite mesuré. Le rapport entre les intensités de ces 2 transitions et le temps de rétention 
(RT) associé grâce au couplage par une technique chromatographique de type UPLC permet 
de confirmer par ses 4 critères  l’unicité du métabolite.  
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CHAPITRE III 
DÉVELOPPEMENT D’UNE 
MÉTHODE DE MESURE DE 38 
POLYPHÉNOLS DANS L’URINE 
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Contexte 
 
Les polyphénols sont des métabolites secondaires trouvés dans une grande variété d’aliments 
et de boissons comme le café, le thé, les fruits, les légumes et les céréales. Leur rôle dans la 
prévention de maladies chroniques a été étayé par de nombreuses études in vitro, précliniques 
et cliniques 335, 434. Cependant les études épidémiologiques sont plus rares et contradictoires 4.  
Les études épidémiologiques sont très utiles pour étudier  la relation entre apport alimentaire 
en polyphénols et la santé. Cependant, l’exposition aux polyphénols repose sur la correcte 
estimation de l’apport et sur la correcte estimation du contenu en polyphénols dans les 
aliments.  De nombreuses limitations existent et de nombreux biais sont relevés 44, 79 et la 
complexité des polyphénols (plus de 500 composés connus dans les aliments) associée à la 
diversité des métabolites formés in vivo rend ces études difficiles. 
Le développement de biomarqueurs d’exposition aux polyphénols dans les fluides 
biologiques est primordial pour une mesure objective de la quantité circulante de polyphénols 
dans les matrices biologiques et pour identifier correctement dans des études 
épidémiologiques et cliniques,  les associations entre l’apport en polyphénols et la survenue 
de maladies chroniques comme le cancer 79. 
Les méthodes de mesure des polyphénols se sont focalisées sur un nombre restreint de 
composés appartenant à une classe ou sous-classe de composés  pour des études 
d’interventions 402 afin d’évaluer la pharmacocinétique des polyphénols et parfois dans le 
cadre d’études épidémiologiques 435. 
Cependant, les polyphénols trouvés dans l’alimentation ont différentes activités biologiques, 
et divers effets sur la santé et les maladies sont attendus pour chacun des composés. Des 
méthodes analytiques avec une couverture plus large sont requises pour mesurer une plus 
grande diversité de polyphénols dans un même échantillon. 
 
Objectif  
 
Le but de ce projet est de développer une méthode analytique pour quantifier 38 polyphénols 
dans l’urine grâce à la  dilution isotopique différentielle par spectrométrie de masse. 
 
Approche 
 
La méthode de dilution isotopique différentielle par spectrométrie de masse a été initialement 
développée pour mesurer des composés très divers par une approche non ciblée semi-
quantitative par FT-ICR  27. La méthode  présentée dans ce projet a été modifiée et optimisée 
pour l’analyse quantitative ciblée des polyphénols. Elle se base sur le marquage isotopique 
différentiel  par dérivatisation des polyphénols avec des isotopes du chlorure de dansyl (Dns-
C12 et Dns-C13).   
La méthode repose sur une hydrolyse enzymatique des glucuronides et des esters sulfate des 
polyphénols dans l’urine, suivis par une extraction liquide-liquide des aglycones libérés. La 
dansylation différentielle est réalisée par la dérivatisation d’un pool des échantillons d’urine à 
analyser choisi comme référence par le chlorure de dansyl non marqué (Dns-C12)  et la 
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dérivatisation des échantillons ou des standards par le chlorure de dansyl marqué (Dns-C13).  
Les échantillons contenant les polyphénols étiquetés par le groupe dansyl 13C sont mélangés à 
l’échantillon urinaire de référence contenant les polyphénols étiquetés par le groupe dansyl 
12C.  L’analyse des isotopomères est réalisée par UPLC-MS-MS et la mesure de la 
concentration en polyphénols de chaque échantillon urinaire est déterminée à partir du 
rapport des intensités des polyphénols non marqués (référence) sur celle des polyphénols 
marqués au 13C (Figure 19). Des gammes étalons sont effectuées de manière similaire  en 
remplaçant les échantillons urinaires par une solution d’un mélange de standards en 
concentrations connues. Des courbes de calibration sont établies en traçant le rapport des 
intensités des standards polyphénoliques dansylés par le Dns-C13 sur le pool référence 
dansylé par le Dns-C12 contre les concentrations  des standards dansylés par le Dns-C13. 
 

    
 
Figure 19 : Schéma de la quantification relative des polyphénols-Dns-13C contre un pool 
référence. 
 
Principaux résultats 
 
La réaction de dansylation a été optimisée et les rendements les plus importants ont été 
obtenus pour une concentration de chlorure de dansyl à 1mg/mL (100μL) dans l’acétone dans 
un tampon carbonate (100μL) 0.1M, à pH=9 pour une incubation à 60°C pendant 30min. La 
majorité des polyphénols dansylés se sont avérés être stables pendant 13h à 10°C. 
L’hydrolyse enzymatique des glucuronides et des esters sulfate a été étudiée. L’activité 
enzymatique d’H. pomatia  a montré la meilleure efficacité. Une hydrolyse par la β-
glucuronidase d’H. pomatia (1500U) dans un tampon acétate 0.1M, pH=5 à 37°C pendant 2h 
a montré les meilleurs rendements d’hydrolyse. 
L’extraction des aglycones par l’acétate d’éthyle a donné les meilleurs rendements 
d’extraction par comparaison à d’autres solvants et mélanges de solvants, et à la SPE. 
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La méthode a été validée selon les recommandations de la FDA. Trente-sept polyphénols sur 
les 38 testés ont été finalement validés avec des CV intra-batch inferieurs à 10% pour les 37 
polyphénols et des CV inter-batch inferieurs à 15% pour 31 des 37 polyphénols. 
La méthode a été appliquée au dosage des 37 échantillons dans 475 échantillons urinaires de 
la cohorte européenne EPIC (Article 2) 
 
Conclusion 
 
La méthode est unique de par le nombre de polyphénols mesurés. Les composés les plus 
représentatifs de 13 classes et sous-classes et certains de leurs métabolites formés par le 
microbiote ou dans les tissus sont quantifiés. La dérivatisation par le chlorure de dansyl 
permet d’améliorer la séparation chromatographique et d’augmenter de manière conséquente 
la sensibilité de détection. L’utilisation de chlorure de dansyl marqué au 13C  et la dilution 
isotopique différentielle évite d’avoir recours à des standards isotopiques couteux et le plus 
souvent non disponibles commercialement. Elle permet également de s’affranchir des effets 
de matrices fréquemment rencontrés dans les matrices biologiques, et améliore de ce fait la 
justesse et la précision de la méthode. 
 
Article 
 
Contribution : 1er auteur. J’ai initialement discuté de cette nouvelle approche 
méthodologique avec mon superviseur, puis j’ai conduit la stratégie analytique et le 
développement méthodologique complet. J’ai rédigé les 1ères versions du manuscrit. Le 
manuscrit a été soumis pour publication par mon superviseur et j’ai répondu aux 
commentaires des reviewers. 
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CHAPITRE IV 
APPLICATION DE LA MÉTHODE DE 
DOSAGE DES POLYPHENOLS DANS 
L’URINE DANS UNE ÉTUDE 
TRANSVERSALE AU SEIN DE LA 
COHORTE EPIC  



74 
 

Contexte  
 
Les polyphénols alimentaires constituent une vaste famille avec environ 500 composés 
différents possédant des structures et une distribution dans les aliments très variées. L’apport 
alimentaire des polyphénols varie entre ~0.5 et 2g/jour dans différents pays Européens 91. 
L’absorption des polyphénols au niveau intestinal est fortement dépendante de leurs 
structures et est largement limitée au niveau duodénal. Les composés absorbés sont soumis à 
un important métabolisme de conjugaison de phase II dans les cellules intestinales et 
hépatiques, et sont rapidement éliminés dans l’urine ou la bile. Un cycle entéro-hépatique 
maintient néanmoins un pool de composés pendant un temps plus important.  La grande 
majorité des polyphénols non absorbés au niveau duodénal subit un métabolisme important 
par le microbiote, produisant une quantité importante d’acides phénoliques. Ces derniers 
peuvent également être soumis à des conjugaisons de phase II 47. Ce métabolisme est 
cependant influencé par différents facteurs comme le genre, l’âge, le BMI, l’activité du 
microbiote, des facteurs génétiques ou la matrice alimentaire 436. L’exposition aux 
polyphénols habituellement mesurés par des questionnaires alimentaires ne peut évaluer avec 
précision ces facteurs. Une approche par des biomarqueurs permettrait une évaluation plus 
objective de l’exposition aux polyphénols et pourrait améliorer les études d’associations entre 
exposition et risque de maladies 79. De plus les polyphénols mesurés dans une même analyse 
sont limités à quelques composés, comme les isoflavones ou les lignanes 420, 437. Le 
développement d’une nouvelle méthode de quantification des polyphénols (Chapitre III) est 
mis à profit pour mesurer leurs concentrations urinaires chez 475 sujets de l’étude EPIC 438.  
 
Objectifs 
 

- Comparer l’excrétion urinaire des polyphénols chez des sujets provenant de 4 pays 
européens présentant une grande variabilité dans l’apport en polyphénols. 

- Evaluer l’influence des facteurs alimentaires et du style de vie sur les concentrations 
urinaires en polyphénols. 

Approche 
 
EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) est une vaste cohorte 
regroupant ½ million de personnes des 2 genres recrutées dans la population générale entre 
1992 et 2000 dans 23 centres de 10 pays Européens. Les données utilisées dans cette étude 
dérivent de l’étude de calibration EPIC, dans laquelle un rappel alimentaire de 24h a été 
collecté sur un échantillon aléatoire des sujets de la cohorte (n=36.694). Dans un sous 
échantillon (n=1.386) les urines de 24h ont été collectées. Une fraction de ces échantillons 
(n=475) a été sélectionnée sur la base d’une collecte simultanée du rappel alimentaire de 24h 
et de l’échantillon d’urine. Les polyphénols ont été analysés dans ces échantillons par la 
méthode de dilution isotopique différentielle par spectrométrie de masse (Chapitre III). 
Les niveaux d’excrétions urinaires des polyphénols sont représentés par la médiane et les 
10éme et 90éme percentiles. Une heatmap des coefficients de corrélations Pearson entre les 



75 
 

différents polyphénols a été générée. Les corrélations Spearman entre les concentrations 
urinaires des polyphénols et les consommations des groupes alimentaires ont été évaluées. 
Enfin l’analyse partielle des moindres carrés en composante principale a permis d’identifier 
et de quantifier les sources de variabilité et les tests de Kruskal-Wallis ont été utilisés pour 
évaluer les différences de concentrations urinaires selon les facteurs démographiques et le 
style de vie. 
 
Principaux résultats 
 
Des différences de concentration urinaire très importantes sont observées entre les 
polyphénols. Les acides phénoliques sont les plus abondants  avec des niveaux d’excrétion de 
157 μmol/24h pour l’acide 4-hydroxyphénylacétique et des quantités de 20 à 50 μmol/24h 
pour les acides 3-hydroxyphénylacetique, férulique, vanillique et homovanillique. A l’inverse 
l’equol, l’apigénine et le resvératrol présentent les niveaux d’excrétion les plus faibles avec 
des quantités inférieures à 0.1 μmol/24h.  
 
Des corrélations modérés à fortes ont été trouvées entre les polyphénols. Deux cas de figure 
se présentent avec en 1er lieu, une forte corrélation pour des composés simultanément 
présents dans la même source alimentaire avec par exemple les 2 isoflavones génistéine  et 
daidzéine (r=0,83) et les 2 flavanones naringénine et hespérétine (r=0,8). De fortes 
corrélations sont aussi observées entre les métabolites microbiens et leurs précurseurs ou 
entre métabolites microbiens issus d’un même précurseur avec par exemple les acides 3,5-
dihydrobenzoique et 3,5-dihydroxyphénylacétique (r=0,86), les acides protocatéchique  et 
caféique (r=0,81) ou l’entérolactone et l’entérodiol (r=0,82). Une forte corrélation entre  les 
acides férulique  et caféique (r=0,8) ou les acides 3,4-dihydroxyphénylacétique et 
homovanillique est expliquée par les réactions d’O-méthylations par les COMT 
Les niveaux d’excrétion urinaire en polyphénols varient considérablement selon les centres 
avec des rapports de 1 à 10 pour la daidzéine, la naringénine ou l’hespérétine et des rapports 
de 1 à 5 pour le tyrosol, le resvératrol ou l’equol. 
L’excrétion urinaire en polyphénols est associée à plusieurs facteurs sociodémographiques, et 
anthropométriques et au style de vie. La consommation d’alcool, l’apport calorique et le 
niveau d’éducation sont des sources de variabilité alors que l’âge, le tabac ou l’activité 
physique ne le sont pas. 
Les corrélations entre l’excrétion en polyphénols et l’apport alimentaire souligne la 
cohérence des résultats analytiques et indique l’utilité potentielle de ces composés 
phénoliques comme biomarqueurs de l’alimentation. 
 
Conclusion 
 
Cette étude montre d’importantes variations dans l’excrétion urinaire des polyphénols au sein 
de populations européennes. La mesure de ces polyphénols dans l’urine permet une 
évaluation plus fine de l’exposition aux polyphénols et donne la possibilité d’identifier 
d’autres associations avec le risque de maladies chronique dans de grandes études 
épidémiologiques.  
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Article 
 
Contribution : 2nd  auteur. J’ai réalisé les analyses des polyphénols dans les urines et 
participé à la rédaction du manuscrit. 
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CHAPITRE V 
DÉVELOPPEMENT D’UNE 
MÉTHODE DE MESURE DE 38 
POLYPHÉNOLS DANS LE 
PLASMA 
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Contexte  
 
Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans l’ensemble du règne végétal 
et plus de 500 composés différents dans plus de 450 denrées alimentaires ont été recensés 45. 
Leurs rôles dans la prévention du cancer colorectal est encore à déterminer. En effet, les 
résultats des études épidémiologiques cas-témoins ou de cohortes sont encore contradictoires 
5-6, et ne permettent pas d’étayer les nombreuses études in vitro ou chez l’animal 1, 386.  Les 
études épidémiologiques sont généralement réalisées sur la base de questionnaires 
alimentaires et celles effectuées avec des biomarqueurs sont peu nombreuses et comportent 
seulement une classe ou sous classe de composés 439. Afin d’évaluer ce rôle prometteur des 
polyphénols, des études épidémiologiques à l’aide de biomarqueurs sont requises. A ceci, de 
faibles volumes sanguins sont habituellement disponibles dans les bio-banques. Ces éléments 
impliquent de développer de nouvelles méthodes robustes, nécessitant des volumes limités 
d’échantillons biologiques et portant sur un nombre plus important de composés 
représentatifs des différentes classes et sous-classes de polyphénols.  
 
Objectif 
 
Le but de ce projet est de développer une méthode pour quantifier 38 polyphénols dans une 
matrice plasmatique grâce à la dilution isotopique différentielle par spectrométrie de masse. 
 
Approche 
 
La méthode de dilution isotopique par spectrométrie de masse développée dans l’urine nous a 
permis de définir les bases pour ce nouveau développement. Une approche similaire utilisant 
la dansylation et le marquage isotopique différentiel a été utilisée et appliquée aux 
échantillons de plasma (Chapitre III).L’efficacité de l’hydrolyse enzymatique des 
glucuronides et des esters sulfate des polyphénols a été testée et les conditions d’hydrolyse 
optimisées. Les procédures d’extractions ont également été optimisées et l’effet du marquage 
isotopique différentiel sur la correction des effets de matrice fréquemment rencontrés dans le 
plasma ou le sérum évalué.  
 
Principaux Résultats 
 
L’hydrolyse enzymatique a été évaluée avec la même préparation enzymatique utilisée 
précédemment pour l’analyse des urines. La préparation enzymatique d’Helix pomatia  a 
montré une efficacité d’hydrolyse inférieure à celle observée dans la matrice urinaire 
notamment pour les acides phénoliques.. Des conditions similaires  avec une activité de 
1500U dans un tampon acétate 0.1M, pH=5 à 37°C pendant 2h ont été définies comme le 
meilleur compromis. On a pu souligner néanmoins une probable sous-estimation de la 
concentration de certains acides phénoliques. 
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L’extraction par l’acétate d’éthyle a été conservée mais les volumes et les temps d’extractions 
modifiés. La réaction da dansylation a été peu modifié hormis le pH, mais a nécessité un 
quenching afin de prévenir la dégradation des composes phénoliques dansylés lors du séjour 
des échantillons dans le passeur d’échantillons réfrigéré. En effet, par rapport aux urines, ce 
temps de séjour est plus long, compte tenu de la durée d’analyse plus longue pour chacun des 
échantillons. Les effets de matrices ont été évalués et la méthode de dilution isotopique 
différentielle permet une réduction majeure de ces effets pour la plupart des polyphénols. 
 
La méthode a été validée selon les recommandations de la FDA. Trente-sept polyphénols sur 
les 38 de départ ont été finalement validés avec des CV intra-batch inferieurs à 10% pour les 
37 polyphénols et des CV inter-batch inferieurs à 15% pour 33 des 37 polyphénols validés. 
 
La méthode a été appliquée à l’analyse de 1618 échantillons plasmatiques dans une 
évaluation de l’association entre concentrations en polyphénols et risque de cancer colorectal 
dans une étude nichée dans la cohorte EPIC (Chapitre VI). 
 
Conclusion 
 
La méthode développée est la 1ère application de la dilution isotopique différentielle pour 
mesurer les polyphénols dans le plasma. De par le nombre de composés représentatifs des 
principales sous classes et sous classes, du  faible volume de plasma requis et de la sensibilité 
et robustesse, cette nouvelle méthode est particulièrement adaptée à l’analyse de grandes 
séries d’échantillons dans des études épidémiologiques. 
 
Article 
 
Contribution : 1er auteur. J’ai conduit la stratégie analytique et le développement 
méthodologique complet. J’ai rédigé les 1ères versions du manuscrit. Le manuscrit a été 
soumis par mon superviseur. 
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CHAPITRE VI 
APPLICATION DE LA 
MÉTHODE DE DOSAGE DES 
POLYPHENOLS DANS LE 
PLASMA Á UNE ÉTUDE CAS-
TÉMOINS SUR LE CANCER 
COLORECTAL NICHÉE DANS 
LA COHORTE EPIC 
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Contexte  
 
Le rôle des polyphénols dans la prévention du cancer colorectal est étayé par de nombreuses 
données in vitro et chez l’animal 1, 355, 368. Cependant les données épidémiologiques réalisées 
à partir de questionnaires alimentaires sont souvent contradictoires 6, 331. Ces analyses 
reposent d’une part sur une auto-évaluation précise par les participants de leurs 
consommations alimentaires à partir de questionnaires, et d’autre part sur les teneurs en 
polyphénols dans les aliments répertoriés dans les bases de données comme Phenol-Explorer 
45. Une approche objective et plus précise de l’exposition aux polyphénols consiste en la 
mesure de leurs concentrations dans les fluides biologiques. De telles études évaluant des 
biomarqueurs pour mesurer les associations entre exposition aux polyphénols et risque de 
cancer sont encore relativement peu nombreuses et focalisées sur un ou quelques polyphénols 
spécifiques comme les isoflavones ou les lignanes 44. Des études souvent petites et un nombre 
peu important de polyphénols pourraient expliquer ces résultats. L’évaluation de l’association 
entre un nombre plus importants de polyphénols et le risque de cancer colorectal et portant 
sur 1618 sujets dans une étude nichée cas-témoins au sein de la cohorte EPIC  peut permettre 
d’obtenir des preuves plus concluantes.  
 
Objectif : 
  
Evaluer l’association entre les concentrations plasmatiques de 35 polyphénols et le risque de 
cancer colorectal dans une étude cas-témoins nichée dans la cohorte EPIC. 
 
Approche 
 
La présente étude inclut des participants de 9 pays avec le Danemark, la France, l’Allemagne, 
la Grèce, l’Italie, Les Pays-Bas, l’Espagne, la Suède et le Royaume-Unis. Au sein de la 
cohorte entière, les  personnes vivantes et exemptes de cancer au moment du diagnostic des 
cas,  ont été sélectionnées comme contrôles et appariées avec  l’âge, le sexe, le centre, le 
statut ménopausique et de jeûne. Les concentrations plasmatiques de 37 polyphénols ont été 
mesurées grâce à la méthode de dilution isotopique différentielle par spectrométrie de masse.   
 
Pour évaluer l’association entre les concentrations en polyphénols et le risque de cancer du 
côlon, une régression logistique conditionnelle multi-variable stratifiée par cas-témoin, a été 
utilisée pour calculer les rapports de côté (odds ratios ; ORs) et les intervalles de  confiance à 
95%  associés (95%CI). Un modèle simple est suivi par le modèle multi-variables ajusté pour 
l’IMC, la taille, l’activité physique, le statut tabagique, le diabète, le niveau d’éducation, la 
consommation d’alcool, l’utilisation de thérapie hormonale chez les femmes post-
ménopausées, l’énergie totale issue de l’alimentation, la consommation de viandes rouges et 
transformées et de fibres alimentaires. La correction pour les tests multiples dite FDR a été 
appliquée en utilisant la méthode Benjamini-Hochberg permettant l’obtention des valeurs q. 
Des régressions logistiques conditionnelles sont réalisées sur les quintiles de concentrations 
en polyphénols, définis sur les contrôles.  
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Principaux résultats : 
 
Une association inverse entre l’equol et risque de cancer du côlon (OR=0.61, 95%CI=0.41 to 
0.91, Ptrend=0.003),  et une association positive entre l’acide homovanillique  et le risque de 
cancer du côlon (OR=1.72, 95%CI=1.17 to 2.53, Ptrend<0.0001) ont été trouvées dans cette 
étude nichée cas-témoins portant sur 809 cas et 809 témoins. Aucune autre association n’a été 
trouvée. 
 
Conclusion : 
 
L’equol pourrait réduire et l’acide homovanillique pourrait augmenter le risque de cancer du 
côlon. L’equol est un métabolite de la daidzéine produit par le microbiote. L’equol pourrait 
non pas avoir un rôle en soi, par une action sur les récepteurs ERβ notamment mais pourrait 
être un marqueur de la flore intestinale. De même l’acide homovanillique pourrait lui aussi 
être un indicateur de cette flore.  
 
Article 
 
Contribution : 2nd  auteur. J’ai analysé les polyphénols dans l’ensemble des échantillons 
inclus dans l’étude et participé aux discussions générales sur les analyses statistiques à mener 
et j’ai participé à la rédaction  du manuscrit. 
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CHAPITRE VII 
DISCUSSION GÉNÉRALE 
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Contexte 
 
Le but de ce projet de thèse était de développer une méthode de quantification dans l’urine et 
le plasma pour un grand nombre de polyphénols représentatifs des principales classes et sous-
classes trouvées dans l’alimentation ou formées par le microbiote ou par les tissus, et 
d’appliquer cette méthode dans une étude transversale et une étude cas-témoins sur le cancer 
colorectal. Une première analyse de 475 échantillons urinaires a permis de déterminer les 
niveaux d’excrétion urinaire de ces polyphénols dans quatre pays européens au sein de 
l’étude EPIC, et de caractériser les liens entre consommation des principaux aliments source 
de polyphénols et l’excrétion urinaire des différents polyphénols dosés. Une seconde analyse 
de 1659 échantillons plasmatiques dans une étude cas-témoins sur le cancer colorectal nichée 
au sein de l’étude EPIC a permis d’évaluer l’association entre ces polyphénols et le risque de 
cancer colorectal. 
 
Principaux résultats 
 
Les résultats principaux des travaux réalisés dans le cadre de cette thèse sont résumés dans le 
tableau 1. La méthode de dansylation isotopique différentielle a été développée avec succès 
dans deux matrices biologiques différentes. Ces méthodes ont permis pour la première fois de 
quantifier dans l’urine et dans le plasma une grande diversité de composés phénoliques 
représentatifs des classes et sous-classes de polyphenols auxquelles nous sommes les plus 
communément exposées. Nous avons pu mener à bien l’analyse en une seule injection de 
composés présents à des concentrations très variables. Nous avons pu obtenir pour la 
première fois des données sur les expositions à ces divers polyphenols dans une large 
population européenne à partir de deux matrices différentes.  
Les principaux résultats du tableau 1 montrent dans le cadre de l’étude de calibration une 
forte variation d’excrétion urinaire en polyphénols selon les pays européens et une large 
gamme de concentrations entre polyphénols. Les acides phénoliques issus du métabolisme 
microbien sont majoritaires alors que l’equol produit également par le microbiote à partir de 
la daidzéine est en concentrations très faible. Les pays européens sont peu consommateurs de 
produits à base de soja et seulement 25 à 30% de la population peut produire de  l’equol 165. 
Enfin plusieurs polyphénols sont susceptibles d’être utilisés comme biomarqueur de 
l’alimentation (Tableau 1) et devraient permettre une évaluation plus précise de l’exposition 
aux polyphénols dans le cadre d’études épidémiologiques. Les résultats de l’étude cas-
témoins sont aussi très encourageants puisque des associations avec le risque de cancer du 
côlon ont été trouvées pour deux métabolites des polyphenols, l’equol et l’acide 
homovanillique. 
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Considérations méthodologiques et interprétations des résultats 
 
Les principaux avantages et inconvénients de la méthode de dansylation isotopique 
différentielle sont présentés dans le tableau 2. 
 
Lors d’un développement méthodologique, la justesse et la précision sont deux paramètres 
fondamentaux. Ces deux critères de validité d’une méthode sont fortement corrélés à la 
présence ou non de standards internes, notamment isotopiques, spécialement dans le cas 
d’une méthode par spectrométrie de masse. Lorsque peu de métabolites sont mesurés, 
l’utilisation de plusieurs standards internes, isotopiques ou non, est préférable et possible. Les 
standards isotopiques, deutérés et surtout marqués par le 13C ou 14N, sont les standards 
internes de choix en spectrométrie de masse. Cependant beaucoup de  méthodes trouvées 
dans la littérature utilisent souvent un standard non isotopique comme le 4-
hydroxybenzophénone 402, le gallate d’éthyle 440, la taxifoline 441 ou la chrysine 405 pour 
l’ensemble des polyphénols mesurés.  Parfois, aucun standard interne n’est utilisé 442  . 
Lorsque le nombre de composés d’intérêt augmentent, il est difficile et couteux d’obtenir un 
nombre de standards internes conséquent. Seulement 3 standards internes isotopiques ont été 
utilisés par Marmet pour la mesure de 56 composés 404 et seulement 2 pour la mesure de 23 
métabolites microbiens des polyphénols 443.  Ces choix s’expliquent parfois par l’absence de 
standards isotopiques correspondant aux métabolites mesurés, par la nécessité de réduire les 
coûts et souvent par souci de simplification de la méthode. Ce choix volontaire ou non n’est 
pas recommandable et pose un problème de validité malgré les critères de justesse et de 
précision attribués. 
La formation de standards marqués par dansylation avec le chlorure de dansyl doublement 
marqués au 13C permet de s’affranchir de l’utilisation de standards marqués souvent non 
disponibles sur le marché.  
 
La dérivatisation est un procédé habituellement utilisée en chromatographie gazeuse afin de 
rendre les métabolites plus volatiles et thermostables 424. Certains auteurs ont proposé une 
analyse des polyphénols par GC/MS 394, 444-445. Des dérivatisations sont aussi utilisées en 
chromatographie liquide (HPLC et UPLC) afin d’améliorer la sensibilité. Le chlorure de 
dansyl est un des réactifs le plus largement utilisé pour la dérivatisation des alcools, phénols 
et amines. L’affinité protonique du groupe amino du chlorure de dansyl favorise son 
ionisation en mode positif, et sa structure aromatique hydrophobe accroit son ionisation par 
son placement à l’interface air-solvant des gouttelettes générées lors de la phase de 
nébulisation-évaporation. Ces éléments augmentent grandement la sensibilité.  Le 
comportement chromatographique des polyphénols se trouve également grandement amélioré 
par l’addition d’un ou plusieurs groupes dansylés.  
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Le chlorure de dansyle a pu être utilisé comme agent de dérivatisation pour la mesure de 
composés phénoliques autre que les polyphénols issus de l’alimentation mais sans dilution 
différentielle avec un chlorure de dansyle marque en 12C et en 13C 13 ainsi que pour la 
détermination de stéroïdes 22, 25. Les avantages de la dérivatisation sont mis à profit pour la 
synthèse d’agents de dérivatisation similaires marqués isotopiquement. C’est grâce à ces 
réactifs non marqués et marqués que la dilution isotopique différentielle peut être réalisée. 
 
La dérivatisation par le chlorure de dansyl, non marqué ou marqué, apporte des avantages 
certains mais également quelques difficultés lorsque les molécules d’intérêt comme les 
polyphénols possèdent plusieurs groupes fonctionnels. Dans le cas des polyphénols, la 
présence de plusieurs groupes fonctionnels permet par cette dérivatisation d’augmenter de 
manière conséquente la masse globale des polyphénols. Dans le cas de composés 
monochargés comme l’acide m-coumarique, le rapport m/z est augmenté de 234 uma, et 
donne un rapport m/z de 398 (M+H+) au lieu de 165 pour l’acide non dérivé en mode positif 
et 163 en mode négatif. La spécificité et surtout la diminution du bruit améliorent de ce fait la 
sensibilité par une augmentation du rapport S/N. 
Dans le cas de composés présentant plusieurs groupements phénoliques, l’effet observé sera 
dépendant du métabolite concerné. Pour un composé présentant plusieurs groupements 
dansyle mais avec une charge unique, comme pour la daidzéine di-Dns, les deux  transitions  
obtenues générées par le chlorure de dansyle en 12C  et 13C sont respectivement, 721.1 /170.1 
et 721.1/171.2 et 725.1 /172.1 et 721.1/173.2. L’acide 3-5-dihydroxyphénylpropionique qui 
est également di-dansylé présentent 2 charges et les transitions obtenus sont 325.1 /171.1 et 
325.1/170.1 et 327.1.1 /173.1 et 327.1/172.1 pour une dansylation avec le chlorure de dansyle 
en 12C ou marqué en 13C, respectivement (Chapitre III article - Table 1). On peut constater à 
partir de ces deux exemples une spécificité différente selon le nombre de charge pour un 
même nombre de groupements dansyle. 
Treize polyphénols sur les 38 mesurés présentent au moins un fragment (de quantification ou 
de qualification) différent du fragment 170 ou 171 commun provenant du groupe dansyl 23  
L’acide gallique et l’ester de l’acide gallique sont les 2 composés parmi ces 13 à ne posséder  
aucun fragment provenant du groupe dansyle (Chapitre III article - Table 1). Généralement ce 
fragment 170 ou 171 est présent lors de la détermination des paramètres de masse en mode 
automatique, mais il a été parfois possible de faire un choix plus judicieux en termes de 
spécificité en travaillant en mode semi-manuel pour la recherche des fragments, et en faisant 
le choix d’éviter ce fragment commun. Même si les ions 170 ou 171  facilitent l’annotation 
des composés dans une approche non ciblée, ils sont moins spécifiques dans une approche 
quantitative. En effet, il est admis que deux fragments et le rapport de ces deux fragments 
seraient spécifiques d’une molécule donnée. La mesure systématique de fragments communs 
limitent la spécificité attendue. 
La spécificité peut être parfois grandement améliorée puisque 8 polyphénols parmi les 13 
précédemment cités possèdent un fragment ayant un rapport m/z supérieur au rapport m/z de 
l’ion parent multichargé (Chapitre III article - Table 1). Néanmoins les polyphénols 
multichargés présentent deux inconvénients majeurs. La formation de nombreuses espèces 
réduit indirectement la limite de quantification potentielle. Les deux exemples proposés ci-
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dessous soulignent cet aspect, dans le cas de l’acide m-coumarique et de la quercétine (Figure 
20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : Spectre de masse de l’acide m-coumarique-Dns (A) et de la quercétine-Dns 
 
Même si l’ionisation est composé-dépendante, on peut observer que la formation de 
nombreux fragments (mode scan) dans le cas de la quercétine (Figure B), par opposition à 
l’acide m-coumarique (Figure A) réduit la sensibilité potentielle puisque un seul de ces 
fragments sera utilisé pour l’élaboration des transitions MRM. Un 2nd inconvénient provient 
de la non-applicabilité théorique de la mesure de composés multichargés par un instrument 
basse résolution. Comme le montre la figure 21, une résolution unitaire ne peut différencier la 
masse exacte du pic (M+H+) des pics satellites du massif isotopique d’un composé 
multichargé. Cependant, l’imprécision n’est que relative puisque les composés d’intérêts dans 
la matrice urinaire (ou plasmatique) dansylés par le chlorure de dansyle en 13C est pondérée 
par une imprécision similaire donnée par le pool référence dansylé par le 12C.  
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Figure 21 : Profil isotopique de la quercétine penta-Dns tri+ et représentation schématique de 
la résolution unitaire d’un spectromètre de masse basse résolution. 
 
Il est à noter que la méthode originale proposée par Guo était une approche non ciblée en très 
haute résolution FTICR 27.  
 
Un inconvénient supplémentaire lié à la dérivatisation différentielle ne provient ni du réactif 
utilisé, ni de la nature des molécules à dérivatiser mais de leurs concentrations attendues. La 
préparation de l’échantillon de référence (pool) nécessite de mélanger tous les échantillons 
afin d’obtenir une matrice commune servant de référence. Les polyphénols sont des 
molécules exogènes présentes pour certaines dans des concentrations très faibles.  Certains 
polyphénols, comme les procyanidines dimères B1 et B2 ou bien les gallocatéchines, sont 
présents dans le pool à des concentrations très faibles et sont même parfois absentes. Un 
signal faible pour ces composés dans le pool rend le calcul du rapport plus aléatoire et moins 
précis, voire impossible en cas d’absence de signal. 
Dans le cas du développement sur l’urine (Chapitre III), les concentrations rencontrées ont 
permis d’obtenir les rapports nécessaires au calcul des concentrations dans chaque 
échantillon, exceptés pour les procyanidines dimères B1 et B2. Dans ce dernier cas, ce ne fut 
problématique puisque pour tous les sujets, ces composés n’étaient pas présents. 
Lors du développement de la méthode sur le plasma (Chapitre V) ce problème a été anticipé 
et le pool de chaque batch a été surchargé par une quantité optimale de procyanidine dimer 
B1 et B2, d’(-)-épigallocatechine et de (+)-gallocatéchine. Néanmoins il eut peut-être été 
nécessaire de surcharger également ces pools par la phlorétine et l’ester de l’acide gallique. 
Un signal trop bas généré par le pool abaisse la précision et la justesse des mesures. 
Un point important concerne la variabilité attendue des concentrations entre polyphénols. La 
gamme dynamique des instruments ne permet pas toujours la quantification de composés 
généralement présents en très faibles concentrations et d’autres en très fortes. Ainsi pour la 
méthode développée dans l’urine il a été nécessaire de modifier les paramètres (Declustering 
potential, DP et Collision energy, CE) qui avaient été optimisés pour un signal maximal, afin 
de réduire artificiellement la sensibilité de certains acides phénoliques (Chapitre III). Ces 
paramètres ont été remodifiés pour la méthode sur le plasma en raison de bien plus faibles 
concentrations de ces composés (Chapitre V). 
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La dérivatisation différentielle est donc une technique qui s’applique à des molécules 
endogènes et exogènes, pour autant que les concentrations de ces dernières soient suffisantes. 
Une surcharge du pool peut être nécessaire.  
 
La dansylation fonctionne dans de nombreuses conditions de pH, de température et de temps 
d’incubation. Un pH basique supérieur à 9 est néanmoins  nécessaire, mais une basicité trop 
importante entrave la réaction 27, 446-447. Les concentrations en chlorure de dansyle 
généralement utilisées varient de 1 à 20mg/mL 13, 27 dans l’acétonitrile 26 ou l’acétone13 avec 
une concentration en tampon carbonate variant de 0.05 à 2M et un pH variant de 9 à 11 24, 26. 
Sous certaines conditions plus drastiques de réaction, les fonctions carboxylique 448 ou alcool 
35, 449 peuvent aussi être dansylées. Nous avons pu évaluer l’effet de  ces concentrations et de 
ces solvants. L’acétone reste le solvant de choix en termes d’efficacité de dérivatisation. Une 
concentration de 1mg/mL est optimale dans les conditions utilisées avec un tampon carbonate 
0.1M à pH=9. Nous avons pu montrer qu’une concentration de chlorure de dansyle de 5 
mg/mL et surtout de 20mg/mL génère une chute drastique du signal du essentiellement à une 
hydrolyse inverse par excès de chlorure de dansyle 447. 
 
Nous avons pu observer également que la majorité des polyphénols dansylés  étaient stables 
jusqu’à 13h après le début de la réaction à 10°C. Il n’a pas été jugé utile de quencher l’excès 
de chlorure de dansyle responsable de cette instabilité pour les analyses d’urine (Chapitre 
III). Cependant certains auteurs le préconisent afin notamment d’éviter des problèmes 
analytiques ultérieurs liés à l’injection de chlorure de dansyle dans le spectromètre de masse 
27. En revanche, ce quenching a été indispensable lors du développement de la méthode pour 
le plasma ( Chapitre V) suite à une augmentation du temps nécessaire à l’analyse de chaque 
échantillon (de 12min à 20min). Pour ce faire, un changement de solvant a été utilisé en 
remplaçant l’acétone, après évaporation par de l’acétonitrile. Même s’il ne s’agit pas d’un 
réel quenching, la vitesse d’hydrolyse dans ce nouveau solvant s’est trouvée fortement 
réduite, augmentant de ce fait la stabilité jusqu’à 48h. 
 
Un point fondamental concerne la préparation de l’échantillon en amont de la dansylation et 
de la détection et quantification des métabolites d’intérêt En effet, le développement 
d’instruments analytiques hautement spécifiques ne peut compenser une procédure 
d’extraction inefficace. Certains auteurs réduisent ces étapes cruciales 404 .  
 
Les polyphénols sont de manière extensive glucuronidés et sulfatés et une hydrolyse 
permettant de libérer l’aglycone s’avère donc nécessaire et permettre la dansylation des 
groupes phénoliques. Différentes  β-glucuronidase  issues de différentes sources  comme des 
mollusques, les bovins ou les bactéries  présentent des avantages et des inconvénients. Les 
deux premiers ont l’avantage de posséder une activité sulfatase secondaire, ce qui augmente 
leur intérêt. La   β-glucuronidase  d’E. coli ne possède pas d’activité sulfatase. 
L’inconvénient majeur des 2 premières sources  provient des interférents potentiels présents 
dans la préparation enzymatique 450 sachant que le régime alimentaire de ces animaux 
contient potentiellement des polyphénols. 
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L’hydrolyse des glucuronides pour un grand nombre de molécules exogènes et endogènes est 
utilisée en routine. Néanmoins, les rendements sont très variables en fonction du protocole 
utilisé. Hormis les variations de pH, des quantités d’enzymes de 1 à 20 unités par μL d’urine 
ou de sérum sont en général utilisées 402, 413. De même, le temps d’incubation peut varier 
d’1h, voire moins, à 24h selon le métabolite d’intérêt 410, 413, 451. Ces données montrent 
l’absence de protocole standard.  Malgré un spectre large de molécules sensibles à 
l’hydrolyse des glucuronides et sulfates, les constantes catalytiques sont probablement 
molécule-dépendantes et nécessitent une optimisation pour chacune d’entre elles. Cependant 
une analyse d’un grand nombre de molécules dans une même analyse rend cette optimisation 
plus difficile à mettre en place et un compromis est alors nécessaire. L’étude de l’efficacité 
d’hydrolyse a essentiellement été réalisée sur le plasma (Chapitre V). Comme anticipé, un 
compromis a dû être trouvé pour l’analyse de ces 38 polyphénols. 
Un autre point important relatif à l’hydrolyse des polyphénols conjugués concerne 
l’évaluation de la présence des polyphénols dans la préparation enzymatique. La plupart des 
polyphénols  étaient absents (n=16) dans les blancs ou présent à des concentrations plus 
basses que la plus basse des concentrations mesurées dans les échantillons (n=17). Cinq 
polyphénols (acide protocatéchique, caféique, gallique, p-coumarique et apigénine) étaient 
présents dans le blanc à des concentrations proches de la médiane des concentrations 
mesurées dans les échantillons EPIC. Cependant sur la base des tests de dilution, il a été 
observé que les blancs reflétaient assez peu les échantillons biologiques.  
 
Comme précisé au chapitre II-5, deux modes d’extraction des polyphénols aglycone ont été 
examinés, la LLE et la SPE. Des phases stationnaires, permettant d’éliminer les 
phospholipides, sont aussi proposées en SPE ou SLE (Simplified Liquid Extraction). Les SPE 
et SLE n’ont pas été retenues. Dans le cas de SLE, 30% des polyphénols étaient retenus sur la 
colonne. Différents  solvants et mélanges ont été testés avec l’acétate d’éthyle, le méthanol, 
l’acétonitrile ou l’acétone pour la LLE. L’acétate d’éthyle a montré les meilleurs rendements 
d’extraction des polyphénols aux propriétés physicochimiques variables. L’acidification du 
milieu permet d’augmenter théoriquement le rendement d’extraction mais l’acidité résiduelle 
suite à l’évaporation du solvant entrave la phase de dansylation réalisée ensuite en milieu 
basique. Des lavages de l’extrait sont nécessaires afin d’éliminer cette acidité résiduelle  13. 
Pour la méthode développée dans l’urine et le plasma, l’utilisation d’acide n’a donc pas été 
retenue. 
 
Depuis plus de 30 ans, l’utilisation d’antioxydants comme la tert-butylhydroquinone,  le 
butylhydroxytoluène (BHT), l’acide ascorbique ou des sulfites est une procédure fréquente 
afin de prévenir l’oxydation des polyphénols lors de la détermination et de la quantification 
des polyphénols dans les aliments 452 mais également dans les matrices biologiques 400, 404, 413, 

418, 453. Néanmoins d’autres auteurs se sont affranchis de tels ajouts. 410, 414, 419, 443, 451, 454-455. 
Lors du développement de la méthode dans l’urine (Chapitre III), il n’a pas été jugé utile 
d’utiliser un antioxydant. Cependant lors de la méthode développée pour le plasma (Chapitre 
V), une quantité de 10 μg a été jugée optimale pour limiter les pertes en certains polyphénols 
lors de l’hydrolyse ou de la réaction de dansylation. Nous avons aussi note qu’en l’absence 
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d’acide ascorbique, certains catéchols étaient fortement dégradés mais qu’un excès d’acide 
ascorbique est aussi fort préjudiciable pour la réaction de dansylation. 
 
Comme indiqué précédemment, la spécificité généralement obtenue grâce à la spectrométrie 
de masse invite bon nombre d’analystes à limiter ces étapes d’extraction et de purification.  
Or, une des difficultés majeures en spectrométrie de masse réside dans la maitrise d’un 
facteur limitant connu sous le nom de suppression de signal 21 ou plus rarement 
d’augmentation. Cet effet doit être, pour autant que faire se peut, éliminé voir réduit, et en 
tout état de cause évalué 456. La présence de molécules interférentes lors de  l’ionisation dans 
la source est à la base de cet effet. L’élimination de ces interférents par des étapes 
d’extraction et de purification est donc cruciale. 
Dans le cas d’une matrice urinaire, ces effets n’ont pas été étudiés car les effets de matrices 
les plus importants sont ceux générés par les phospholipides, les protéines et diverses 
molécules présents dans les matrices sériques ou plasmatiques. Ces effets ont été évalués 
dans le plasma (Chapitre V). 
Les effets de matrice sont potentiellement réduits grâce à l’utilisation d’un pool constitué de 
l’ensemble des échantillons biologiques analysés et utilisé comme référence. De cette 
évaluation, il ressort que dans les conditions analytiques proposées, l’effet de matrice est 
fortement réduit pour la majorité des polyphénols mais seulement partiellement pour 
quelques composés comme la quercétine, l’entérodiol ou l’acide gallique. 
 
 Les méthodes développées pour la mesure de 38 polyphénols  par quantification isotopique 
différentielle sont uniques. Jusqu’à présent, la majorité des développements méthodologiques 
ont été focalisés sur certaines classes ou sous classes de polyphénols quantifiés dans des 
études d’intervention 457 dans différentes matrices biologiques 413, 454, 458 chez l’homme ou 
l’animal 410, 459. Les limites de quantification pour ces études d’intervention ne nécessitent pas 
toujours d’être basses sachant que ces méthodes sont développées afin d’étudier la 
pharmacocinétique de ces composés après absorption d’une quantité importante d’un aliment 
source ou d’un polyphénol isolé.  D’autres méthodes ont été développées pour des études 
épidémiologiques mais avec un nombre restreint de composés 420, 422, 435, 460. Des méthodes 
ont été proposées avec un nombre important de métabolites mais avec un nombre limité de 
standards internes pour leur dosage 404, 418. Des volumes d’urines ou de plasma de 100 à 2000 
μL  sont fréquemment utilisés. Les 2 méthodes proposées dans cette thèse utilisent 50μL 
d’urine ou de plasma.  
 
Dans le Chapitre IV, nous avons pu évaluer les concentrations urinaires de 38 polyphénols 
dans 4 pays Européens (France, Allemagne, Grèce et Italie).  Il a été trouvé qu’un 
pourcentage important de sujets avaient des concentrations urinaires inférieures à la LOQ 
pour plusieurs métabolites dont l’isorhamnetine (55%), la phlorétine (52%), l’ester de l’acide 
gallique (52%), la (+)-catéchine, l’(-)-épicatéchine (27%), l’hespérétine (26%) et l’apigénine 
(25%). Au-delà des LOQs toujours discutables, ces pourcentages sont le reflet des différences 
interindividuelles de consommation en polyphénols et de métabolisme. Avec 98% à 100% de 
valeurs inférieures à la LOQ, les procyanidines dimères B1 et B2 et la (+)-gallocatéchine, ont 
été exclues des analyses. Ces composés n’ont pas été non plus détectés, au moins pour les 2 
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premiers, dans le plasma (Chapitre VI). La biodisponibilité des procyanidines a été étudiée 
et un fort métabolisme est généralement montré, avec la présence de nombreux métabolites 
issus du microbiote comme les acides hydroxyphénylpropioniques, hydroxyphénylacétiques 
et hydroxybenzoïques 126, 154. Néanmoins d’autres auteurs ont pu détecter la présence de 
dimer (et de trimer) chez le rat 417, 461-464. Les LOQ de la méthode développée sont par ailleurs 
peut être insuffisantes pour rendre compte des valeurs attendues certainement très basses des 
procyanidines dimère B1 et B2.  
On peut noter également des différences de concentrations très importantes entre polyphénols 
(Chapitre IV). Les acides phénoliques issus du métabolisme microbien  sont de loin les plus 
représentes avec des niveaux d’excrétion urinaire variant de 5 à 157 μmol par 24h. D’autres 
composés habituellement peu consommés dans l’alimentation comme la phlorétine, le 
resvératrol, les isoflavones ou les catéchines ont des niveaux d’excrétion urinaires inférieurs à 
1 μmol par 24h 
La corrélation entre les différents polyphénols est le résultat de leur présence simultanée dans 
un même aliment avec la naringénine et  l’hespérétine dans les agrumes ou encore la 
daidzéine et la génistéine dans le soja ou encore le tyrosol et l’hydroxytyrosol pour ce citer 
que ceux-ci. Une forte corrélation entre les métabolites microbiens et leurs précurseurs est 
également observée. Hormis ce qui est déjà discuté dans la publication, il est intéressant de 
noter que la corrélation entre la daidzéine et l’equol est faible. Celle-ci s’explique par le fait 
que seulement 25% à 30% de la population est capable de convertir la daidzéine en equol 165. 
Au-delà des différences d’excrétion urinaire très variables selon les pays, et dépendant 
essentiellement des habitudes alimentaires, on peut également noter les bonnes corrélations 
observées entre l’excrétion des polyphénols et l’apport de leurs principales sources 
alimentaires qui soulignent la cohérence des résultats analytiques et indiquent l’utilité 
potentielle de ces composés phénoliques comme biomarqueurs de l’alimentation. En effet 
certains composés très caractéristiques de certains aliments donnent les corrélations les plus 
fortes, supérieures à 0.5, comme pour l’ester de l’acide gallique et le resvératrol et l’apport de 
vin rouge, l’acide caféique et le café ou encore la naringénine et hespérétine et les agrumes. 
Des corrélations plus faibles de 0.3 à 0.45 sont observées pour l’acide gallique et le thé ou la 
phlorétine et les pommes. Des corrélations assez faibles sont obtenues pour les isoflavones et 
le soja (r=0.17).  Dans une récente revue, 162 études d’interventions ont été évaluées afin 
d’identifier de potentiels biomarqueurs de l’apport de nombreux polyphénols communément 
consommés 465. La sensibilité d’un biomarqueur dépend de sa concentration urinaire et de la 
sensibilité de la méthode pour le mesurer. Un pourcentage d’excrétion urinaire faible limite la 
sensibilité d’un biomarqueur et accroit l’erreur de mesure, Dans cette étude, le pourcentage 
d’excrétion urinaire varie de 0.2% à 37%. Des corrélations supérieures à 0.7 ont été obtenues 
pour la daidzéine, la génistéine, l’acide isoférulique, le tyrosol, l’hydroxytyrosol, les lignanes, 
et les anthocyanes. Pour ces derniers, malgré une excrétion très faible (<0.2%) une excellente 
corrélation est obtenue et ces anthocyanes seraient de bons biomarqueurs pour peu que des 
méthodes de quantification sensible soient développées. Des corrélations plus faibles allant 
de 0.2 à 0.5 ont été obtenues pour des flavanones, flavan-3-ols et flavonols. Ces données 
montrent une certaine cohérence avec les résultats obtenus dans notre étude. Les corrélations 
basses obtenues pour les isoflavones et le soja s’expliquent certainement par une 
consommation faible de ces aliments. Malgré une excrétion importante de 30 à 40% 
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communément retrouvée, les concentrations urinaires plus faibles que dans des études 
d’intervention augmentent l’erreur de mesure 465.  
 
Enfin, dans le chapitre VI nous avons pu évaluer dans une étude cas-témoins nichée, les 
niveaux de polyphénols dans le plasma et leurs associations avec le risque de cancer du 
côlon. Au niveau descriptif, Il est intéressant de noter que les corrélations entre polyphénols 
sont pour certaines d’entre elles similaires à celles trouvées dans l’étude transversale sur 
l’urine (Chapitre IV). Les corrélations les plus fortes ont été trouvées pour les acides 3,5-
dihydroxybenzoique et 3,5-dihydroxyphénylacétique (r= 0,9), la génistéine et la daidzéine 
(r=0,81), l’hespérétine et la naringénine (r= 0,76) et la quercétine et le kaempférol (r= 0,71). 
Les corrélations entre les concentrations plasmatiques en polyphénols et les apports des 
aliments source sont faibles sauf pour le thé et la (+)-épigallocatéchine (r=0,64) et l’acide 
gallique (r=0,51) et pour le café et les acides férulique et caféique (r= 0,48 et 0,46 
respectivement).  
Les analyses entre les concentrations plasmatiques en polyphénols et le risque de cancer du 
côlon ont montré que parmi les 35 polyphénols mesurés, 2 polyphénols étaient associés au 
risque. L’equol a été associé à une réduction de risque de cancer du côlon de 39% (OR 
[comparaison avec le 5éme quintile] =0.61, 95%CI=0.41 to 0.91, Ptrend=0.003) et l’acide 
homovanillique a été associé à une augmentation du risque de 72% (OR [comparaison avec le 
5éme quintile] =1.72, 95%CI=1.17 to 2.53, Ptrend<0.0001)). 
L’association trouvée entre les concentrations plasmatiques d’equol et le risque de cancer du 
côlon soulève quelques questions. En complément de ce qui est discuté dans la publication, 
peu de données existent sur les isoflavones et le risque de cancer colorectal. Deux études 
d’Akhter et coll. ont montré certaines  contradictions.  Dans une étude prospective sur une 
population japonaise, aucune association n’a été trouvé entre l’apport en soja et isoflavones et 
le risque de cancer colorectal 466 alors que dans une étude cas-témoins, une association 
inverse non-linéaire a été trouvée entre l’apport en isoflavones et le risque de cancer 
colorectal 322. Il a été également suggéré qu’apport inférieur serait à même d’augmenter le 
risque. Cette donnée est peut-être à rapprocher de l’effet protecteur de l’equol observé dans 
notre étude vis-à-vis de l’absence d’association observée dans l’étude de Ward 48. Nous avons 
émis l’hypothèse que les concentrations en equol obtenues dans notre étude (médiane de 
0.4nM),  bien qu’inférieures à celles trouvées dans les populations japonaises, étaient 10 fois 
plus importantes que l’étude de Ward (médiane 0.04nM). Un seuil protecteur est peut-être 
possible et cette hypothèse nécessite d’être vérifiée dans d’autres populations.  
En complément de ce qui est discuté dans la publication sur l’expression des récepteurs aux 
œstrogènes β (ER-β) au niveau intestinal, il est montré que la génistéine qui a une affinité 
similaire à l’equol pour ces récepteurs,  inhibe la prolifération et induit l’apoptose au niveau 
intestinal 467. Cependant l’equol induit une transcription bien plus importante que n’importe 
quelles autres isoflavones 164, 468. 
Cependant, comme discuté également, l’equol pourrait également être un marqueur du 
microbiote, et les espèces bactériennes  associées à ce métabolite pourrait avoir un effet 
protecteur sur la cancérogénèse colorectal. Les études sur le microbiote sont très nombreuses 
depuis 10 ans 469-470 et même si certaines données indiquent que le cancer colorectal se 
développerait suite à la  perturbation de la composition de la flore microbienne colique, 
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induite par les composés associés à l’alimentation, il est encore difficile de définir le rôle 
d’une flore bactérienne particulière comme celles impliquées dans la conversion de la 
daidzéine en equol. 
 
Concernant l’acide homovanillique, peu de données existent sur les effets biologiques de ce 
métabolite. Au-delà de ce qui a été décrit dans la publication (Chapitre VI), il est assez 
surprenant de voir ce métabolite associé positivement avec le risque de cancer du côlon. 
Initialement, les métabolites constituant le lot des polyphénols mesurés par notre méthode 
avaient été sélectionnés pour certains d’entre eux, sur la base de leur formation par le 
microbiote a partir des polyphénols non absorbés au niveau duodénal et d’un rôle suppose 
protecteur contre diverses pathologies. Cependant les acides phénylpropioniques et 
phénylacétiques ne proviennent pas uniquement des polyphénols 471-472. L’acide 
homovanillique est également un produit du catabolisme de la dopamine et d’autres 
métabolites endogènes. Une étude très intéressante évoque un rôle ambiguë de l’acide 
homovanillique et lui attribue des faux positifs lors des screening de tumeurs sécrétrice de 
catécholamines 473. La recommandation serait d’éviter une alimentation riche en flavonols 
afin d’éviter des résultats faussement positifs. Il est néanmoins important de  noter que ces 
tests sont urinaires et dans un but de dépistage de  certaines tumeurs. Pour les études 
épidémiologiques de cohortes, les sujets sont théoriquement sains et dépourvus de tumeurs au 
moment du recrutement. Néanmoins, ces nouvelles données ouvrent des perspectives 
intéressantes avec notamment celle de définir le rôle de tous ces métabolites microbiens dans 
la carcinogénèse colorectale. 
 
Conclusion et perspectives 
 
Une sélection de 38 polyphénols représentatifs de la plupart des classes et sous classes 
trouvées dans l’alimentation a été proposée pour ces développements méthodologiques. Au-
delà des nombreuses études in vitro et in vivo qui soulignent pour certains polyphénols, un 
possible rôle dans la prévention de diverses maladies chroniques comme le cancer, la 
méthode nouvellement développée pourra être appliquée dans de futures études 
épidémiologiques pour étudier les associations en divers polyphénols et le risque de 
pathologies. Comme déjà évoqué, ces nouveaux outils devraient permettre la découverte de 
nouvelles associations comme celles décrites dans le chapitre VI.  
 
Cependant, vu la diversité des polyphénols issus de l’alimentation et en considérant les 
observations faites dans cette thèse, plusieurs éléments méritent d’être soulignés. Certains des 
polyphénols mesurés montrent de fortes corrélations entre eux. Même si des effets 
synergiques sont toujours possibles, le nombre des polyphénols mesurés pourrait être en 
partie réduit. D’autres polyphénols pourraient par contre être ajoutés à l’éventail des 
composés mesurés. Nous n’avons pu par exemple mesurer l’exposition aux anthocyanes, qui 
sont par leur structure chimique et instabilité plus difficiles à quantifier, surtout dans un 
contexte multi-résidus. L’acide syringique, métabolite microbien de la malvidine, l’une des 
principales anthocyanes consommées, pourrait être intéressant a mesurer. Ce composé devrait 
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être facilement quantifiable de par sa structure et a été proposé comme potentiellement 
responsable de l’effet bénéfique des anthocyanines sur l’inhibition de formation des ACF. 
 
Les résultats obtenus sur le cancer du côlon devront être répliqués dans d’autres études. Un 
projet est en préparation dans une cohorte japonaise ou de plus fortes concentrations en equol 
sont attendues. Par ailleurs, une étude sur les polyphénols et le cancer de la thyroïde dans la 
cohorte EPIC est également programmée. Il sera également important pour l’interprétation 
des données obtenues de connaitre la variabilité intra-individuelle des teneurs plasmatiques 
des polyphénols mesurés. Ceci pourrait expliquer peut être certains résultats négatifs 
observées dans la présente étude prospective sur le cancer colorectal. 
 
Par ailleurs, les matrices biologiques utilisées classiquement dans les grandes études de 
cohortes restent le plasma ou sérum et dans une moindre mesure l’urine. Vu l’intérêt 
grandissant pour le microbiote, l’analyse de selles se focalise essentiellement par une analyse 
de flore bactérienne et éventuellement des métabolites associées.  Cependant il est assez 
délicat de prétendre que les métabolites retrouvés sont représentatifs de ceux générés par la 
flore microbienne sur toute la longueur du  côlon. Néanmoins, Il semble assez pertinent, il me 
semble, de changer de matrice biologique. En effet, les métabolites, quels qu’ils soient, 
circulent au niveau des capillaires, veines ou artères en présence des différents lymphocytes 
et surtout des hématies. Même si le plasma ou le sérum, après élimination des lignées 
cellulaires sanguines,  restent pour des raisons analytiques et biologiques une solution 
préférentielle, il n’est pas certain que ces matrices soient représentatives des métabolites 
circulants, au moins pour certaines classes de molécules. Les interactions  des polyphénols 
avec les membranes cellulaires, et protéines ont été bien étudiées,  comme discuté dans le 
chapitre II-4. La liaison du resveratrol et de la quercétine a été évaluée et il a été montré que 
50% et 75% de la quercétine et du resveratrol, respectivement, étaient liés aux hématies 474. 
Fiorani et coll., ont également montré que la quercétine était fortement concentrée au niveau 
des hématies 475-476 mais également dans d’autres types cellulaires  au niveau mitochondrial 
477 . Au-delà de l’activité local induite par ces polyphénols, il est également montré que ceux-
ci pouvaient dans certaines situations être libérés et avoir une action extracellulaire. En effet, 
Il a été suggéré que des phases de déconjugaison local au niveau tissulaire (pour le 
glucuronide  mais pas le sulfate) 478 et au niveau cellulaire 479 seraient la clef de l’activité  
biologique  des flavonoïdes et constitueraient le paradoxe des flavonoïdes.  Les métabolites 
retrouvés au niveau plasmatique ne sont au final qu’une image partielle de ce qui coexistent 
aux niveaux cellulaires (hématies) et qui est vraisemblablement en équilibre. Le sang total, et 
non pas une fraction de celui-ci représenté par le plasma,  irrigue les tissus et cellules. Dans 
ce contexte et même si depuis des décennies, la matrice majeure utilisée était sérique ou 
plasmatique, et pouvait à elle seule rendre compte d’un état de santé il semble judicieux 
aujourd’hui, en recherche, de se focaliser sur une image plus complète de ce tissu. 
 
La méthode de marquage isotopique différentiel développée dans la cadre de cette thèse a été 
appliquée pour la première fois dans une étude épidémiologique. Nous nous sommes 
focalisés sur les polyphénols alimentaires pour leur rôle présumé dans la prevention du 
cancer. La dérivatisation par le chlorure de dansyle a été sélectionnée pour marquer ces 



147 
 

composés phénoliques. Des méthodes similaires avec d’autres agents de dérivatisation 
pourront également être utilisées à l’ avenir pour le dosage d’autres composés d’intérêt 
comme les acides carboxyliques ou les cétones. Les composés devront être sélectionnés en 
fonction de leur pertinence biologique. Dans le cas du cancer colorectal, les acides biliaires et 
les acides à chaine courte comme l’acide butyrique seraient potentiellement de bons candidats 
en raison de leur implication possible dans ce cancer. De futures études épidémiologiques 
similaires à celle effectuée dans le cadre de cette thèse pourront alors être conduites pour 
étudier les associations entre ces autres composés et le risque de cancer colorectal.  
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