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Résumé

Les études épidémiologiques ont associé avec des niveaux de preuve élevés les
consommations de viande rouge (« probable ») et de charcuterie (« convaincant ») au risque
de cancer colorectal. Les travaux expérimentaux ont permis d’identifier le fer héminique
comme étant un facteur central pour expliquer I'effet cancérigene de ces viandes. Son effet
serait expliqué par sa capacité a catalyser la néoformation d’alcénals issus de la peroxydation
des lipides au niveau de la lumiére colique. D’autre part, il a été montré que le stress
psychologique et I'anxiété entrainent une augmentation de la perméabilité de la barriére
épithéliale intestinale. Dans cette thése, nous avons fait I’'hypothese que le stress
psychologique et I'anxiété, en raison de leur effet délétére sur la fonction de barriére de
I'intestin, pourraient augmenter le risque de cancer colorectal associé a la consommation de
viande rouge et charcuterie. Cette hypothése a été étudiée grace a une apporche
multidiscplinaire combinant études épidémiologiques et expérimentales. Une étude
épidémiologique sur la cohorte Nutrinet-Santé nous a permis de montrer que le risque de
cancer (toutes localisations confondues et colorectal) associé a la consommation de viande
rouge et charcuterie était augmenté de maniéere plus importante chez les participants anxieux
gue dans la population générale. Des résultats similaires ont été obtenus pour I'association
entre le fer héminique provenant de ces viandes et le risque de cancer. Une étude
expérimentale menée chez la souris (C57BI6/J) nous a permis de montrer que le stress de
séparation maternelle augmentait la génotoxicité et I’hyperprolifération induites par le fer
héminique sur la muqueuse colique. Enfin, des expérimentations menées sur un modele
cellulaire de barriére épithéliale intestinale (Caco-2) nous ont permis de montrer que
'augmentation de perméabilité induite in vitro par des cytokines inflammatoires
n‘augmentait pas la cyto- et génotoxicité des alcénals. Dans I'ensemble, ces résultats
suggerent que I'effet cancérigene du fer héminique provenant de la consommation de viande
rouge et de charcuterie pourrait étre augmenté par le stress psychologique et I'anxiété par

des mécanismes qui demandent encore a étre explorés.



Abstract

Epidemiological studies show high-evidenced associations between the consumption of red
("probable") and processed ("convincing") meats with colorectal cancer risk. Experimental
studies have identified heme iron as a central factor explaining the carcinogenic effect of red
and processed meats. Its effect would be explained by its ability to catalyze the luminal
neoformation of alkenals resulting from lipid peroxidation. On the other hand, it has been
shown that psychological stress and anxiety lead to an increased permeability of the intestinal
epithelial barrier. In this thesis, we hypothesized that psychological stress and anxiety, due to
their deleterious effect on the intestinal barrier function, could increase the risk of colorectal
cancer associated with the consumption of red and processed meat. This hypothesis has been
investigated through a multi-disciplinary approach combining epidemiological and
experimental studies. An epidemiological study on the Nutrinet-Santé cohort showed that
overall and colorectal cancer risk associated with the consumption of red and processed meat
was increased more significantly among anxious participants than in the general population.
Similar results were obtained for the association between heme iron from these meats and
cancer risk. An experimental study in mice (C57BI6/J) showed that early life stress increased
the genotoxicity and hyperproliferation induced by heme iron on the colonic mucosa. Finally,
experiments on a cellular model of the intestinal epithelial barrier (Caco-2) showed that the
increased permeability induced in vitro by inflammatory cytokines did not increase the cyto-
and genotoxicity of alkenals. Overall, these results suggest that the carcinogenic effect of
heme iron from red and processed meat consumption could be increased by psychological

stress and anxiety through mechanisms that still need to be explored.
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file://///TLS-TOX-NAS/HOME$/mbeslay/Bureau/MAnuscrit%20thèse/Thèse%2005.02.21.docx%23_Toc63425432
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file://///TLS-TOX-NAS/HOME$/mbeslay/Bureau/MAnuscrit%20thèse/Thèse%2005.02.21.docx%23_Toc63425443
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file://///TLS-TOX-NAS/HOME$/mbeslay/Bureau/MAnuscrit%20thèse/Thèse%2005.02.21.docx%23_Toc63425444
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file://///TLS-TOX-NAS/HOME$/mbeslay/Bureau/MAnuscrit%20thèse/Thèse%2005.02.21.docx%23_Toc63425463
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file://///TLS-TOX-NAS/HOME$/mbeslay/Bureau/MAnuscrit%20thèse/Thèse%2005.02.21.docx%23_Toc63425470
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file://///TLS-TOX-NAS/HOME$/mbeslay/Bureau/MAnuscrit%20thèse/Thèse%2005.02.21.docx%23_Toc63425479
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Contexte bibliographique

CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

Ce contexte bibliographique, en plus de la présentation de I'état de I’art sur les principaux
sujets de cette these que sont le cancer colorectal, I’effet cancérigéne de la viande rouge et
de la charcuterie, la barriére intestinale et le stress psychologique, met en évidence la
nécessaire complémentarité entre études expérimentales et observationnelles pour

explorer les relations alimentation-cancer et établir les recommandations nutritionnelles.

La premiere partie présente les principales caractéristiques épidémiologiques et

mécanistiques du cancer colorectal.

La deuxieme partie détaille les différents types d’études scientifiques qui explorent les liens

entre alimentation et risque de cancer, ainsi que les critéres de Hill qui permettent de juger

du niveau de preuve d’une association.

La troisieme partie recense les principaux organismes nationaux et internationaux chargés de

la prévention du cancer, et résume leur démarche pour mettre en évidence les liens entre
alimentation et risque de cancer et aboutir a la mise en place de recommandations

nutritionnelles.

La guatriéme partie est consacrée aux liens entre consommation de viande rouge et de

charcuterie et risque de cancer colorectal, et détaille les mécanismes proposés pour expliquer
ces liens. Nous nous intéressons plus particulierement au fer héminique, proposé comme
étant le principal facteur responsable de I'effet cancérigéne de la viande rouge et de la

charcuterie.

La cinquiéme partie définit le concept de barriére intestinale et introduit la notion de

perméabilité intestinale, aprés une bréeve description anatomique de I'intestin.

La sixieme partie définit les notions de stress psychologique et d’anxiété et détaille les

mécanismes par lesquels le stress augmente la perméabilité intestinale.

La septieme partie énonce les hypothéses retenues pour cette thése et en précise les

objectifs.
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1. LE CANCER COLORECTAL

Les données sur la prévalence et l'incidence du cancer colorectal montrent que cette
pathologie est devenue un probléeme de santé majeur. L’état actuel des connaissances sur la
pathogéneése et les facteurs de risque du cancer colorectal permettent de conclure qu’il est
possible de prévenir une partie des cas incidents par une modification du mode de vie, et

notamment de I'alimentation.

1.1. Prévalence, incidence et mortalité du cancer colorectal

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 43,8 millions de personnes sont atteintes de
cancer a travers le monde. 18,1 millions de nouveaux cas de cancers et 9,6 millions de déces
liés au cancer ont été recensés dans le monde en 2018. Un homme sur cing et une femme sur
six dans le monde développeront un cancer au cours de leur vie, et un homme sur huit et une

femme sur 11 meurent de cette maladie (Bray et al. 2018).

Selon le rapport du Global Cancer Observatoy (GLOBOCAN) de 2018, le cancer colorectal (CCR)
représente 10,2% des cas incidents de cancers dans le monde (Bray et al. 2018). Il s’agit du
deuxiéme cancer le plus meurtrier (9,2% des déces par cancer) aprés le cancer des poumons
et du 3°™¢ cancer le plus fréquent aprés le cancer des poumons et le cancer du sein. Le CCR
est le 3°™ cancer le plus fréquent chez les hommes, aprés le cancer des poumons et le cancer
de la prostate, et il est le 2™ cancer le plus fréquent chez les femmes, aprés le cancer du sein.
1,85 millions de nouveaux cas de CCR sont diagnostiqués chaque année et il est responsable
de plus de 860 000 déces par an. Le taux de survie moyen a 5 ans pour les personnes atteintes
d'une maladie diagnostiquée a un stade précoce (stades | et Il) est d’environ 90% mais il passe

a 13,1% lorsque le cancer est diagnostiqué a un stade avancé (Simon 2016).

Le taux d'incidence du CCR varie considérablement entre les régions du monde en fonction
du développement socio-économique (Figure 1). Le taux d'incidence a tendance a augmenter
proportionnellement a l'augmentation de l'indice de développement humain (IDH). La
croissance démographique, le développement social et économique ainsi que le vieillissement

de la population participeraient a 'augmentation du nombre de cas de cancer.
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Figure 1 : Incidence du cancer colorectal en 2018 dans le monde
(Bray et al. 2018)

En France, 43 336 nouveaux cas de cancer colorectaux ont été recensés en 2018 (23 216
hommes et 20 120 femmes). Ce cancer constitue la deuxiéme cause de décés par cancer: 17
117 déces par CCR estimés en 2018 en France (9 294 hommes et 8 390 femmes) (Defossez et

al., 2019).

1.2. Etapes de la carcinogénése colorectale

Entre 5 et 10% des cas de cancers colorectaux seraient des formes héréditaires, mais la grande
majorité des cas sont des formes sporadiques (Stoffel and Yurgelun, 2016). Les CCR
apparaissent le plus souvent au niveau de la muqueuse et s’étendent ensuite aux autres

couches de la paroi colique au fur et a mesure qu’ils se développent.

= Voies impliquées dans la carcinogénése colorectale

La grande majorité des CCR, que ce soient les formes héréditaires ou sporadiques, présentent
une instabilité génétique, ces instabilités se présentent sous au moins deux formes : il peut
s’agir d’instabilité chromosomique (qui conduit a des anomalies visibles a I'échelle
chromosomique) ou d’instabilité génomique induite par des anomalies de réparation des

mésappariements des bases de I’ADN.
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Il existe trois grandes voies distinctes responsables du développement du cancer colorectal

(Figure 2):

A

Contexte bibliographique
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Figure 2 : Les différentes voies de développement de la carcinogénese colorectale (Dekker et al. 2019)
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La « séquence adénome-carcinome », qui correspond a une séquence de mutations
responsables de I’évolution d’'un adénome en carcinome, est a l'origine de 70 a 90 % des
CCR: cette séquence correspond aux formes sporadiques et de type polypose
adénomateuse familiale (PAF ou FAP en anglais pour Famillial Adenomatous Polyposis)
décrites ci-dessous. La mutation du géne APC constitue la premiére étape de cette voie,
qui est responsable de phénotypes d'instabilité chromosomique. Les mécanismes
impliqués dans le développement de la PAF et des CCR sporadiques sont détaillés plus bas.
La voie des adénomes dentelés (10 a 20 % des CCR). Cette voie est associée aux mutations
des génes KRAS et BRAF, et a une instabilité épigénétique, caractérisée par le phénotype
de méthylation des flots CpG. Ces types de CCR peuvent aussi étre caractérisés par des
phénotypes de microsatellites stables, dans le cas ou les tumeurs acquiérent par la suite
une mutation sur le géne antitumoral P53 conduisant a une activation de voies pro-
oncogenes par exemple, ou a des phénotypes de microsatellites instables, dans le cas ou
les tumeurs acquiérent une mutation au niveau d’un géne de réparation des

mésappariements des bases de ’ADN (MMR) par exemple (Nguyen et al., 2020).
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e La voie impliquant des mutations dans les génes du systeme de détection des
mésappariements des bases de 'ADN au moment de la réplication, induisant un
phénotype d’instabilité des microsatellites, et correspondant au syndrome de Lynch (2 a

7 % des CCR) décrit ci-dessous. (Dekker et al., 2019)

= Le géne adenomatous polyposis coli (APC)

Un des premiers événements dans l'initiation et la progression de la majorité des cas de CCR
est la survenue de mutations au niveau du géne suppresseur de tumeur APC. Des mutations
somatiques de ce gene sont en effet retrouvées dans 60 a 80% des cancers colorectaux
sporadiques. Et la polypose adénomateuse familiale résulte d’'une mutation germinale au

niveau de ce géne (Narayan and Roy, 2003; Zhang and Shay, 2017).

Le géne APC est situé sur le chromosome 5q21-q22. Il est composé de 8535 nucléotides et
s'étend sur 21 exons. Ce gene code pour une protéine de 310 kDa qui est composée de 2843
acides aminés. Environ 75% de la séquence codante est située sur I'exon 15, qui semble étre
la région la plus fréquemment touchée par des mutations germinales et somatiques. La
protéine APC joue un role dans I'adhésion cellule-cellule, la migration cellulaire, la ségrégation
chromosomique et I'apoptose dans la crypte colique (Fearon and Vogelstein, 1990; Zhang and

Shay, 2017).

La protéine APC, via sa liaison a la B-caténine, inhibe la voie de signalisation Wnt. En effet, a
I’état basal, le « complexe de destruction » constitué des protéines APC, Axine, Caséine kinase
et GSK-3b (glycogen synthase kinase 3 beta) est responsable de la phosphorylation de la B-
caténine entrainant sa dégradation par le systeme ubiquitine-protéasome. La perte de la
protéine APC provoque lI'activation de la voie Wnt et I’'accumulation de la B-caténine dans le
cytoplasme. La B-caténine va alors migrer dans le noyau ou elle agit comme un coactivateur
transcriptionnel, activant I'expression de génes impliqués dans le contréle la prolifération et

la différenciation cellulaire (Figure 3).

La protéine APC interagit également avec les microtubules qui ont un role fondamental dans
la séparation du fuseau mitotique. Une anomalie de la protéine APC entraine donc une
augmentation de la fréquence des anomalies chromosomiques au moment de la division

cellulaire.
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Figure 3 : Voie de signalisation Wnt, inactivée en absence du ligand Wnt (a gauche) ou activée
en présence du ligand Wnt (a droite) (Stampella, Monteagudo, and Lories 2017).

1.3. Les cancers héréditaires

Les deux principaux types de cancers héréditaires sont la polypose adénomateuse familiale
(PAF) et le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC en anglais pour Hereditary

Non-Polypolsis Colon Cancer).

1.3.1. Le cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) ou syndrome de

Lynch

Le syndrome de Lynch est le CCR héréditaire le plus courant, mais il ne représente que 3%
des cas de CCR. Il s’agit d’'une maladie génétique héréditaire autosomique dominante
provoquée par une mutation germinale dans I'un des géenes MMR. Les personnes atteintes
de ce syndrome présentent un risque de développer un CCR au cours de leur vie qui est de

I'ordre de 10% a 50 ans et 40% a 70 ans (Bansidhar and Silinsky, 2012).

Chez les sujets atteints du syndrome de Lynch, la plupart des adénomes présentent une perte
d'expression d'une protéine MMR et une instabilité des microsatellites (Pellat et al., 2019).
Les microsatellites sont de courtes répétitions de mono, di ou trinucléotides dans une région

non codante du génome humain. Les motifs de répétition de ces microsatellites sont propres
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a chaque individu et sont transmis intacts aux cellules filles au moment de la réplication. Des
tumeurs qui présentent une instabilité des microsatellites se développent chez les patients
atteints du syndrome de Lynch en raison de la transmission d'une mutation germinale dans
les mécanismes de réparation de la disparité de I'ADN. Le corps humain posséde plusieurs
mécanismes différents pour réparer les décalages de paires de bases dans I'ADN répliqué. Au
moment de la réplication de I’ADN, I’ADN polymérase peut occasionnellement faire des
erreurs d’appariement des nucléotides. Ces erreurs se produisent le plus souvent dans des
séquences nucléotidiques répétitives comme celles observées dans les microsatellites. Des
mécanismes de réparation des mésappariements existent pour corriger ces nucléotides mal
appariés dans I'ADN nouvellement répliqué. Notamment, les genes MMR sont impliqués dans
la détection de ces mésappariements. Les patients atteints du syndrome de Lynch ont hérité
d'au moins un alléle défectueux d'un gene MMR : trés généralement les génes MLH1 ou
MSH2, MSH6 plus rarement et PMS2 exceptionnellement. Cela provoque des variations au
sein des microsatellites, se manifestant par un gain ou une perte de la longueur de répétition.
Ces mutations dans les mécanismes de détections des mésappariements augmentent
considérablement le risque de développer des mutations spontanées, facilitant la

cancérisation de ces cellules.

1.3.1. Polypose adénomateuse familiale

La PAF est la deuxieme plus courante forme de cancer héréditaire aprées le syndrome de Lynch.
Il s’agit cependant d’un syndrome rare qui représente moins de 1% de tous les cas de CCR.
Les personnes atteintes par ce syndrome présentent des centaines ou des milliers d'adénomes
coliques débutant a I'adolescence (Lung et al., 2015). Les symptémes sont peu fréquents chez
I'adolescent jusqu'a ce que les adénomes soient importants et provoquent un saignement
rectal ou méme une anémie. Presque tous les patients développent un CCR s'ils ne sont pas
diagnostiqués et traités a un stade précoce. Cette forme de cancer est cependant rare
aujourd'hui car la majorité des patients sont diagnostiqués avant que le cancer ne se
développe, et une ablation partielle ou totale du colon est souvent réalisée (Bansidhar and

Silinsky 2012).

La PAF résulte d'une mutation germinale, le plus souvent de décalage de cadre ou non-sens,

au niveau du gene APC. |l existe des variantes de la PAF en fonction du nombre de polypes ou
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des manifestations extra-coliques. La PAF atténuée est une forme moins grave de la maladie,
caractérisée par moins de polypes adénomateux, un age plus tardif d'apparition des

adénomes et du cancer, et un risque plus faible de développer un CCR.

La gravité de la PAF dépend de la localisation de la mutation sur le géne APC: des mutations
entre les codons 1250 et 1465 sont associées a une forme plus agressive alors que des

mutations dans des régions 5’ et 3’ sont associées a une PAF atténuée (Figure 4) (Leoz et al.,
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Figure 4 : Corrélation génotype-phénotype pour le gene APC (Leoz et al. 2015)

Plus de 70% des patients atteints de PAF développent des manifestations extra-intestinales,
telles que des ostéomes multiples, des anomalies dentaires et diverses autres lésions
localisées dans tout le corps. De la méme maniere que la PAF classique, la gravité des
manifestations extra-intestinales dépend de la localisation de la mutation au niveau du gene

APC (Dinarvand et al., 2019).

1.4. Les cancers sporadiques

Les cancers sporadiques sont les cancers colorectaux les plus fréquents. Ces formes de CCR
se développent lentement sur plusieurs années selon un processus progressif allant de
I’adénome au carcinome (Kinzler and Vogelstein, 1996). La majorité des CCR sporadiques sont
caractérisés par I'accumulation séquentielle de mutations. Il n’existe pas de schéma unique
des modifications génétiques conduisant au développement du CCR, néanmoins, certaines

séquences de mutations sont particulierement fréquentes. Un modeéle de mutations
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séquentielles permettant de passer de I'adénome au carcinome est représenté dans la Figure

5 (Walther et al., 2009).
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Figure 5: Modeéle de séquence adéome-carcinome pour l'instabilité chromosomique dans le cancer
colorectal (Walther et al. 2009)

Des mutations du géne APC sont présentes dans 70 a 80% des adénomes colorectaux (Kinzler
and Vogelstein 1996). Ces mutations semblent faire partie des éveénements les plus précoces
puisqu’elles sont également présentes dans les petits polypes bénins. L'implication de la
protéine APC dans le cancer colorectal résulterait principalement de sa fonction de régulation
de la protéine B-caténine dans la voie de signalisation Wnt. Parmi les tumeurs ne présentant
pas de mutation au niveau du géne APC, plusieurs possedent des mutations activatrices au
niveau de la voie Wnt telles que la mutation du géne codant la B-caténine (Novellasdemunt

etal., 2015).

La plupart des adénomes présentant des mutations au niveau du gene APC, évolueront en
carcinome par l'acquisition ultérieures de mutations, notamment des mutations activatrices
au niveau du géne KRAS. Des mutations somatiques de KRAS se trouvent dans environ 40%
des CCR, en général au niveau du codon 12. Les protéines RAS sont des petites GTPases qui
jouent un role important dans la division cellulaire, la différenciation cellulaire et I'apoptose.
La voie de signalisation ERK (Extracellular signal-regulated kinases), qui est impliquée dans le
contréle de la progression du cycle cellulaire, est régulée par K-RAS. En activant cette voie de
signalisation, la protéine K-Ras participe a I'augmentation de la prolifération, et est donc

considérée comme proto-oncogéne (Nguyen et al., 2020).
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L’étape suivante menant a I’évolution de I'adénome en carcinome correspond a des mutations
au niveau du bras long du chromosome 18. SMAD4, un géne situé sur ce chromosome, est un
membre de la voie de signalisation TGF-B (transforming growth factor beta). Cette voie de
signalisation joue un rdle essentiel dans la régulation de la croissance, de la différenciation et
du développement cellulaire. SMAD4 est un géene suppresseur de tumeur impliqué dans de
nombreux processus biologiques tels que le cycle cellulaire et I'apoptose, et la mutation de ce

géne favorise la tumorigenése (Zhao, Mishra, and Deng 2018).

1.5. Facteurs de risques du cancer colorectal

Le CCR est une maladie multifactorielle impliquant des facteurs de risque génétiques,
environnementaux et liés au mode de vie (Brenner, Kloor, and Pox 2014). Nous avons vu que
la composante héréditaire expliquerait 5 a 10% des cas de CCR, mais le mode de vie joue
également un réle majeur dans la survenue et le développement du CCR. Les principaux
facteurs de risques liés au mode de vie qui augmentent le risque de développer un CCR sont
une forte consommation d'alcool, I'obésité, l'inactivité physique et une alimentation riche
en viande rouge et charcuterie (Cho et al., 2019). En France, plus de la moitié (56%) des cas
de CCR seraient attribuables a des facteurs de risque évitables (Soerjomataram et al., 2018).
Tous les mécanismes par lesquels ces facteurs modifient le risque de CCR ne sont pas encore
complétement compris, il semblerait que les effets biologiques de chaque facteur soient de

nature pléiotropique.

La prévention du CCR est devenue un probléeme majeur de santé publique ces derniéres
décennies. Selon le WCRF (World Cancer Research Fund), le CCR est I'un des cancers les plus
faciles a prévenir et plus de 40% des cas pourraient étre évités par un changement de mode

de vie, y compris une modification de son alimentation.

Plusieurs approches ont été utilisées pour explorer les relations alimentation-cancer, que
nous allons maintenant détailler. Les organismes chargés de la prévention du cancer

s’appuient sur la synthése de ces études pour établir des recommandations nutritionnelles.
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2. ALIMENTATION ET RISQUE DE CANCER: LES
DIFFERENTES APPROCHES

L'incidence de cancer augmente chaque année depuis 30 ans en France et dans le monde,
principalement en raison du vieillissement de la population et de I'amélioration des méthodes
de diagnostic, et il représente aujourd’hui la premiére cause de mortalité prématurée en
France. Les recommandations nutritionnelles, qui occupent une place majeure dans la
prévention des cancers, sont établies a partir de synthéses de la littérature. Les études qui
explorent les liens entre I'alimentation et le risque de cancer peuvent étre regroupées en deux
grandes catégories: les études épidémiologiques observationnelles et les études
interventionnelles (épidémiologiques, in vivo et in vitro). Alors que les études
épidémiologiques observationnelles mettent en évidence des associations entre des groupes
d’aliments et la présence ou la survenue de cas de cancer, les études interventionnelles
permettent d’établir un lien de causalité et explorent les mécanismes biologiques expliquant

les associations mises en évidence par les études observationnelles.

2.1. Approche épidémiologique observationnelle

2.1.1. Types d’études épidémiologiques observationnelles

L'OMS définit I'épidémiologie comme « une étude de la distribution des maladies et des
invalidités dans les populations humaines, ainsi que des influences qui déterminent cette
distribution ». Les études épidémiologiques permettent d’évaluer la fréquence d’une maladie
dans une population et d’identifier les facteurs de risques dans le but de prévenir I'apparition
de maladies. On peut différencier les études observationnelles, dans lesquelles I'investigateur
n’‘intervient pas, des études d’intervention. Les études observationnelles peuvent étre
descriptives (description d’'une maladie dans une population) ou analytiques (analyse des
relations entre plusieurs variables). Il existe quatre types d’études analytiques, les relations
alimentation-santé étant explorées principalement par des études cas-témoin ou par des

études de cohorte :

Les études écologiques sont des études dans lesquelles les analyses sont réalisées sur des

groupes d’individus et qui permettent principalement de formuler des hypotheses. Par
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exemple, une récente étude écologique a exploré I'association entre les déterminants sociaux
de santé et le rapport mortalité/incidence de cancer dans le monde. Cette étude a montré
qgue les populations ayant un meilleur systeme d’éducation, des revenus plus élevés, moins
d’inégalités, des politiques et des programmes actifs de lutte contre le cancer et des systemes
de santé performants étaient celles qui avaient les plus faibles rapports mortalité/incidence
de cancer, pour les cancers du poumon, du sein, du col de I'utérus et le CCR (McDaniel et al.,

2019).

Les études transversales mesurent |'exposition et la prévalence d’'une maladie a3 un méme
temps donné. Par exemple une étude menée chez les mexicains-américains a montré que la
consommation de fruits et légumes était inversement associée au nombre de cancer dans
cette population (Wu et al., 2019)

Les études cas-témoin sont effectuées sur les personnes atteintes d’'une maladie que I'on
souhaite étudier et sur un groupe témoin approprié. Par exemple, EPICAP est une étude cas-
témoin qui explore le role des facteurs de risque environnementaux et génétiques chez les
sujets de moins de 75 ans atteints d’un cancer de la prostate en population frangaise
(Menegaux et al., 2014). Dans les études cas-témoin, les données sont recueillies sur les
causes possibles de la maladie qui sont survenues avant I'entrée dans I’étude. Ce sont des
études longitudinales (évolution dans le temps) rétrospectives (on regarde ce qui s’est passé
avant I'entrée dans I'étude). Lorsque I'on étudie les liens entre alimentation et cancer, les
participants doivent donc se rappeler de ce qu’ils ont mangé dans le passé, ce qui est source
d’erreur, on parle de biais de mémoire (« recall bias » en anglais).

Les études de cohortes impliquent I'inclusion de sujets « sains » qui sont suivis dans le temps.
Il s’agit d’études longitudinales (suivi dans le temps) prospectives (I’'exposition est mesurée
avant la survenue de la maladie). Ces études reposent sur la collecte d’informations sur des
sujets suivis dans le temps, via des questionnaires. Cela permet de comparer l'incidence
d’événements de santé en fonction des caractéristiques des participants. Ces études
n’impliquant pas d’intervention mais un suivi observationnel des participants, l'inclusion de
participants est plus facile que pour une étude interventionnelle, et un nombre important de
participants peut étre inclus dans les études de cohorte. Les vastes études de cohortes
occupent un réle central dans l'identification des déterminants de santé publique.

Cependant, dans les études de cohorte, I'ensemble des facteurs pouvant intervenir dans la
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relation nutrition et cancer ne pouvant étre controlés, la mise en évidence d’une association
ne permet pas de conclure de fagon formelle a une relation causale méme si les criteres de
Hill (voir page 32) permettent de juger du niveau de preuve. Un biais supplémentaire est que
la cohorte est rarement completement représentative de la population générale, il est donc
difficile de généraliser les résultats a la population générale. En France, il existe plusieurs
études de cohorte investiguant les liens entre mode de vie/alimentation et risque de cancer,

nous détaillons ci-dessous I'exemple de la cohorte Nutrinet-Santé.

2.1.2. Exemple d’une vaste étude de cohorte francaise : Nutrinet-Santé

Les études de cohortes prospectives portant sur de trés grandes populations ont un réle
majeur dans la mise en évidence des associations entre I’alimentation et le risque de maladies
telles que le cancer. Elles nécessitent une estimation précise des apports alimentaires et des
évenements de santé et la collecte des informations utiles permettant le controle des facteurs

de confusion potentiels.

Nutrinet-Santé est une large étude de cohorte prospective francaise basée sur internet et
dont I'objectif général est d’étudier les relations entre notre alimentation et les événements
de santé. Le recrutement des participants, basé sur le volontariat, a été lancé en mai 2009 et
se poursuit encore aujourd’hui. Le suivi des participants se fait par des questionnaires en

ligne, sur un site dédié (www.etude-nutrinet-sante.fr). Cette étude est caractérisée par une

évaluation détaillée des expositions alimentaires et un suivi régulier des événements de
santé. Les participants répondent en lignes a des questionnaires portant sur I'alimentation, le
mode de vie, les données anthropométriques, les données de santé et I'activité physique

(Hercberg et al., 2010).

Plus de 171 000 participants sont actuellement inclus dans cette étude, et plusieurs milliers
d’évenements de santé (incidence de cancers, de maladies cardiovasculaires etc.) ont été
rapportées depuis le lancement de la cohorte. Cette vaste cohorte permet de mettre en
évidence des associations entre I’alimentation et la survenue de maladies, et d’identifier
des aliments ou groupes d’aliments a risque ou protecteurs. Cette vaste étude de cohorte a
donné lieu a la publication de plusieurs centaines d’articles scientifiques dans des revues
internationales, dont beaucoup ont été pris en compte dans les expertises collectives

internationales sur les liens entre alimentation et santé.
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2.1.3. Les méta-analyses

Les revues systématiques de la littérature sont des études regroupant I'ensemble des
résultats des études indépendantes menées sur un sujet précis. Elles peuvent inclure une
méta-analyse, qui est une méthode statistique de combinaison et de synthése de I'ensemble
de ces résultats. La méta-analyse est un outil de synthése puissant qui repose sur une
méthodologie rigoureuse et reproductible, permettant de tirer des conclusions a partir de
I’'ensemble des données publiées sur un sujet. Il s’agit d’'une étude dite secondaire car elle
regroupe les résultats d’études publiées indépendamment, et la qualité des études inclues
joue un réle majeur dans la qualité globale de la méta-analyse. De plus, le nombre d’études
inclues dans la méta-analyse doit étre suffisamment important pour pouvoir réaliser des tests
statistiques, et le niveau de preuve de chaque étude inclue doit étre pris en compte pour
pouvoir estimer le niveau de preuve global. La complexité la méta-analyse réside dans la prise
en compte de I'hétérogénéité lice au regroupement de données provenant de différentes

études aux différents designs et protocoles (Paul and Leibovici, 2014).

Les méta-analyses occupent une place essentielle dans la mise en évidence des liens entre
alimentation et risque de cancer : les organisations nationales et internationales se basent
sur les résultats de méta-analyses pour déterminer quels sont les aliments ou groupes

d’aliments qui augmentent ou au contraire diminuent le risque de cancer.

2.2. Approches interventionnelles

Les associations observées dans les études épidémiologiques doivent étre complétées par des

études expérimentales qui vont explorer la plausibilité des mécanismes biologiques proposés.

La force des approches expérimentales réside dans la possibilité de ne faire varier qu’un seul
parametre a la fois. Ainsi, ces études permettent de valider ou invalider une hypothese
d’association positive ou négative entre ce parametre et le risque de survenue de la maladie,
basée sur des études d’observations. Elles sont indispensables pour prouver I’existence d’un

lien causal.

2.2.1. Etude d’intervention chez I'Homme

Les études d’interventions avec le niveau de preuve le plus élevé sont les essais randomisés

en aveugle. Dans ce type d’études, les individus sont répartis aléatoirement soit dans un
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groupe contrdle soit dans le groupe d’intervention (randomisation) et ni le participant ni
I’expérimentateur ne connaissent cette répartition (double aveugle). Ainsi on élimine les biais
liés a la sélection de l'individu et on réduit les biais liés aux facteurs de confusion. Cette
approche méthodologique est essentielle dans I'obtention de la preuve d’une relation causale
entre le facteur nutritionnel étudié et le risque de cancer. Il existe deux types d’études
interventionnelles chez ’'THomme pour explorer le lien entre I'alimentation et le risque de CCR:
on peut étudier I'effet d’un (groupe d’)aliment ou nutriment sur I'incidence de cas ou sur la
récurrence de polypes. Cependant, il est difficile d’intervenir sur I'alimentation sans que les
participants en aient conscience. De plus, dans une étude d’intervention nutritionnelle, on
peut mesurer I'impact d’'un facteur nutritionnel protecteur seulement, mais il n’est pas
possible, pour des raisons éthiques, de mesurer I'impact d’un facteur nutritionnel présumé a

risque.

Cependant, en particulier pour les aliments associés a une augmentation du risque mais d’une
maniére générale aussi, des études a court terme chez des volontaires permettent d’explorer
la modulation par I'alimentation de biomarqueurs associés au risque de cancer. Des études
cliniques réalisées chez des volontaires sains ont par exemple permis de mettre en évidence
la présence de biomarqueurs fécaux associés a la promotion de la carcinogénése induite par
la charcuterie (Pierre et al., 2013). Ces études cliniques permettent donc de vérifier certaines
hypothéses générées par les études menées sur les animaux. Il a notamment été montré que
les nitrites de la charcuterie favorisent la production endogéne de composés N-nitrosés

(NOCs) chez des volontaires sains (Joosen et al., 2009).

2.2.2. Expérimentations in vivo chez I'animal

Les expérimentations sur les animaux (rongeurs) permettent d’étudier une association établie
par I'épidémiologie et les mécanismes d’action d’un facteur sur la survenue d’une maladie a
I’échelle d’un organisme entier. Appliqué a la relation alimentation-cancer, on peut étudier
les mécanismes d’action des aliments présumés a risque sur le processus de cancérogenese,
ce qui est impossible a faire chez ’'Homme. La combinaison d’étude épidémiologique
observationnelle chez I'Homme et d’étude expérimentale chez I'animal est donc
particulierement bien adaptée pour étudier I'effet cancérigéne d’un aliment ou groupe

d’aliment.
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L'autre avantage du modele animal est que l'on peut controler I’environnement de
I’expérimentation et ainsi réduire de maniére importante tous les biais liés aux facteurs de
confusion qui pourraient impacter la survenue de la maladie. De la méme maniére, le choix
des animaux permet de réduire les biais liés a I’hétérogénéité de la population (génotype etc.).
Il estimportant d’essayer de contrdler le plus de facteurs possibles (tels que le stress physique
ou psychologique, la douleur, etc.) qui peuvent impacter les résultats de ces

expérimentations.

Dans le cas du CCR, les modéeles animaux de carcinogénése colorectale ont largement

contribué a la mise en évidence d’aliments promoteurs.

= Modeéles murins de cancérogénése colorectale

Les études portant sur le CCR ont recours a plusieurs modeéles animaux en raison de la
diversité des mécanismes impliqués dans la carcinogénese colorectale. La méthode la plus
ancienne d’induction de CCR chez les animaux, et qui est encore trés utilisée aujourd’hui,
repose sur I'administration de composés chimiques cancérigénes (par alimentation, gavage
oral, ou par injection intrapéritonéale, sous-cutanée ou intramusculaire). Un composé
chimique couramment utilisé pour induire la carcinogénese colorectale chez le rat et la souris
est I'azoxyméthane (AOM), un agent cancérigene spécifique du célon. C'est le modeéle qui a
été utilisé par I'équipe PPCA pour montrer I'effet promoteur de la viande rouge et de la
charcuterie sur la carcinogenése colorectale chez le rat (Pierre et al., 2003, 2004). Le sulfate
de dextran sodique (DSS), utilisé pour simuler des maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin, combiné avec 'AOM a été utilisé comme modeéle de cancer induit par la colite
(Snider et al., 2016). L’avantage de ce modele induit chimiquement est qu’il reflete bien la
progression des foyers de crypte aberrants vers les adénomes et les carcinomes (séquence
adénome-carcinome) retrouvée chez I'humain (De Robertis et al.,, 2011). Cependant, les
carcinomes induits chimiquement présentent rarement des propriétés invasives et les
métastases sont généralement absentes (Burtin et al., 2020). Suite a la découverte des
différentes voies impliquées dans la carcinogénése colorectale, des modéles de souris
transgéniques ont été mis en place pour mimer des mécanismes moléculaires de la
carcinogeneése colorectale. La souris ApcM", nommeée ainsi en raison de sa prédisposition a la
formation de multiples néoplasmes intestinaux (Multiple intestinal neoplasia, Min), est le

premier modéele murin génétiguement modifié de cancer colorectal. Il s’agit de souris C57BI/6
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présentation une mutation hétérozygote pour le gene APC, qui joue un role essentiel dans la
carcinogéneése colorectale (Powell et al., 1992). La combinaison de ce modéle génétiguement
modifié avec I'administration de composés chimiques cancérigénes tels que I’/AOM accélére
I'apparition de tumeurs (Blrtin et al., 2020). Ces modeles transgéniques sont cependant
généralement trés couteux et le processus de sélection des souris implique |'utilisation de
nombreuses souris qui ne seront pas utilisées ni pour la reproduction ni pour la recherche,
soulevant des problemes éthiques. En effet, I'obtention de souris Min hétérozygotes nécessite
un grand nombre de souris car les souris Min femelles ne sont pas fertiles. Enfin, il existe des
modeéles de transplantation de greffons cancéreux (modeles PDX pour Patient-derived tumor
xenografts) qui offrent des perspectives intéressantes en matiére de recherche sur le cancer

(Birtin et al., 2020).

» Ftude des marqueurs précoces du CCR

L'étude de l'effet promoteur des aliments n’implique pas nécessairement d’utiliser des
modeles de cancérogéneése, elle peut se faire sur des animaux n’ayant pas d’induction de
cancer, en explorant des marqueurs précoces de la carcinogénése. Il a par exemple été
montré que I"hyperprolifération et la génotoxicité épithéliales coliques étaient associées a
une forte augmentation du risque de cancer colorectal chez 'Homme (Kinzler and Vogelstein,
1996). De plus, plus spécifiguement pour l'effet promoteur du fer héminique sur la
cancérogénése colorectale qui a été lié au moins en partie a une augmentation de la
peroxydation lipidique, des marqueurs de la peroxydation lipidique ont été utilisés dans les
modéles animaux et chez ’homme comme marqueurs de risque de CCR associé a 'apport en
fer héminique. Par exemple, le DHN-MA urinaire refléte le niveau de peroxydation lipidique
lié a I'apport en fer héminique et a été proposé comme étant un biomarqueur a court terme
du risque de cancer associé aux régimes a base de viande dans les études nutritionnelles
(Pierre et al., 2006). De plus, chez I’homme et chez les rongeurs, la peroxydation lipidique liée
a la consommation de viande conduit a 'augmentation des substances réagissant a I’acide
thiobarbituriques (TBARS) fécaux, qui constituent donc un biomarqueur global de la
peroxydation lipidique (Dimitrios, 2017). Ces marqueurs présentent l'avantage d’étre
mesurables dans les biofluides comme les féces (TBARS) et urines (DHN-MA), et peuvent donc

étre dosés de maniere non-invasive.
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Parmi les premieres études ayant proposé I’effet cancérigéne du fer héminique, certaines se
sont intéressées uniquement aux marqueurs précoces de la carcinogénése colorectale tels
qgue I'hyperprolifération des cellules épithéliales coliques et la cytotoxicité des eaux fécales,
sur des animaux « sains » (Sesink et al., 1999, 2000, 2001). Ces études ont grandement
contribué a I'hypothese de la cancérogénicité du fer héminique et a la compréhension des
mécanismes sous-jacents. Ces marqueurs précoces prédictifs de la carcinogénése colorectale
sont généralement utilisés dans des études court terme. Celles-ci sont plus faciles a mettre
en place que les études long terme de cancérogénese, qui impliquent une induction du cancer
et une expérimentation nutritionnelle de plusieurs mois pour voir apparaitre des tumeurs, ou

au moins des lésions pré-néoplasiques.

= Pertinence des modéles animaux et extrapolations a ’Homme

Les études animales sont nécessaires pour explorer les effets d’aliments ou agents présumés
a risque, en particulier dans le cas de la recherche sur le cancer. La faisabilité de ces études
est tres limitée chez I’humain en raison des problemes éthiques que cela souléve. Le principal
inconvénient des expérimentations animales est que la transposition a I’'Homme nécessite un
regard critique. Les études toxicologiques sont souvent effectuées sur les rongeurs car ils
partagent de nombreuses fonctions biologiques avec les humains. Les souris et les humains
partagent par exemple 99 % de leurs genes et présentent une homologie des systéemes
nerveux, cardiovasculaire, endocrinien, immunitaire, musculo-squelettique ainsi que d'autres
systemes d'organes internes (Landgraf et al., 2018). Cependant, les rongeurs et les humains
présentent des différences importantes concernant la durée de vie, le poids corporel, la
morphologie et le microbiote intestinal ainsi que I'expression de nombreux génes dont ceux

du métabolisme, qui peuvent influer sur I'effet cancérigéne ou protecteur d’un agent.

Une méta-analyse comparant les effets d’agents chimio-préventifs dans deux modeéles de
carcinogéneése colorectale chez le rongeur et chez des volontaires humains a montré que les
résultats concordaient globalement entre les études menées sur les rongeurs et celles menées
chez 'Homme. Il y avait une forte corrélation entre |'efficacité des agents suppresseurs de
tumeurs chez les souris Min et chez les rats induits a ’AOM. Cependant, en fonction des agents
testés, la corrélation entre les études animales et celles menées chez 'THomme était variable.
Les auteurs ont conclu que les études animales ne permettent pas de prédire avec précision

I'efficacité de tous les agents chimiopréventifs chez I'homme (Corpet and Pierre, 2005). Une
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revue de la littérature qui s’est intéressée aux modeles animaux de carcinogénése colorectale
et a leur concordance avec I’'Homme a conclu que la transposition des modéles animaux a
I'Homme était essentiellement dépendante du choix du modeéle animal, qui doit étre le plus

approprié possible a la question posée (Evans et al., 2016; Landgraf et al., 2018).

= Cadre éthique et réeglementaire

Le recours aux animaux de laboratoire reste nécessaire mais il ne peut se faire que dans un
cadre éthique, réglementaire et scientifique qui garantisse que ce recours est toujours
justifiable sur le plan éthique et légitime sur le plan scientifique. Un principe éthique
fondamental dans la mise en place et la conduite des expérimentations animales est le

principe des 3Rs (MacArthur Clark, 2018). Il s’agit de :

* Remplacer autant que possible les animaux par une espéce moins sensible. Ou si cela est
possible d’effectuer une étude ne nécessitant pas le recours a des animaux telle que les
études in vitro.

e Réduire le nombre d’études mais aussi le nombre d’animaux utilisés dans les
expérimentations

e Raffiner, c’est-a-dire améliorer les procédures scientifiques et limiter les contraintes

subies par les animaux

Le principe des 3Rs est intégré dans les législations et réglementations nationales et
internationales avec en particulier le NC3R anglais qui fait référence concernant la mise en
place de la réglementation sur ['utilisation des animaux de laboratoire

(https://www.nc3rs.org.uk/).

La mise ne place d’une expérimentation animale nécessite une autorisation de projet, des
personnes compétentes en expérimentations animales qui sont sous la responsabilité d’'une
personne en charge du bon déroulement de I’étude et de la conformité avec 'autorisation de
projet. Les expérimentations chez I'animal sont donc aujourd’hui encore indispensables pour
étudier la relation alimentation-cancer, en particulier pour I'’étude des aliments augmentant
le risque de cancer, bien que I’encadrement réglementaire et éthique indispensable de ces

expérimentations soit de plus en plus strict et ne facilite pas leur mise en place.
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2.2.3. Expérimentations in vitro

Les modeles in vitro offrent la possibilité d’explorer un mécanisme particulier de maniere
encore plus précise que les expérimentations in vivo chez I'animal, puisque le principe de ces

études repose sur I’'exploration des mécanismes au niveau cellulaire.

Ces approches permettent d’étudier plus finement les différentes étapes de la transformation
d’une cellule normale en une cellule tumorale, les facteurs de signalisation impliqués,
notamment dans la régulation du cycle cellulaire, ainsi que sa capacité de prolifération, de
migration et d’invasion. L’étude des facteurs nutritionnels ou de leurs métabolites dans ces
systémes peut apporter une information précise sur la ou les cibles potentielles sur lesquelles
ces facteurs agissent. Par rapport aux expérimentations in vivo, les expérimentations in vitro
n‘impliquent pas de manipulations d’animaux et sont donc soumises a un cadre réglementaire
et éthigue moins stricte. Cependant, dans les modeles in vitro, on ne prend pas en compte,
par définition, la totalité des parametres physiologiques, biochimiques, hormonaux qui
agissent, directement ou indirectement, sur le processus de cancérogenése, ce qui limite la
transposition du résultat a I’échelle d’un organisme. Par ailleurs, la dose d’exposition, souvent

élevée, pourrait refléter des actions pharmacologiques plutét que nutritionnelles.

Les études in vitro ont grandement contribué a la compréhension des mécanismes impliqués
dans la cancérogénicité de la viande rouge et de la charcuterie. Des études explorant les effets
des alcénals formés par la peroxydation lipidique héme-induite sur des lignées coliques
murines mutées ou non pour APC ont permis de mieux comprendre les mécanismes par
lesquels les alcénals augmentent le risque de cancer. En effet, il a été montré que la mutation
hétérozygote pour APC augmente la résistance des cellules a I'apoptose lors de I'exposition
aux alcénals cytotoxiques, leur offrant un avantage sélectif par rapport aux cellules saines
(Pierre et al., 2007). Ces lignées cellulaires « saines » (Apc +/+) ou précancéreuses (Apc Min/+)
présentent I'avantage d’étre adaptées a I’étude des mécanismes de promotion de la
carcinogéneése colorectale par des facteurs nutritionnels. En effet, ces modéles associant
cellules saines et de cellules mutées pour APC miment les stades précoces de la pathologie ou

les facteurs nutritionnels ont un poids important.
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2.3. Juger du niveau de preuve des associations

La prise en compte du niveau de preuve de la relation causale entre un facteur est la
survenue d’une maladie est nécessaire pour établir des recommandations de santé publique,
et notamment des recommandations nutritionnelles. Les critéres de Hill, établis par
I'épidémiologiste anglais Bradford Hill en 1965 dans le cadre de la controverse sur le réle
causal du tabac dans la survenue du cancer du poumon, permettent de discuter de la
plausibilité d’une relation causale mise en évidence par des études épidémiologiques. Les
critéres pour évaluer la causalité d’'une association sont les suivants :

1. Force de l'association : plus I'ampleur des effets liés a |'association est importante, plus

un lien causal est probable, méme si un faible effet n'implique pas une absence de lien de
causalité ;

2. Stabilité de l'association : I'association ne doit pas étre ponctuelle et isolée mais au
contraire elle doit étre retrouvée dans différentes populations et a différents moments ;

3. Cohérence de l'association : |'association doit étre cohérente avec les connaissances
actuelles disponibles concernant la maladie ;

4. Spécificité de I’association : une cause doit conduire a un seul effet ;
5. Relation temporelle : les causes doivent précéder les conséquences ;
6. Relation dose-effet : une exposition plus importante entraine des effets plus importants ;

7. Plausibilité biologique de I’association : I'association doit pouvoir étre expliquée par un
mécanisme biologique ;

8. Preuve expérimentale de I'association : I'association doit étre vérifiée par des études
expérimentales effectuées chez I'animal ou chez I'homme ;

9. Analogie de I'association : I'association doit présenter des analogies par rapport a
d’autres relations causales.

Il existe des critéres internes aux études épidémiologiques (I’existence d’une association
statistique entre I'exposition et la maladie, I'existence d’une relation dose-effet, I'absence
d’ambiguité temporelle etc.) mais également des critéres externes, et notamment la présence
de mécanismes biologiques démontrés de maniére expérimentale. Si une association est
proposée par les études épidémiologiques, la démonstration expérimentale de I'existence
d’un mécanisme biologique renforce le niveau de preuve de cette association. Cela
démontre la complémentarité entre les études épidémiologiques, qui mettent en évidence

des associations entre des groupes d’aliments et la survenue de la maladie, et les études
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expérimentales, qui explorent la plausibilité biologique de ces associations. Tous les critéres
ne doivent pas nécessairement étre remplis pour conclure a un lien causal, mais le niveau de

preuve du lien causal dépend du nombre de critéres remplis.

Encore aujourd’hui, les organismes nationaux et internationaux s’appuient sur ces critéres
pour établir les niveaux de preuve des associations entre alimentation et cancer et ainsi

adapter les recommandations nutritionnelles.

En conclusion, les études épidémiologiques observationnelles, et plus particulierement les
vastes études de cohorte, jouent un réle majeur dans la mise en évidence des associations
entre I'alimentation et le risque de cancer, a défaut d’études interventionnelles qui ne sont
pas réalisables chez ’'Homme pour des raisons éthiques pour les aliments augmentant le
risque de cancer. Ce sont les méta-analyses, dont le principe est de synthétiser I'ensemble
des résultats des études épidémiologiques sur un sujet précis, qui fournissent les éléments
nécessaires a lI'identification des aliments ou groupes d’aliments associés au risque de
cancer. Ces études épidémiologiques ont besoin d’étre complétées par des études
expérimentales in vivo chez I'animal et in vitro pour identifier les mécanismes impliqués
dans les associations qu’elles ont mises en évidence. Chacune des approches utilisées pour
étudier les relations alimentation-cancer présente des forces et des limites. L'ensemble des
résultats obtenus, et la concordance entre ces différentes approches permettent de juger
du niveau de preuve de la relation causale entre un facteur et la survenue d’'une maladie.
Lorsque ce niveau de preuve sur la relation alimentation-cancer est élevé, il va servir,
comme nous allons le voir, a I'élaboration des politiques de santé publiques visant a

prévenir le risque de cancer.
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3. RECOMMANDATIONS NUTRITIONNELLES POUR LA
PREVENTION DES CANCERS

Les organisations nationales et internationales chargées de la prévention du cancer ont établi
des méthodologies rigoureuses pour formuler des recommandations a partir de I'analyse de
la littérature scientifigue et des liens que celle-ci a démontrés entre facteurs

environnementaux et incidence des cancers.

3.1. Le World Cancer Research Fund (WCRF)

Le WCRF est la plus grande organisation mondiale impliquée dans la prévention du cancer.

Ses missions sont :

1) de financer la recherche sur le lien entre alimentation, activité physique, maintien du
poids et risque de cancer,
2) d’analyser I’'ensemble de la littérature scientifique dans ce domaine,

3) et d’informer sur les choix a faire pour réduire le risque de développer un cancer.

Le WCRF a mis en place les Systematic Literature Reviews (SLR) avec la rédaction des rapports
d’experts (1997, 2007 & 2018) résumant I'ensemble des données pour toutes les localisations
de cancer puis depuis 2006. Ces méta-analyses sont réalisées dans le cadre du Continuous
Update Project (CUP), dont I'objectif est d’analyser en continu la recherche sur les liens entre
I'alimentation, I'activité physique et le risque de cancer. Les recherches scientifiques du
monde entier sont continuellement ajoutées a la base de données du CUP, qui est conservée
et examinée par une équipe de |'Imperial College de Londres. Les SLR portent sur les
associations entre alimentation, nutrition, activité physique et le risque de cancer, et sont
conduites pour les différentes localisations de cancers. Un groupe d'experts indépendants
procéde a des évaluations continues de ces données, et leurs rapports constituent la base des
recommandations du réseau du WCRF en matiére de prévention du cancer. Ce processus
permet que chacun, y compris les décideurs politiques, les professionnels de la santé et le
public, ait acces aux informations les plus récentes sur la maniere de réduire le risque de
développer un cancer. L'analyse des SLR sert de base aux rapports établis par le CUP. Ces
rapports incluent également des études expérimentales portant sur les mécanismes

biologiques impliqués dans les associations mises en évidence par les SLR. Ces études
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renseignent sur la plausibilité biologique des associations mises en évidence par les SLR, et
sont donc des éléments supplémentaires permettant de discuter la causalité de I’association.
Ces études expérimentales ne font cependant pas l'objet d’une revue systématique de

littérature ou d’une recherche exhaustive.

Le dernier rapport du CUP (WCRF a. 2018) rassemble les toutes dernieres recherches,
effectuées jusqu’en 2018, sur le lien entre alimentation, poids, activité physique et risque de
cancer. Le rapport détaille les impacts des différents groupes d’aliments sur les conséquences
physiologiques, les fonctions cellulaires et les voies impactées qui sont susceptibles
d’augmenter le risque de cancer. Pour chaque localisation de cancer, sont présentées les
données d’incidence et de mortalité, sur la pathogenese, les facteurs de risques, la

méthodologie utilisée ainsi que les problemes liés a I'interprétation des données.

Dans leur rapport, le WCRF et I’American Institute for Cancer Research (AICR) identifient
également le niveau de preuve des associations entre chacune des expositions alimentaires
et les risques de cancers et de surpoids, le surpoids étant un facteur de risque de cancer.
Chaque relation aliment-cancer peut donc étre positive (augmentation du risque) ou négative
(diminution du risque) avec un niveau de preuve qui peut étre convaincant, probable, suggéré
ou non concluant. La Figure 6 représente par exemple les facteurs associés au risque de CCR
en intégrant les niveaux de preuves. L'activité physique est par exemple associée a une
diminution du risque de CCR avec un niveau de preuve convaincant, et la consommation
d’aliments contenant du fer héminique est associée a une augmentation du risque de CCR

avec un niveau de preuve limité (WCRF b. 2018).

La méthodologie utilisée pour définir les niveaux de preuves est également trés rigoureuse,
des critéres précis doivent étre remplis pour que le niveau de preuve soit jugé convaincant.
Juger du niveau de preuve de chaque exposition alimentaire est nécessaire pour pouvoir
établir des recommandations (WCRF c. 2018). Il est en effet important de distinguer les
niveaux de preuves qui sont assez élevés pour pouvoir faire I'objet de recommandations des
niveaux de preuves plus faibles. En se basant sur les criteres de Hill, le WCRF et I’AICR ont créé
leurs propres critéres appliqués a la causalité entre exposition alimentaire et survenue du
cancer. Plus les études remplissent un nombre de critéres important, plus le niveau de preuve
de I'association est fort. lls estiment par exemple que pour que le niveau de preuve soit

convaincant, les criteres suivants doivent étre respectés :
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DIET, NUTRITION, PHYSICAL ACTIVITY
AND COLORECTAL CANCER

DECREASES RISK INCREASES RISK

Processed meat®

Physical activity'2 Alcoholic drinks*

Body fatness®
STRONG Adult attained height®
Wholegrains
EVIDENCE g
Foods containing
Probable dietary fibre’ Red meat®

Dairy products®

Calcium supplements®

Low intakes of non-
starchy vegetables**
Low intakes of fruits*

Foods containing
haem iron*s

Foods containing vitamin C'*
Limited - Fish

suggestive Vitamin D*2
Multivitamin supplements??

I.lMlTED Cereals (grains) and their products; potatoes; animal
fat; poultry; shellfish and other seafood; fatty acid
EV' DENCE composition; cholesterol; dietary n-3 fatty acid from fish;
legumes; garlic; non-dairy sources of calcium; foods
Limited - containing added sugars; sugar (sucrose); coffee; tea;
caffeine; carbohydrate; total fat; starch; glycaemic load;
no conclusion glycaemic index; folate; vitamin A; vitamin B6; vitamin
E; selenium; low fat; methionine; beta-carotene; alpha-
carotene; lycopene; retinol; energy intake; meal frequency;
dietary pattern

STRONG Substantial

effect on risk

EVIDENCE |

Figure 6 : Facteurs associés a une augmentation ou diminution du risque de cancer
colorectal, en fonction du niveau de preuve de I’association (WCRF b. 2018)

L'association doit étre retrouvée dans plus d'un type d'étude
L’association doit étre retrouvée dans au moins deux études de cohorte indépendantes

Aucune hétérogénéité inexpliquée ne doit étre retrouvée au sein ou entre les types

d'études, concernant la présence ou l'absence d'une association ou la direction de I'effet

Les études doivent étre de bonne qualité, permettant d'exclure avec certitude la
possibilité que I'association observée résulte d'une erreur aléatoire ou systématique, y

compris les facteurs de confusion, les erreurs de mesure et les biais de sélection.

Présence d'un gradient biologique plausible ("dose-réponse") dans l'association. Un tel
gradient n'a pas besoin d'étre linéaire ou méme dans la méme direction a travers les

différents niveaux d'exposition, tant que cela peut étre expliqué de maniere plausible
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e Des preuves expérimentales solides et plausibles, provenant d'études humaines ou
modeéles animaux pertinents, que des expositions humaines de ce type peuvent entrainer

des résultats pertinents en matiére de cancer.

3.2. Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC)

Le CIRC est I'agence de 'OMS spécialisée dans le cancer. Son objectif est de promouvoir la
collaboration internationale dans le domaine de la recherche sur le cancer et de conduire des

évaluations collectives.

Le CIRC n’intervient pas directement dans la mise en ceuvre de mesures de lutte contre le
cancer ni dans la conduite de recherches sur les traitements ou sur les soins a prodiguer aux
patients mais les résultats des évaluations effectuées par le CIRC influencent les politiques de
lutte contre le cancer. Le CIRC s’est également engagé a étudier différentes méthodes de

détection précoce du cancer et a procéder a I'évaluation de stratégies de prévention.

Un élément central de I’éventail des activités du CIRC consiste a publier des monographies qui
ont pour objectif d’identifier les facteurs de risques de cancer et d’établir un niveau de preuve
du danger. Ce travail est pris en charge par des groupes de travail constitués d'experts
internationaux et interdisciplinaires qui procédent a des examens et des évaluations
scientifiques des preuves de la cancérogénicité d'un large éventail d'agents, qui peuvent étre
des entités chimiques, physiques ou biologiques par exemple ou méme des professions. Les
monographies évaluent le degré de cancérogénicité des agents ainsi que le niveau de preuves,
en s’appuyant sur les criteres de Hill pour juger de la causalité. Les monographies regroupent
trois types de preuves: le cancer chez I'nomme, le cancer chez les animaux de laboratoire et
les preuves mécanistiques (Cogliano et al., 2008). Le CIRC caractérise également I'exposition
a chaque agent. Le processus d’évaluation du degré de cancérogénicité des différents agents

comprend plusieurs étapes :

e Etape 1. Identification des informations pertinentes a partir d’'un examen exhaustif de la

littérature contenue dans les bases de données biomédicales faisant autorité.

e Etape 2. Sélection et organisation des documents a inclure dans I'étude sur la base du titre

et du résumé des études sélectionnées, selon des criteres d'exclusion prédéfinis.

e Ftape 3. Evaluation de la qualité des études incluses.
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e Etape 4. Présentation des caractéristiques des études incluses, y compris I'évaluation de

la qualité de I'étude.

e Etape 5. Synthése et évaluation de la solidité des preuves. Le groupe de travail résume les
forces et les limites globales des éléments de preuve provenant des différentes sources de

données et évalue ensuite la solidité des preuves.
Ce processus aboutit a une classification de la cancérogénicité quivade 1a 4 :

e Groupe 1:agent cancérogene (parfois appelé cancérogéne avéré ou cancérogene certain),
e Groupe 2A : agent probablement cancérogéne,
e Groupe 2B : agent peut-étre cancérogene (parfois appelé cancérogene possible),

e Groupe 3:agentinclassable quant a sa cancérogénicité,

e Groupe 4 : agent probablement pas cancérogene.

3.3. Prévention du cancer par I'alimentation en France

3.3.1. Le Programme National Nutrition Santé (PNNS)

Le PNNS, lancé en janvier 2001 en France, est un plan de santé publique qui vise a améliorer
I’état de santé général de la population en agissant sur la nutrition. Le PNNS s’inscrit dans une
politique de santé publique plus large qui est le Programme national pour I'alimentation (PNA)
2019-2023 mis en place par le ministére de I’Agriculture et de I’Alimentation dans le but «
d’assurer a la population I'acces a une alimentation sire, saine, diversifiée, de bonne qualité
et en quantité suffisante, produite dans des conditions économiguement et socialement
acceptables par tous, favorisant I'emploi, la protection de I’environnement et des paysages et
contribuant a I'atténuation et a I'adaptation aux effets du changement climatique ». Le PNA
et le PNNS sont les deux principaux outils de la politique nationale de I'alimentation et de la
nutrition portés par le gouvernement pour 2019-2023. IIs font partie du programme national

de I'alimentation et de la nutrition (PNAN).

Les objectifs nutritionnels de santé publique du PNNS sont fixés par le Haut conseil de la santé
publique (HCSP) dont une de ses missions est de « contribuer a la définition des objectifs
pluriannuels de santé publique, d’évaluer la réalisation des objectifs nationaux de santé

publique et de contribuer au suivi annuel ». Ces objectifs sont de :
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e Réduire I'obésité et le surpoids dans la population

e Augmenter I'activité physique et diminuer la sédentarité a tous les ages

e Améliorer les pratiques alimentaires et les apports nutritionnels, notamment chez les
populations a risque

e Réduire la prévalence des pathologies nutritionnelles

De la méme maniere que pour le WCRF et le CIRC, I’établissement des recommandations
nutritionnelles du PNNS fait I'objet d’un processus en plusieurs étapes. Les recommandations
actuelles pour la population générale sont basées sur le rapport d’expertise collective de
I’Anses de 2016 (ANSES, 2016). Ce rapport est validé par le HCSP. C’est ensuite Santé Publique
France qui se charge d’établir les recommandations nutritionnelles via un message clair et

accessible.

L'Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et du travail
(Anses) est un établissement public a caractére administratif placé sous la tutelle des
ministeres chargés de la Santé, de |'Agriculture, de I'Environnement, du Travail et de la
Consommation. Cette agence assure des missions de veille, d’expertise, de recherche et de
référence sur un large champ couvrant la santé humaine, la santé et le bien-étre animal ainsi
gue la santé végétale. Dans le cadre du PNNS, la Direction générale de la santé (DGS) a saisi
I’Anses afin d’élaborer la base scientifique nécessaire a I'actualisation des repeéres
nutritionnels relatifs a I'alimentation et a I'activité physique. Les recommandations du PNNS

actuelles sont ainsi basées sur le rapport d’expertise de I’Anses publié en 2016 (ANSES 2016).

3.3.2. Lesétudes INCA
A la demande des ministéres de la Santé et de I’Agriculture, I’Anses réalise tous les sept ans
une étude individuelle nationale des consommations alimentaires (INCA). L'Anses se base

sur ces études pour évaluer les risques et bénéfices liés a~ I'alimentation en France. Ces

études INCA ont pour objectif de mieux prévenir certaines maladies comme le cancer,
I'obésité ou les maladies cardiovasculaires et d’améliorer I'état de santé de la population

francgaise. L’Anses se base sur ces études pour évaluer et adapter le PNNS.
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Une premiere étude INCA 1 a été conduite en 1998-1999 (Jean-Luc Volatier, 2000), I'étude
INCA 2 a été conduite en 2006-2007 (Bénetier et al., 2006), et |la derniere étude réalisée est
I’étude INCA 3 (ANSES, 2017) qui a été menée en 2014-2015.

Les études INCA permettent a I’Anses de :
1) Savoir si les recommandations de ce programme ont été suivies par les consommateurs
2) Apporte des informations utiles aux ministéres pour savoir s’il faut poursuivre, renforcer

ou modifier les priorités de la politique alimentaire et nutritionnelle en France

3.3.3. L’Institut National du Cancer (INCa)

Dans le cadre de la stratégie de lutte contre le cancer, le gouvernement francais a également
mis en place des « Plan Cancer » dont un des objectifs est la prévention de cette maladie.
Parmi les 17 objectifs du plan cancer, un objectif est de « donner a chacun les moyens de
réduire son risque de cancer », notamment en « facilitant les choix alimentaires favorables a
la santé », « développant I’éducation et la promotion de la nutrition et de la pratique
physique », « éclairant les choix individuels en clarifiant |la hiérarchie des facteurs de risque de
cancers » et en « améliorant la connaissance des perceptions et des comportements vis-a-vis
des facteurs de risque de cancers ». L'INCa est I’agence d'expertise sanitaire et scientifique
en cancérologie de I'Etat chargée de coordonner les actions de lutte contre le cancer. Elle
établit des recommandations qui se basent sur celles du WCRF/ AICR mais aussi sur les repéres
du PNNS, afin de tenir compte autant que possible de I"évolution des connaissances et du

contexte francais.

L'INCa a publié un rapport en 2015, qui avait pour but d’actualiser les données depuis le
dernier rapport du WCRF/ AICR qui datait de 2007. Pour cela, un travail bibliographique a été
" réalisé par des experts de la nutrition et du cancer du réseau Nacre. Une analyse des
publications parues entre le ler janvier 2006 et le 28 février 2014 a été réalisée,
principalement conduite sur les études épidémiologiques et limitée aux méta-analyses, aux

analyses poolées et aux essais d’intervention. Dans ce rapport, I'INCa a ainsi estimé que 20 a

25 % des cancers étaient imputables aux comportements nutritionnels (Ancellin et al., 2017).
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3.3.4. NACRe

Le réseau NACRe (Réseau national alimentation cancer recherche) rassemble I'ensemble des

équipes de recherche travaillant sur la thématique Nutrition-Cancer, favorisant ainsi les

échanges et les collaborations entre différentes expertises. Les missions de ce réseau sont :

e De contribuer au développement des recherches dans le domaine nutrition et cancer en
favorisant les échanges scientifiques et le montage de projets pluridisciplinaires

e De transmettre les savoirs vers les publics (agences sanitaires, grand public, professionnels

de santé...)

3.4. Bilan actuel des associations entre alimentation et cancer et
recommandations nutritionnelles

3.4.1. Bilan du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC)

Dans son rapport de 2018, le CIRC a estimé la part de cancers attribuables a des facteurs de
risque liés au mode de vie et a I'environnement en France en 2015. Treize facteurs de risque
classés cancérogenes certains ou probables par le CIRC ont été étudiés. Parmi les 346 000
nouveaux cas de cancer diagnostiqués chez les adultes de 30 ans et plus en France en 2015,
142 000 cas (41% des nouveaux cas) seraient attribuables aux facteurs de risque liés au mode
de vie et a I’environnement. Les facteurs responsables du plus grand nombre de nouveaux
cas de cancers étaient le tabac (responsable de 20% des nouveaux cas), I’alcool (8% des
nouveaux cas), I'alimentation (5,4 % des nouveaux cas), et le surpoids et I’obésité (5,4 % des

nouveaux cas). La contribution de chaque facteur est représentée dans la Figure 7.
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Figure 7 : Nombre de nouveaux cas de cancer attribuables aux facteurs liés au mode de vie et a
I’environnement en France en 2015 parmi les adultes de 30 ans et plus (IARC, 2018)

3.4.2. Bilan et recommandations du WCRF et de I’AICR

La prévention du cancer est devenue une préoccupation majeure de santé publique car il s’agit
de la principale cause de décés dans de nombreuses régions du monde, alors que le WCRF
estime que de nombreux cas de cancer seraient évitables. Le panel d’expert du WCRF estime
gue ne pas fumer, associé a un régime alimentaire approprié, a l'activité physique et au
maintien d'un poids sain, pourrait réduire drastiquement I'incidence mondiale de cancer. Les
bilans réalisés par le WCRF et I’AICR dans le cadre du CUP ont permis d’identifier certains
groupes d’aliments dont la consommation a été associée au risque de cancer. Certains
aliments peuvent diminuer le risque de cancer, et d’autres peuvent au contraire I'laugmenter
Les groupes d’aliments pour lesquels les niveaux de preuves de ces associations ont été jugés

convaincants ou probables sont présentés dans les Figures 8 et 9.
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Niveau de preuve : - Convaincant - Probable Date d’actualisation : 31/10/2018 We&

s Rl Absmertaion Cancer Rececte

Figure 8: Facteurs nutritionnels associés a une augmentation du risque de cancer (Nacre, WCRF rapport 2018)

s Rl Mlamantann Cancer Rechrche

Niveau de preuve : - Convaincant - Probable Date d’actualisation :31/10/2018 me&

Figure 9: Facteurs nutritionnels associés a une diminution du risque de cancer (Nacre, WCRF rapport 2018)
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La consommation de boissons alcoolisées, le surpoids et I'obésité, la consommation de
charcuteries font partie des groupes d’aliments associés a une augmentation du risque de
cancer avec un niveau de preuve convaincant (Figure 8). Au contraire, I'activité physique est
associée a une diminution du risque de cancer avec un niveau de preuve convaincant, et
I'allaitement, la consommation de Iégumes, de fruits, d’aliments contenant des fibres et de
produits laitiers sont associés a une diminution du risque de cancer avec un niveau de preuve

probable (Figure 9).

Suite a l'identification des groupes d’aliments dont la consommation a été associée au risque
de cancer, le WCRF et I’AICR ont pu établir des recommandations en conséquence. Celles-ci
ne sont établies que lorsque le groupe d'experts juge les preuves suffisamment solides. Les
recommandations sont destinées aux individus, aux familles, aux professionnels de la santé,
aux communautés, aux décideurs politiques, et aux médias. L'objectif est d'aider les
personnes a faire des choix sains dans leur vie quotidienne afin de réduire le risque de cancer
et d'autres maladies non transmissibles, liées a I'alimentation. Le WCRF et I'AICR estiment
notamment que 35% des cancers du sein et 45% des cancers colorectaux pourraient étre
évités par une meilleure adhésion aux recommandations nutritionnelles. L’évaluation de
I'adhésion aux recommandations pour la prévention du cancer du rapport d'experts du WCRF
et de I’AICR publié en 2007, a montré que plus les gens y adhérent, plus les risque de cancer

et de déces, toutes causes confondues, sont réduits (Wiseman, 2008).

L’identification des groupes d’aliments associés au risque de cancer a permis |'établissement
des recommandations. Etre physiquement actif, avoir une alimentation riche en céréales
complétes, légumes secs, et en fruits et légumes, limiter la consommation d’aliments
transformés, de viandes rouges et charcuteries ainsi que la consommation de boissons
sucrées et alcoolisées font partie des recommandations du WCRF et de I’AICR pour prévenir

le risque de cancer (Figure 10).
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Figure 10: Recommandations nutritionnelles dans le cadre de la prévention du risque de cancer
(Nacre, WCRF rapport 2018)

3.4.3. Recommandations nutritionnelles du PNNS au niveau national

En France, des recommandations sur I'alimentation, I'activité physique et la sédentarité sous
forme de messages courts, pratiques et accessibles, sont établis dans le cadre du PNNS.
L’objectif est d’aider les personnes a faire de meilleurs choix alimentaires et d’encourager
I'activité physique. Il existe des recommandations simplifiées, qui donnent de grandes
orientations, et des recommandations plus détaillées pour ceux qui souhaitent aller plus loin.
Les nouvelles recommandations intégrent également la question du développement durable en
conseillant d’aller une alimentation locale, de saison et, si possible, bio (mangerbouger.fr). En

France, les recommandations du PNNS 2017-2021 sont présentées dans la Figure 11.
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Figure 11: Recommandations du PNNS (mangerbouger.fr)

De la méme maniére que le WCRF et I'AICR, le PNNS recommande d’augmenter la
consommation de fruits et légumes, de légumes secs et de fruits a coque, de privilégier le
« fait maison » et les aliments complets et de réduire la consommation d’alcool, de boissons
sucrées, de viandes rouges et charcuteries. Le PNNS recommande également d’avoir une
consommation de produits laitiers suffisante mais limitée et de réduire la consommation de

produits avec un Nutri-Score D et E.
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En conclusion, les organismes chargés de la prévention du cancer ont élaboré des
méthodologies rigoureuses pour identifier les pratiques alimentaires a risque et établir les
recommandations nutritionnelles, en se fondant sur I’ensemble des études scientifiques qui
portent sur une association précise. Les critéres que privilégient ces méthodologies sont la
stabilité, la cohérence et I'effet dose-réponse de I’association, la qualité des études
effectuées, mais également la présence de preuves expérimentales. Ce sont eux qui
permettent aux organismes de juger du niveau de preuve de l'association entre un
aliment/groupe d’aliment et le risque de cancer. lls confirment I'intérét de combiner études
épidémiologiques et expérimentales, qui, lorsqu’elles présentent des résultats cohérents
entre elles, vont contribuer décisivement a l'identification des pratiques augmentant le

risque de cancer.
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4. VIANDE ET CANCER

Comme nous |I'avons vu, la diminution de la consommation de viande rouge et de charcuterie
est au coeur des recommandations de santé publique visant a prévenir le risque de CCR. Ce
chapitre présente des synthéses des données existantes sur I’association positive entre la
consommation de viande rouge et de charcuterie et le risque de cancer et des
recommandations des organisations nationales et internationales de prévention du cancer
concernant la consommation de viande rouge et de charcuterie. |l détaille ensuite les
mécanismes proposés par les études expérimentales pour expliquer I'effet cancérigéne de la

viande rouge et de la charcuterie.

La viande rouge est définie par le CIRC et le WCRF comme toute viande issue des tissus
musculaires de mammiféres tels que le boeuf, le veau, le porc, I'agneau, le mouton, le cheval
et la chévre. Les charcuteries (ou viandes transformées) désignent les viandes transformées
par salaison, maturation, fermentation, fumaison ou d’autres processus mis en ceuvre pour

rehausser leur saveur ou améliorer leur conservation.

4.1. Données épidémiologiques

4.1.1. Conclusions du rapport du CUP (2015)

Dans leur dernier rapport, le WCRF et I’AICR concluent que la consommation de viande rouge,
avec un niveau de preuve probable, et de charcuterie, avec un niveau de preuve avéré,

augmente le risque de CCR (WCRF b. 2018).

= Consommation de viande rouge et charcuterie et risque de cancer

Dans le cadre de la revue systématique de la littérature effectuée entre le 1°" janvier 2010 et
le 30 avril 2015 par le WCRF sur les associations entre alimentation et risque de CCR, des méta-
analyses dose-réponse sur les liens entre consommation de viande rouge et charcuterie et
risque de CCR ont été réalisées. lls ont conclu qu’une augmentation de la consommation de
viande rouge et de charcuterie de 100g/jour augmentait le risque de développer un CCR de

12% (RR=1,12 [1,04-1,21]; n=31 551 cas) (Figure 12).
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Per 100 g/day

Author Year Sex RR (95% Cl) % Weight
Shin 2014 M/W ﬂ:—.— 1.23(1.11, 1.37) 10.39
Wie 2014 W ¢ ; » 1.10 (0.35, 3.71) 0.41
Bamia 2013 M/W — 1.07 (0.99, 1.17) 11.39
Ollberding 2012 M/W —J+ i 0.94 (0.86, 1.02) 11.21
Kim 2011 M/W ! —— 1.29(1.15,1.46) 9.86
Cross 2010 M/W . —J}— 1.30(1.19,1.42) 11.14
Fung 2010 W —-— 1.10 (0.99, 1.21) 10.68
Fung 2010 M ——.—:— 1.07 (0.97, 1.17) 11.00
Kabat 2007 W ¢ = » 1.10 (0.56, 2.16) 1.18
Berndt 2006 M/W : m— 1.39 (0.84, 2.30) 1.95
Larsson 2005 W : B 1.20 (0.99, 1.45) 7.21
Lin 2004 W ¢—— | 0.73 (0.55, 0.99) 4.41
Flood 2003 W ¢« - » 1.14 (0.74, 1.75) 2.54
Pietinen 1999 M ¢« | : 1.05 (0.75, 1.49) 3.55
Chen 1998 M ¢« N » 1.11 (0.76, 1.63) 3.07
Overall (squared = 70.2%, p = 0.000) <Tr> 1.12 (1.04, 1.21) 100.00
MNOTE: Weights are from random effects analysis :

T T

.8

'_'L

1.5

Figure 12 : Méta-analyse dose réponse de la consommation de viande rouge et transformée et du
risque de cancer colorectal pour 100 grammes par jour (WCRF b. 2018)
Dans le cadre du CUP, des méta-analyses dose-réponse ont également été réalisées
séparément sur les consommations de viande rouge et de charcuterie en lien avec le risque

de cancer.

= Consommation de viande rouge et risque de cancer

Une méta-analyse dose-réponse incluant 8 études a montré que l'augmentation de la
consommation de viande rouge de 100g/jour n’augmentait pas significativement le risque de
CCR (RR1,12 [95% IC 1,00-1,25]) bien que I'association soit proche de la significativité (Figure
13).

Apreés stratification sur la localisation géographique, un risque significatif était observé en
Europe (RR=1,23 [1,08-1,41]) mais pas en Asie ni en Amérique du Nord. Et en stratifiant sur

le type de cancer, une augmentation significative du risque a été observée pour le cancer du

cOlon (RR=1,22 [1,06—1,39]) mais pas pour le cancer du rectum.
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Per 100 g

Author Year Sex RR (95% Cl) % Weight
Ollberding 2012 M/W ﬁ: 1.01 (0.90, 1.14) 35.10
Lee 2009 W —=- 0.81 (0.50, 1.29) 2.17
Larsson 2005 W T 1.23 (0.90, 1.67) 10.56
Norat 2005 M/W J‘:I._ 1.21 (1.02,1.43) 24.84
English 2004 M/W | 1.19 (0.89, 1.58) 12.02
Tiemersma 2002 M/W —— 1.69 (0.88, 3.23) 2.82
Jarvinen 2001 M/W J:r-— 1.37 (0.92, 2.06) 6.75
Pietinen 1999 M —— 0.83 (0.43, 1.61) 2.75
Overall (-squared = 23.6%, p = 0.241) C‘} 1.12 (1.00, 1.25) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

w
[
[
o
3 —]

Figure 13 : Méta-analyse dose réponse de la consommation de viande rouge et du risque de cancer
colorectal pour 100 grammes par jour (WCRF b. 2018)

Le rapport du CUP a conclu que la consommation de viande rouge augmentait
significativement le risque de cancer du c6lon, mais les associations n’étaient pas
significatives pour les cancers colorectal et rectal. Malgré ces résultats non significatifs pour
la plupart, les études portant sur la consommation de viande rouge allaient dans le méme
sens et montraient une augmentation du risque de cancer colorectal, du c6lon et du rectum.
Le panel a donc conclu que la consommation de viande rouge était probablement une cause

de cancer colorectal (WCRF d., 2018).

= Consommation de charcuterie et risque de cancer

Une méta-analyse dose-réponse incluant 10 études a montré une augmentation significative
de 16 % du risque de CCR pour une augmentation de la consommation de charcuterie de 50

grammes par jour (RR 1,16 [1,08-1,26] ; n=10 738 cas, Figure 14).

Apres stratification, aucune différence significative du risque n’a été observée chez les
hommes (RR=1,11 [0,86-1,43]) et les femmes (RR=1,18 [0,99-1,41]) séparément. Une
augmentation significative du risque a été observée en Europe (RR=1,13 [1,03-1,24]), mais pas
en Asie ni en Amérique du Nord. Le risque était significativement plus élevé pour le cancer du
colon (RR=1,23 [1,11-1,35] mais pas pour le cancer du rectum. En raison des études allant
généralement dans le méme sens montrant que la consommation de charcuterie augmente

significativement le risque de CCR, et en raison des preuves solides de l'existence de
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Author Year Sex Per 50 g RR (95% CI) % Weight
Ollberding 2012 M/W ‘ 1.09 (0.94, 1.26) 18.77
Cross 2010 M/W . 1.26 (1.13, 1.40) 26.51
Balder 2006 M/W ——:I— 1.21 (0.91, 1.61) 6.44
Sato 2006 M/W < : 0.77 (0.24, 2.42) 0.45
Larsson 2005 W — 1.13 (0.85, 1.51) 6.39
Norat 2005 M/W — 1.15(1.02,1.29) 24.21
English 2004 M/W - 1.61 (1.12, 2.30) 4.24
Lin 2004 W —1+ 0.56 (0.24, 1.23) 0.88
Flood 2003 W —ﬂi-— 1.17 (0.76, 1.81) 2.99
Pietinen 19989 M — 1.01 (0.80, 1.27) 9.13
Overall (1squared 20.1%, p = 0.258) o 1.16 (1.08, 1.26) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

5 115 3

Figure 14 : Méta-analyse dose réponse de la consommation de viande transformée et du risque de
cancer colorectal pour 100 grammes par jour (WCRF b. 2018)

mécanismes fonctionnant chez I'homme, le panel du CUP en a conclu que la consommation

de charcuterie était une cause avérée de cancer colorectal (WCRF d. 2018).

4.1.2. Monographie du CIRC sur viande rouge et charcuterie (2018)

Plus récemment, dans la monographie du CIRC portant sur le risque de cancer lié a la
consommation de viande rouge et de charcuterie publié en 2018 (IARC 2018), une méta-
analyse comprenant les données de 10 études de cohortes a fait état d'une association dose-
réponse statistiquement significative entre la consommation de viande rouge et/ou de viande
transformée et le CCR. Les risques relatifs de CCR étaient de 1,17 (1,05-1,31) pour une
augmentation de la consommation de viande rouge de 100 g/jour et de 1,18 (1,10-1,28) pour

une augmentation de la consommation de viande transformée de 50 g/jour.

Sur la base de ces résultats, et des études chez I’'animal et mécanistiques, le groupe de travail

a classé :

- La consommation de viande transformée (incluant la charcuterie) comme cancérogene
pour I'homme (Groupe 1)
- La consommation de viande rouge comme probablement cancérogene pour 'homme

(Groupe 2a) (Figure 15).
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Figure 15 : consommation de viandes rouges et transformées et
risque de cancer, selon le CIRC

De plus, une association positive a été mise en évidence entre la consommation de charcuterie
et le cancer de I'estomac. La consommation de viande rouge a également été positivement

associée au cancer du pancréas et de la prostate.

En plus des études épidémiologiques, c’est I'existence de mécanismes biologiques plausibles
proposés par les études expérimentales et expliquant ces effets cancérigenes qui a permis de
conclure que le niveau de preuve était fort. L’expertise collective menée par le CIRC a permis
de proposer plusieurs mécanismes pour expliquer cette association entre consommation de
viande rouge et charcuterie et risque de cancer : génotoxicité liée a la formation de composés
N-nitrosés ou a la formation d’amines aromatiques hétérocycliques, stress oxydant lié a

I’exces de fer héminique et la formation de produits d’oxydation des lipides dans I'intestin.
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4.1.3. Recommandations

En se basant sur les résultats du CUP, le WCRF recommande de :

- Limiter sa consommation a environ trois portions par semaine. Trois portions
équivalent a environ 350 a 500 grammes de viande rouge cuite.

- Consommer trés peu, voire pas du tout, de charcuterie
En France, le PNNS recommande de :

- Privilégier la volaille et limiter les autres viandes (porc, bceuf, veau, mouton, agneau,
abats) a 500 g par semaine
- Limiter a 150 g par semaine la consommation de charcuterie et de privilégier parmi

ces aliments le jambon blanc et le jambon de volaille

4.1.4. Consommation de viande rouge et charcuterie et adhésion aux

recommandations nutritionnelles

Les données rapportées par le Centre de Recherche pour I'Etude et |'Observation des
Conditions de Vie (CREDOC) indiquent que la consommation moyenne de viande a fortement
baissé en France: elle est passée de 153 g/jour en 2007 a 135 g/jour en 2016. Plus
précisément, la consommation de viande rouge est passée de 58 g/jour en 2007 a 46 g/jour
en 2016, et la consommation de charcuterie est passée de 35 g/jour en 2007 a 29 g/jour en

2016 (2018) (Figure 16).

Les résultats de I'étude ESTEBAN portant sur les consommations alimentaires des frangais
indiquent qu’en France en 2015, 59% des hommes et 76% des femmes étaient en adéquation
avec les recommandations du PNNS 2011-2015 en ce qui concerne la consommation de
viande rouge (moins de 500g/semaine). Concernant la consommation de charcuterie,
seulement 30% des hommes et 43% des femmes étaient en adéquation avec les
recommandations du PNNS 2011-2015 (moins de 150g/semaine), donc la majorité de la
population n’adhére pas aux recommandations nutritionnelles concernant la charcuterie

(Santé Publique France, 2019).
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Figure 16 : Evolution de la consommation de produits carnés en France
(enquétes CCAF 2007, 2020, 2013 et 2016)

Les données provenant de la « Nurses' Health Study » et de la « Health Professionals Follow-
up Study » menées entre 1986 et 2012 ont indiqué que les hommes appartenant au quintile
ayant le plus haut score d’adéquation aux recommandations du WCRF/AICR avaient un risque
de développer un cancer colorectal diminué de 36% (HRqsvsa1=0,64 (0,52-0,77), p<0,0001) par
rapport aux hommes qui étaient le moins en adéquation avec ces recommandations (Petimar
et al., 2019). Cette association était moins forte chez les femmes avec un HRqgsvsq1 de 0,86
(0,72-1,02), p=0,06. Lorsque l'on s’intéresse uniquement aux recommandations
nutritionnelles, la diminution du risque de cancer colorectal associée a I'adéquation aux
recommandations est moins importante : HRasvsq1=0,74 (0,61-0,90), p=0,001 pour les

hommes et HRqsvsq1=0,93 (0,77-1,12), p=38 pour les femmes.

En France, une étude menée au sein de la cohorte Nutrinet-Santé a montré qu'une meilleure
adhésion aux recommandations du WCRF/AICR était associée a une réduction significative du
risque de cancer (12 % pour le cancer global, 14 % pour le cancer du sein et 12 % pour le cancer
de la prostate). La réduction du risque de cancer colorectal liée a I'adéquation aux
recommandations du WCRF/AICR n’était pas significative (HR=0,86 (0,72-1,03) p=0,09). Le
faible nombre de cas de cancer colorectaux dans cette étude (118 cas) peut expliquer la non-
significativité de l’association. En revanche, I'adéquation aux recommandations du PNNS
diminuait significativement le risque de cancer colorectal (HR=0,89, IC95%=0,80-1,00, P=0,04)

(Lavalette et al., 2018).
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4.2. Mécanismes impliqués dans la cancérogénicité de la viande
rouge et de la charcuterie

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la cancérogénicité de la viande rouge

et de la charcuterie, et le poids de chacun de ces mécanismes n’est pas encore bien défini.

4.2.1. Formation de composés N-nitrosés

Les nitrites sont des composés qui sont ajoutés en tant que conservateur dans les viandes
marinées ou transformées, mais ils peuvent également provenir de la réduction des nitrates
présents dans les végétaux, lors du cycle entérosalivaire par exemple. En présence d’agents
nitrosants comme les nitrites, un processus de N-nitrosation des amines et des amides a lieu,
conduisant a la formation des composés N-nitrosés (NOCs) dont les nitrosamines, et un
processus de nitrosylation aboutissant a la formation de fer héminique nitrosylé. L’exposition
a ces composés est généralement due a leur formation non intentionnelle qui peut avoir lieu
dans les aliments ou dans la lumiére intestinale. La réaction de N-nitrosation peut avoir lieu
en milieu acide (par exemple lors de la digestion des aliments) ou dans des conditions de
température élevée (par exemple lors de la friture des aliments) (AFSCA, 2010). La formation
de NOCs est également facilitée par I’héme présent dans les viandes rouges et charcuteries. Il
a été montré chez des volontaires sains que la consommation de viandes rouges et de
charcuteries augmentait la formation de composés N-Nitrosés dans les féces (Joosen et al.,

2009)

La viande rouge ne contient pas de composés N-nitrosés contrairement a la charcuterie, mais
I’'héme de la viande catalyserait la formation de composés N-nitrosés au sein de la lumiere
colique. Les bactéries anaérobies présentes dans la lumiére colique participent également a
la formation de ces composés N-nitrosés. Des études mécanistiques ont montré que les NOCs
étaient de puissants initiateurs de la cancérogénése. Le CIRC classe les nitrates et nitrites
ingérés en catégorie 2A (probablement cancérogénes chez 'homme) pour le cancer de
I’estomac du fait de la nitrosation endogéne. Des méme la diméthylnitrosamine a été classé

comme 2A par I'lARC (IARC, 2010).

Cet effet cancérigene résulterait notamment de la capacité des NOCs a former des adduits a
I’ADN. Ces dommages a I’ADN conduisent a des mutations ponctuelles et a I'activation de

proto-oncogenes. Les travaux de I"équipe PPCA dans le modeéle rat pré-traité a I’AOM n’ont

58



Contexte bibliographique

pas associés les NOCs totaux a I'effet promoteur des produits carnés et du fer héminique, mais
ils ont montré un effet promoteur associé a la néoformation d’alcénals et du fer nitrosylé

(Bastide et al., 2015).

4.2.2. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés organigues non
polaires contenant deux ou plusieurs cycles aromatiques fusionnés et présentant des
propriétés lipophiles et semi-volatiles. Les HAP se forment principalement a la suite du
traitement thermique des aliments, en particulier lors de la cuisson au barbecue ou sur le grill,
par pyrolyse de la matiére organique, telle que les graisses, les glucides et les protéines,
présente dans les aliments (Hamidi et al., 2016). Lors de la cuisson au barbecue, la combustion
incomplete du charbon de bois ou I’égouttement de lipides qui entrent ensuite en contact
avec la flamme, entrainent également la formation de HAP volatils, qui se déposent a la

surface de la viande lorsque la fumée monte.

La bioactivation des HAP est principalement médiée par les enzymes du cytochrome P450 et
a lieu principalement dans le foie, I'intestin et le c6lon. Cette bioactivation confere aux HAP
des propriétés mutagéenes, qui deviennent donc des composés cancérigenes. lls ont fait I’objet
d’une évaluation par le CIRC en 2010, et ont été répartis dans les groupes 1 (cancérogéene pour
I'homme), 2A (probablement cancérogéne pour I'homme), 2B (peut-étre cancérogene pour
I'homme) et 3 (non classé comme cancérogene pour I'homme) (IARC 2018). Le benzopyréne,

un des HAP les plus courant et les plus étudiés, est un cancérogéne avéré (groupe 1 du CIRC).

La consommation d'aliments contaminés a été identifiée comme la voie principale
d'exposition humaine aux HAP, elle contribue a environ 88 a 98 % de cette contamination
(Plaza-Bolafos et al., 2010). Cependant des études épidémiologiques ont montré que, bien
gue les viandes fumées ou grillées au barbecue aient une teneur élevée en HAP, ces aliments
ne représentent pas la principale source d’exposition alimentaire aux HAP (Phillips, 1999). Des
études épidémiologiques menées en Europe ont montré que les principales sources
d’expositions alimentaires seraient les céréales et les graisses au Royaume-Uni (Dennis et al.,
1983) et les graisses et le pain suivis par les crustacés et les mollusques en France (Veyrand et

al., 2013).
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4.2.3. Fer héminique

Le fer héminique a été proposé comme étant le principal facteur responsable de I'effet

cancérigene de la viande rouge et de la charcuterie par les travaux de I'’équipe PPCA.

= Absorption intestinale et métabolisme

Le fer est un micronutriment essentiel que I'on trouve sous deux formes alimentaires, le fer
héminique et le fer non héminique. Ce dernier est présent dans les végétaux et les céréales,
tandis que le fer héminique est présent uniqguement dans les produits animaux. Le fer

héminique présente une meilleure biodisponibilité que le fer non-héminique.

/CHz cH Le fer héminique est constitué d’'un noyau porphyrine
3

CH .
e /% renfermant en son centre un atome de fer (Figure 17).
3

Suite a son absorption alimentaire, I'heme est libéré de la

myoglobine et de I'hémoglobine par I'environnement acide de

H,C CH;

I'estomac et |'activité protéolytique d’enzymes présentes dans
I'estomac et l'intestin gréle (Hooda, Shah, and Zhang 2014).
0% “oH o "OH Dans l'intestin gréle, le fer héminique se fixe sur le transporteur
HCP1 (heme carrier protein 1) présent sur la membrane apicale
Figure 17 : Structure du fer

héminique de I'entérocyte, et est endocyté au sein de la cellule. L'heme

peut également pénétrer dans les cellules épithéliales intestinales par endocytose a
récepteur, I'néme est alors libéré dans les vésicules endosomales et transporté dans le cytosol
via HRG1 (heme-responsive gene 1). Dans le cytosol de I'entérocyte, le fer héminique est
catabolisé par 'héme oxygénase 1 (HMOX-1) qui est exprimée a la surface du réticulum
endoplasmique, le site catalytique de la protéine coté cytosolique (West and Oates, 2008). Les
produits de cette réaction sont le monoxyde de carbone (CO), le fer (Fe?*) et la biliverdine (qui
est par la suite réduite en biliburine par la biliverdine reductase). Le Fe?* est ensuite soit stocké
dans I'entérocyte sous forme de Fe3* grace a la ferritine, soit exporté dans la circulation
sanguine via la ferroportine-1 (FPN1). Une fois dans la circulation sanguine, le Fe?* est oxydé

en Fe3* et pris en charge par la transferrine (Tf) qui les achemine vers les cellules cibles en se

fixant sur son récepteur TfR1 (Transferrine Receptor 1) (Seiwert et al., 2019).

Mais comme I'héme n'est que modérément absorbé dans l'intestin gréle, la grande majorité

de I'neme (jusqu'a 90 %) atteint le cOlon. L'hneme est toxique pour les cellules en raison de sa
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capacité a catalyser la formation de radicaux hydroxyles, des espéces réactives de I'oxygeéne
(ROS pour Reactive Oxygen Species en anglais), produits de la réaction de Fenton. L'expression
de HMOX-1 est induite en réponse a un niveau accru d'héme, ce qui entraine ensuite la
dégradation de I'hneme excédentaire non lié aux protéines. Contrairement a HMOX-1, HMOX-
2 est exprimée de maniére constitutive et participe a la régulation de I'heme au niveau basal

(Shibahara, 2003).

=  Propriétés oxydantes du fer héminique

Le fer héminique catalyse la formation de différents agents qui induisent des dommages a

I’ADN, notamment les ROS, les NOC et les produits de peroxydation lipidique.

Formation de ROS
La capacité du fer d’alterner entre les formes oxydées (Fe3+) et réduites (Fe2+), via la réaction

de Fenton contribue a la formation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS).
Réaction de Fenton : Fe?* (3q) + H202 > Fe3* (3q) + OH™ (aq) + HO®

Lors de cette réaction, le H,0; est réduit en un anion hydroxyde (OH™) et un radical hydroxyle
(HO®). Le radical hydroxyle est une espéece réactive de I'oxygene (ROS). Ces composés sont trés
réactifs et vont oxyder d’autres molécules en leur enlevant un électron, les rendant instables.
lIs vont ainsi induire des dommages a I’ADN, entrainant possiblement des mutations
responsables de |'effet cancérigene de la viande. De plus, les radicaux hydroxyles générés par
la réaction de Fenton peuvent réagir avec d’autres molécules telles que les lipides, générant
des composés réactifs qui vont également avoir des effets cytotoxiques et/ou génotoxiques
(Cillard and Cillard, 2006). De plus, comme évoqué plus haut, I’'héme favorise également la

nitrosation des amines responsable de la formation de NOCs (Gamage et al., 2018).

Catalyse de la peroxydation lipidique
Les radicaux hydroxyles formés par la réaction de Fenton peuvent notamment réagir avec les

lipides insaturés. Cette réaction se déroule en plusieurs étapes (Guéraud et al., 2010):

1. Initiation : le radical hydroxyle prend un hydrogene de la liaison C-H de l'acide gras

formant un radical alkyle,
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2. Propagation : le radical alkyle réagit avec 30, pour donner un radical peroxyle. Il y a
ensuite transfert d’un atome d’hydrogene d’une molécule d’acide gras voisine (qui
devient donc un radical alkyle) pour former un hydroperoxyde.

3. Terminaison: La vitesse d’oxydation diminue lorsque les radicaux lipidiques

réagissent ensemble pour former des produits non radicalaires.

Ces produits terminaux de la peroxydation lipidique sont majoritairement des alcénals
réactifs. Les principaux alcénals issus de la peroxydation des lipides sont le 4-hydroxy-2 (E)-
nonenal (4-HNE) et le malondialdehyde (MDA) (Guéraud et al. 2010). Le MDA est le produit
de la peroxydation des AGPI (Acides Gras Poly Insaturés) qui contiennent au moins trois
doubles liaisons, tels que I'acide arachidonique et le DHA, et c’est le produit de peroxydation
lipidique le plus abondant. Le 4-HNE est issu de la peroxydation des acides gras w6. Le 4-
hydroxy-2 (E)-hexénal (4-HHE) est formé a partir des acides gras w3. Les w6 étant présents en
plus grande quantité dans notre alimentation que les w3, il y a donc plus de 4-HNE formé que

de 4-HHE.

Les études chez le rat ont également permis de proposer le DHN-MA (1,4-Dihydroxynonene
Mercapturic Acid, principal métabolite urinaire du HNE) urinaire comme étant un
biomarqueur non invasif de la consommation de fer héminique, associé au risque de
développer des lésions prénéoplasiques associées, et donc un biomarqueur potentiel du
risque de CCR (Pierre et al., 2006). Le MDA (produit de peroxydation lipidique) urinaire et le
DHN-MA urinaire sont fortement dépendants des teneurs en heme et en lipides du régime

(Guéraud et al., 2015).

= Propriétés toxiques des alcénals et potentiel cancérigéne

Ces alcénals issus de la peroxydation lipidique sont des composés hautement réactifs qui
peuvent exercer une toxicité par adduction a des molécules, et notamment a ’ADN. Ces
adductions a I’ADN, si elles ne sont pas éliminées par la cellule, peuvent provoquer des
mutations, et contribuer au développement de maladies telles que le cancer (Marnett et al.,
2003). Le MDA entraine des insertions, des délétions et des substitutions de paires de bases,
principalement au niveau des paires de bases GC. Il a aussi été démontré que le MDA induisait
une génotoxicité dans les cellules de mammiféres (aberrations chromosomiques, formation

de micronoyaux, ruptures de brins) (Guéraud et al., 2010). Le 4-HNE est capable d'établir des
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liens covalents avec I'ADN, et il exercerait une action génotoxique via une fragmentation de
I'ADN, des échanges de chromatides soeurs et une augmentation dose-dépendante du

nombre de mutations (Guéraud et al., 2010).

De nombreuses études sur les rongeurs, notamment menées dans I'’équipe PPCA, ont montré
que la consommation d’héme et/ou de viande rouge favorisent la formation de substances
réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS) dans les selles, qui correlent avec la formation des
produits de peroxydation lipidique (Sesink et al., 1999; Pierre et al., 2007, 2008). Des niveaux
élevés de TBARS sont associés a une cytotoxicité élevée sur des colonocytes en culture (Pierre
et al., 2003). Il a par ailleurs été montré que les alcénals sont plus cytotoxiques vis-a-vis des
cellules épithéliales coliques saines (cellules APC+/+) que vis-a-vis des cellules pré-
néoplasiques mutées pour le gene Apc (cellules APC Min/+) (Baradat et al., 2011; Bastide et
al., 2015). Cela s’expliquerait par une capacité de détoxification des alcénals plus importantes

dans les cellules mutées pour Apc (Baradat et al., 2011; Surya et al., 2016).

» Etude du lien entre fer héminique et risque de cancer colorectal chez les rongeurs

Les études menées chez le rat et la souris ont grandement contribué a la mise en évidence de
la cancérogénicité du fer héminique. En 1998, I'équipe de Sawa et al. a été la premiére a
montrer qu’un régime riche en fer héminique (hémoglobine) et en lipides (huile de carthame)
augmente le risque de cancer du colon (adénocarcinomes et tumeurs coliques) chez le rat

(Sawa et al., 1998).

Effet hyperproliférateur et catalyseur de la peroxydation lipidique du fer héminique

Il a aussi été montré qu’un régime riche en fer héminique entrainait une hyperprolifération
épithéliale colique chez le rat (Sesink et al., 1999). Cet effet hyperproliférateur serait expliqué
par une inhibition par I’'héme de la rétroaction négative de la prolifération, de la surface vers
le fond de la crypte (ou se trouvent les cellules en prolifération), au niveau de I'épithélium

colique (ljssennagger et al., 2013)

Comme évoqué précédemment, les études chez le rat ont permis de proposer que I'effet
promoteur du fer héminique serait expliqué par sa capacité a catalyser la peroxydation
lipidigue, formant des alcénals génotoxiques et cytotoxiques. Un régime riche en fer
héminique et en lipides entrainait une augmentation de la cytotoxicité des eaux fécales, mais

le fer héminique n’était pas directement responsable de cette cytotoxicité car ajouté seul a
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I’eau fécale témoin, il n’avait pas d’impact sur la cytotoxicité. De plus, les substances réactives
a l'acide thiobarbiturique (TBARS) étaient considérablement augmentées dans les eaux
fécales des rats nourris a I'heme par rapport aux témoins, indiquant une augmentation de la
peroxydation lipidique dans ces groupes (Sesink et al., 1999). Et en absence de fer héminique,
les lipides naugmentaient pas la cytotoxicité du contenu fécal ou la prolifération épithéliale

(Sesink et al., 2000).

Fer héminique : principal responsable de la cancérogénicité des viande rouges et charcuteries ?
Plus récemment, les travaux de I'équipe PPCA ont montré que, parmi les trois mécanismes
majeurs proposés pour expliquer la promotion du cancer colorectal induite par les viandes
rouges et charcuteries (les amines hétérocycliques, les composés N-nitrosés, et le fer
héminique), seul le fer héminique augmentait significativement le nombre de lésions
prénéoplasiques (MDF, Mucin Depleted Foci, Foyer déplété en mucine) chez les rats, sans
effet additif ou synergique des amines hétérocycliques et/ou des nitrates/nitrites (Bastide et
al., 2015). Et d’autres travaux de I'équipe PPCA ont permis de proposer que I'effet cancérigene
du fer héminique proviendrait de sa capacité a oxyder les lipides et former des alcénals et
d’une sélection positive des cellules prénéoplastiques mutées pour APC, en raison d’une plus

forte réponse anti-oxydante de ces cellules par rapport aux cellules saines (Surya et al. 2016).

Réle du microbiote dans la cancérogénicité heme-induite

Des études chez la souris ont montré que le microbiote intestinal jouait un réle dans
I’hyperprolifération induite par I'heme (ljssennagger et al., 2015). Le microbiote intestinal
jouerait également un réle important dans la catalyse de la peroxydation lipidique par le fer
héminique (Martin et al.,, 2015). ’héme a aussi été associée a une augmentation de
I'inflammation, de la perméabilité et de la génotoxicité au niveau de la muqueuse colique chez
le rat, et ces altérations étaient étroitement associées a une dysbiose intestinale importante

(Martin et al., 2019).

Réduction du risque de cancer héme-induit par le calcium et les antioxydants

Les études menées chez le rat ont permis de montrer que le phosphate de calcium, en
chélatant I’héme, inhibait I'hyperprolifération épithéliale colique et la cytotoxicité des eaux
fécale induites par un régime riche en heme (Sesink et al., 2000). Il a par la suite été montré

qgue le carbonate de calcium, était plus adapté que le phosphate de calcium pour réduire le
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risque de cancer colorectal associé au fer héminique, en raison de son absence d’effets
secondaires (Allam et al., 2011). L’hyperprolifération colique et la toxicité des eaux fécales des
rats nourris a ’héme ont également pu étre prévenus par un régime riche en épinards, en
raison de leur teneur en chlorophylle qui, comme le calcium, est capable de chélater le fer
héminique (de Vogel et al., 2005). Les antioxydants ont aussi empéché I"'augmentation du
nombre et de la taille des lésions pré-néoplasiques (aberrant crypt foci, ACF) induite par un
régime riche en fer héminique (hémine) chez le rat, en limitant la peroxydation lipidique
luminale, diminuant ainsi la teneur en TBARs et la cytotoxicité des eaux fécales (Pierre et al.,

2003).

= Association entre apport en fer héminique et risque de cancer

L'apport en fer héminique a été associé positivement au risque de cancer colorectal dans
plusieurs études de cohortes. Une méta-analyse a regroupé les résultats de 5 études de
cohortes prospectives comparant le risque de développer un CCR chez les personnes dans le
plus haut quintile d’apport en fer héminique par rapport aux personnes dans le quintile le plus
bas. Les personnes ayant I'apport en fer héminique le plus important (dans le quintile le plus
haut) avaient un risque augmenté de 18% (RR=1.18[1.06—1.32]) de développer un CCR par
rapport aux personnes ayant I'apport en fer héminique le moins important (quintile le plus
bas) (Bastide et al., 2011). De plus, I'apport en fer héminique a été significativement associé a
une augmentation du risque de développer un adénome colorectal dans la cohorte de femmes

E3N (Bastide et al., 2016).

Dans le cadre du CUP, le WCRF et I'AICR ont effectué une méta-analyse dose-réponse de
I'association entre consommation d’aliments contenant du fer héminique et risque de CCR, 6
études de cohortes ont été inclues. Le rapport du CUP de 2017 indique qu’augmentation de
I’apport en fer héminique de 1mg/jour augmentait le risque de CCR de 4% (HR=1.04 [0.98-
1.10]). lls ont indiqué que les preuves suggérant que la consommation d'aliments contenant

du fer héminigue augmente le risque de cancer colorectal étaient limitées (WCRF d., 2018).

En plus des études épidémiologiques, ce sont les études expérimentales chez I'animal qui ont

permis de proposer une association entre apport en fer héminique et risque de CCR.
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En conclusion, la consommation de viande rouge et de charcuterie est donc associée a une
augmentation du risque de cancer colorectal. Le fer héminique est proposé comme étant le
principal facteur responsable de I'effet cancérigéne de la viande rouge et de la charcuterie.
En catalysant la peroxydation des lipides du régime dans la lumiére intestinale, le fer
héminique augmente la formation d’alcénals cytotoxiques et génotoxiques dans la lumiére
intestinale. Nous allons voir que la barriére intestinale joue un réle essentiel dans la
protection de l'organisme vis-a-vis des composés toxiques présents dans la lumiéere

intestinale.
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5. LA FONCTION DE BARRIERE DE L'INTESTIN

La barriére intestinale joue un réle essentiel dans la protection de |'organisme vis-a-vis des

composants toxiques présents dans la lumiére intestinale.

5.1. Anatomie et physiologie de la barriere intestinale

La principale fonction du tube digestif est d’absorber les nutriments (sucres, graisses, acides

aminés, vitamines, minéraux...) tout en empéchant la pénétration des substances nocives

telles que les microorganismes (bactéries, virus...) et des substances toxiques (pesticides,

xénoestrogenes...) dans I'organisme. Il mesure 6 a 7 metres et comporte deux segments :

I'intestin gréle et le gros intestin (Irving and Catchpole, 1992).

L'intestin gréle relie 'estomac au gros intestin,
il mesure entre 4,75 et 6 métres et constitue la
plus longue partie du tube digestif. L'intestin
gréle est enroulé sur lui-méme et se compose
de trois segments : le duodénum, le jéjunum et
Iiléon. Il est recouvert par le mésentere (Figure

18).

Le gros intestin correspond a la derniere partie

du tube digestif, il est constitué du célon et du

rectum. Le colon est composé de 4 parties: le
c6lon droit ou ascendant, le c6lon transverse, le
cOlon gauche ou descendant et le co6lon
sigmoide. Le rectum se trouve aprés le cblon
sigmoide et est composé de I'ampoule rectale,
qui permet le stockage des matiéres fécales, et

du canal anal, qui permet la continence (Figure

19).

estomac

duodénum
jéjunum

gros intestin

mésentere

iléon

Figure 18: Anatomie de l'intestin gréle (Société
canadienne du cancer)

colon transverse

c6lon ascendant
cdlon descendant

c@cum
cdlon sigmoide
rectum

anus

Figure 19: Anatomie du gros intestin (Société
canadienne du cancer)
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Du point de vue histologique, la paroi du tube digestif est constituée de quatre couches : la
mugqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et l'adventice. La muqueuse intestinale est
constituée de trois éléments : I'épithélium, le chorion, la musculaire muqueuse. La structure
de l'intestin est optimisée de fagon a avoir une importante surface de contact avec le bol
alimentaire : il est formé de nombreux replis pour atteindre une surface totale d’environ 32m?
(Helander and Fandriks, 2014). Les fonctions de I'intestin gréle et du colon étant différentes,
ils présentent des structures différentes adaptées a leur fonction. Au niveau de 'intestin gréle,
la muqueuse est caractérisée par la présence de nombreux replis a plusieurs niveaux : les
valvules conniventes au niveau de la muqueuse, les villosités qui sont des replis de
I’épithélium, et les microvillosités correspondent aux replis de la membrane plasmique des
cellules épithéliales (Figure 20). C'est au niveau de l'intestin gréle que la majorité des
nutriments sont absorbés et les nombreux replis augmentent considérablement la surface

d’absorption intestinale.
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Figure 20: Histologie de l'intestin gréle (Société canadienne du cancer)
Les principales fonctions du cbélon sont de stocker les déchets, réabsorber I'eau, maintenir
I'équilibre hydrique et absorber certaines vitamines. La muqueuse colique est dépourvue de
valvules conniventes et de villosités mais elle présente des invaginations appelées glandes (ou
cryptes) de Lieberkiihn, que I'on retrouve également dans l'intestin gréle. C’est au niveau des

cryptes intestinales que se trouvent les cellules progénitrices et les cellules souches.

L’épithélium intestinal est constitué d’'une monocouche de cellules aux fonctions variées. Il
constitue la principale barriere physique qui sépare lintérieur de I'‘organisme de
I'environnement extérieur. L’épithélium intestinal est en étroite interaction avec le microbiote

intestinal et le systéeme immunitaire, formant la barriére intestinale.
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5.1.1. Epithélium intestinal

L'épithélium intestinal est une monocouche cellulaire dynamique qui sert de barriére entre le
contenu luminal et le systeme immunitaire sous-jacent tout en permettant le transport de
I'eau, des nutriments et des ions. Il constitue la principale barriere physique qui sépare
I'intérieur de I'organisme de |'environnement extérieur. Cette surface est continuellement
renouvelée par les cellules souches épithéliales intestinales pluripotentes qui résident a la
base des cryptes. Les quatre principaux types de cellules retrouvés au sein de I'épithélium
intestinal sont: les cellules caliciformes (ou cellules a mucus), les cellules entéroendocrines,
les entérocytes et les cellules de Paneth. La majorité des cellules bordant la lumiere
intestinale sont des entérocytes, ce sont des cellules absorptives qui permettent I'absorption
des nutriments de la lumiere de l'intestin gréle vers le milieu intérieur (Peterson and Artis

2014).

Les cellules épithéliales intestinales (CEls) sont connectées entre elles et a la membrane
basale par des complexes jonctionnels et forment une monocouche polarisée. Les trois plus
importants complexes sont les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes
(Vancamelbeke and Vermeire 2017). Les jonctions adhérentes se trouvent sous les jonctions
serrées et sont nécessaires a leur assemblage. Les desmosomes et les jonctions adhérentes
forment des liaisons adhésives fortes pour maintenir I'intégrité de I'épithélium. Les jonctions
serrées et les jonctions adhérentes sont liées a I'anneau péri-jonctionnel d'actine et de
myosine qui permet la régulation des jonctions via le cytosquelette (Buckley and Turner,

2018).

= Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes (JA) sont des complexes protéiques situés sur la membrane latérale
des cellules épithéliales, au niveau des points de contact cellule-cellule. Les principales
jonctions adhérentes sont formées par des interactions cadhérine-caténine (Groschwitz and
Hogan, 2009). Les cadhérines épithéliales sont des glycoprotéines qui possédent une
extrémité C-intracellulaire et une extrémité N-extracellulaire. Le domaine extracellulaire
forme des interactions homotypiques avec les cadhérines des cellules voisines pour maintenir
I'adhésion cellule-cellule (Pokutta and Weis 2007). Le domaine intracellulaire contient un

domaine de liaison a la caténine. Les caténines relient les JA au cytosquelette d’actine (Pokutta
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and Weis 2002). Les complexes cadhérine-caténine sont importants non seulement pour relier
les cellules adjacentes entre elles, mais également pour maintenir la polarité cellulaire, réguler
la migration et la prolifération épithéliales ainsi que la formation d'autres complexes adhésifs

tels que les desmosomes (Hermiston and Gordon 1995).

= Les jonctions serrées

Les jonctions serrées (JS) sont des complexes protéiques situés aux extrémités apicales des
membranes latérales des CEls. lls sont constitués de protéines transmembranaires, de

protéines membranaires périphériques et de protéines régulatrices (Zeisel et al., 2019).

Il existe trois classes de protéines transmembranaires qui constituent les jonctions serrées

(Figure 21):
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Figure 21 : Protéines des jonctions serrées. OCLN=occludine,
CLDN=claudine (Zeisel et al. 2019)

- L'occludine joue un role dans |'assemblage et le désassemblage des jonctions serrées, et
sa localisation membranaire est régulée par la phosphorylation des résidus Ser, Thr et Tyr
(Sakakibara et al., 1997). L'occludine joue donc un réle important dans la perméabilité
paracellulaire. Certaines kinases, telles que la protéine kinase C (PKC) et la caséine kinase,

ont été identifiées comme responsables de sa phosphorylation (Jain et al., 2011).

- Les claudines jouent un role déterminant dans la fonction de barriere Leur partie
extracellulaire forme des pores permettant un passage sélectif des ions a travers I'espace
paracellulaire (Van Itallie and Anderson 2006). Ces protéines sont également régulées par

une phosphorylation spécifique des résidus Ser et Thr (Fujibe et al., 2004).

- Les protéines JAM (Junctional adhesion molecule) font partie de la superfamille des
immunoglobulines. Elles facilitent I'assemblage et la formation de jonctions serrées et
jouent un réle dans la régulation de la perméabilité et de l'inflammation intestinale

(Groschwitz and Hogan, 2009).
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Les domaines intracellulaires de ces protéines transmembranaires sont reliés au cytosquelette
d'actine par les protéines ZO-1, ZO-2 et Z0-3 (zonula occludens). Ces protéines jouent un réle
fondamental dans la perméabilité cellulaire ainsi que dans la régulation de I'adhésion des
cellules, la formation et le maintien de la structure de la jonction serrée et dans la transmission
de signaux des jonctions intercellulaires a I'intérieur de la cellule afin de réguler des processus

tels que la migration cellulaire (Jain et al. 2011).

5.1.2. Diversité des cellules épithéliales et mécanismes de défense

Les CEls étant les principales cellules au contact du microbiote intestinale, elles sont des

acteurs essentiels des interactions hote-microbe (Figure 22).
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Figure 22 : Anatomie du systéme immunitaire intestinal (Abreu 2010)

Nous allons voir dans cette partie que les CEls contribuent a I'amorcage des réponses

cellulaires immunitaires adaptatives et a la régulation des réponses effectrices innées.

En plus de la barriére physique formée par I'épithélium intestinal, une couche de mucus
protectrice se trouve entre le contenu luminal et I’épithélium, participant ainsi a la fonction
de barriere de l'intestin. Le mucus est produit par des cellules sécrétoires spécialisées

présentes au sein de I'épithélium intestinal. Ces cellules sont spécialisées dans la protection
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de I'hote contre l'infection et I'exposition aux stimuli inflammatoires (Peterson and Artis,
2014). Elles comprennent les cellules caliciformes et les cellules de Paneth. Les cellules
caliciformes sécretent des mucines hautement glycosylées dans la lumiere intestinale,
principales composantes de la couche de mucus. La plus abondante des mucines, la mucine 2
(MUC2), joue un rbéle essentiel dans |'organisation des couches de mucus a la surface
épithéliale du coélon (Johansson et al., 2008). La déficience en MUC2 entraine le
développement spontané de la colite et une prédisposition au CCR induits par l'inflammation
chez les souris (Velcich et al., 2002; Van der Sluis et al., 2006). Les cellules de Paneth présentes
dans les cryptes de l'intestin gréle secrétent des protéines antimicrobiennes (AMPs) telles
gue les alpha-défensines, les cathelicidines et le lysozyme dans la couche de mucus (Bevins
and Salzman, 2011; Gallo and Hooper, 2012). Ces AMPs renforcent la fonction de barriére en
régulant les bactéries commensales et pathogenes et limitant la résistance des bactéries aux
réponses antimicrobiennes. Elles limitent ainsi la quantité et la diversité des bactéries qui
atteignent la surface épithéliale ou interagissent avec le systéme immunitaire des muqueuses

sous-jacentes (Kim and Ho, 2010; Gallo and Hooper, 2012).

Sila fonction de barriere est essentielle pour isoler le microbiote de I'intérieur de I'organisme,
certaines CEls sont spécialisées dans la présentation des antigenes luminaux et des micro-
organismes au systeme immunitaire muqueux sous-jacent. Il s’agit des cellules microfoldes
(ou cellules M) qui sont retrouvées au niveau de plaques de Peyer dans l'intestin gréle et au
niveau des agrégats lymphoides dans le colon (Mabbott et al., 2013). Les cellules M absorbent
les antigénes de maniére non spécifique et les micro-organismes via des récepteurs
spécifiques. Les cellules caliciformes de l'intestin gréle contribuent également au transport
actif du contenu luminal a travers la barriére épithéliale grace a la transmission d'antigenes
luminaux solubles aux cellules dendritiques (CD) sous-épithéliales (Peterson and Artis, 2014).
La présentation d’antigenes luminaux aux CD provoque la migration des CD vers le ganglion
lymphatique mésentérique ou elles induisent la différenciation des cellules B en plasmocytes
responsables de la sécrétion d'Immunoglobulines A (IgA). Ces IgA migrent par trancytose a
travers I'épithélium intestinal pour se retrouver dans le mucus, ou elles participent a la

protection contre l'invasion bactérienne (Kelly et al., 2015).

Les CEls expriment a leur surface des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires

(pattern-recognition receptors, PRR), capables de reconnaitre des signatures moléculaires des
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micro-organismes intestinaux commensaux et pathogenes. L’activation des PRR entraine
I'expression de genes pro-inflammatoires, la sécrétion de cytokines et de chimiokines puis le
recrutement de cellules inflammatoires et I’activation du systéme immunitaire adaptatif. Les
réponses immunitaires innée et adaptative médiées par les CEls via les PRR sont essentielles
pour la protection contre les pathogénes luminaux et la réparation des dommages épithéliaux
(Otte et al., 2004). Les PRR entrainent également la sécrétion d’AMPs telles que REGIIly
(protéine de régénération des flots de Lecterine de type C llly) par les CEls, principalement via
la voie PRR/MYD88 (Myeloid Differentiation primary response 88) (Soderholm and Pedicord,
2019). Les « Toll-like receptors » (TLR) font partie de la famille des PRR et peuvent activer la
voie Nf-kb (Nuclear factor-kappa B), essentielle pour réguler I’homéostasie et la réparation de
I’épithélium intestinale. Cependant la voie Nf-kb a également été impliqué dans la progression

du cancer colorectal.

L’exposition continue de [I'épithélium au microbiote intestinal constitue une source
permanente de stimuli immunitaires potentiels ; cependant, dans des conditions
homéostatiques, il existe un équilibre entre les réponses inflammatoires et régulatrices pour
empécher une réaction excessive aux antigenes luminaux inoffensifs. Des mécanismes
permettent de réguler le signal induit par les PRR et de différencier les bactéries pathogénes
des bactéries commensales. Les CEls expriment des régulateurs négatifs de la signalisation
pro-inflammatoire dépendante du PRR. La perturbation de ces voies de régulation provoque
chez les souris une augmentation de l'inflammation. Des PRR sont retrouvés aux pdles apical
et baso-latéral des CEls mais les voies de signalisation different, permettant ainsi d’adapter la
réponse inflammatoire. Il a également été montré que les signaux induits des bactéries
commensales via les PRR régulent la production de mucus par les cellules caliciformes. Les
cellules Paneth jouent également un réle important dans la régulation de la production d'AMP

grace a lI'expression de PRRs (Peterson and Artis, 2014).

Les cellules présentatrices d'antigéne telles que les CD et les macrophages expriment
également des TLR qui permettent I'intégration et la dégradation d’agents pathogénes. La
sécrétion de cytokines par ces cellules provoque la différenciation des CD4 + T naifs en cellules
T helper (TH1, TH2, TH17), en cellules T-régulatrices (Treg) et en cellules T-régulatrices
productrices d’IL-10 (TR1). L'activation des cellules TH1 et TH2 entraine I'expression de

cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines IL-4, IL-5 et IL-13, et I'IFN-y
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(interférony). Les cellules TH17 synthétisent I'lL-17 qui stimule les cellules stromales, qui vont
a leur tour exprimer des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'IL-8 et I'IL-22 (Adak

and Khan, 2019).

5.1.3. Microbiote intestinal

Notre systeme gastro-intestinal est colonisé par une multitude de micro-organismes qui
forment le microbiote intestinal. Il existe une véritable symbiose entre le microbiote et notre
organisme : le microbiote participe a la digestion, I'immunité et a la résistance aux agents
pathogeénes ; et I'h6te fournit au microbiote des nutriments et un environnement anaérobie,
chaud et humide. Le microbiote intestinal est un déterminant essentiel de la santé et des
maladies humaines et un régulateur clé de la physiologie de I'h6te. L'intestin est colonisé par
des micro-organismes aprés la naissance, atteignant un état d'équilibre entre 2 et 5 ans. Le
processus de colonisation microbienne de I'intestin est impacté par des facteurs tels que I'age
de la mere, le mode d'accouchement, I'alimentation (lait maternel ou lait maternisé) et la prise

d’antibiotique (Marques et al., 2010).

Avec une concentration bactérienne croissante depuis la lumiére gastrique jusqu’au colon,
c’est au niveau du colén et du rectum que le microbiote atteint sa concentration maximale.
Environ 3000 espéces procaryotes ont été identifiées dans le microbiote intestinal humain, et
il existe une grande variabilité entre les individus. Les Firmicutes (Lactobacillus, Clostridium,
Enterococcus) et les Bacteroidetes (Bacteroides) représentent la majorité des phyla
bactériens retrouvés dans l'intestin (Dethlefsen, McFall-Ngai, and Relman 2007), mais on
trouve également d’autres phyla tels que les Actinobacteria (Bifidobactéries), les
protéobactéries, les fusobactéries, les verrucomicrobies et les cyanobactéries (Eckburg et al.,

2005).

Le microbiote intestinal joue un réle important dans la digestion en assurant la fermentation
des substrats et des résidus alimentaires non digestibles, en facilitant I'assimilation des
nutriments grace a un ensemble d'enzymes dont I'organisme n'est pas pourvu, en hydrolysant
I'amidon, la cellulose et d’autres polysaccharides, en synthétisant certaines vitamines
(vitamine K, B12, B8) et en régulant plusieurs voies métaboliques (absorption des acides gras,
du calcium, du magnésium etc). Le microbiote intestinal participe également a la mise en place

et au fonctionnement du systeme immunitaire intestinal. Il permet de lutter directement
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contre la colonisation du tube digestif par des especes pathogenes, par phénoméne de
compétition et par production de substance bactéricides (bactériocines). Les acides gras a
chaine courtes (AGCC), dont les principaux sont l'acétate, le propionate et le butyrate,
produits par le microbiote par fermentation des polysaccharides non digestibles, ont un réle
majeur dans la fonction de barriere intestinale et le maintien de I'homéostasie intestinale et
immunitaire. Notamment, les AGCC ont un effet sur I'expression sur I'expression des TLR,

essentiels dans la réponse immunitaire intestinale (Tan et al., 2014).

Une fonction essentielle du microbiote intestinal est le développement et le maintien de la
fonction de barriére intestinale tout au long de la vie. Chez les individus en bonne santé, le
microbiote est relativement stable et forme un rapport mutuellement bénéfique avec I'hbte.
Cependant, des perturbations dans la relation héte-microbiote peuvent avoir de graves
conséquences et peuvent aggraver les troubles neurologiques, digestifs et métaboliques
(Borre et al., 2014). De nombreuses maladies métaboliques, notamment |'obésité et le
diabéte, sont associées a des modifications de la composition du microbiote. Les souris
nourries avec un régime riche en graisses, et les patients souffrant d'obésité ou de diabete ont
des rapports de Firmicutes et Protéobactéries sur Bacteriodetes augmentés (Plovier et al.,
2017). D’autre part, Akkermansia muciniphila est une espéce bactérienne impliquée dans la
régulation de la fonction de barriere intestinale et dont I'abondance est modifiée chez les
personnes obeéses et diabétiques. Il a été montré que l'administration quotidienne d'A.
Muciniphila atténuait le dysfonctionnement de la barriere intestinale induit par un régime
riche en gras (Everard et al., 2013). Plovier et al. ont récemment montré qu'une protéine
spécifiqgue de la membrane externe d' A. Muciniphila, appelée Amuc100, améliorait l'intégrité
de la barriere intestinale et que I'administration de cette protéine permettait de retrouver en
partie les effets bénéfiques de A. muciniphila Les vésicules extracellulaires (VE) sécrétées par
les bactéries sont d'autres composants majeurs connus pour interagir directement avec les
cellules épithéliales intestinales (Plovier et al., 2017). Il a en effet été montré que les VE d'A.
Muciniphila améliorent les symptomes de la colite induite par le DSS chez la souris (Cryan et

al., 2019).

De plus, il a été montré que les facteurs environnementaux auraient un réle déterminant dans
la composition du microbiote intestinal (Adak and Khan, 2019). Notamment, il a été montré

qgue le régime alimentaire influengait fortement la composition du microbiote. Les régimes
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riches en aliments d’origine végétale sont associés a une augmentation de certaines
Actinobactéries (les Bifidobactéries) et Firmicutes (Lactobacillus), et a une diminution des
Bacteroidetes et de Clostridium perfringens (Firmicute), favorisant la formation d’AGCC,
renforgant en conséquence la fonction de barriére intestinale, la production de cellules T-
régulatrices et diminuant linflammation. A l'inverse, les régimes riches en protéines
animales sont associés a une augmentation des Bacteroidetes (Alistipes, Bilopha et
Ruminococcus) et a une diminution de certaines Bifidobactéries, augmentant la production
de triméthylamine-N-oxyde, un composé pro-athérogéne qui augmente le risque de maladie
cardiovasculaire, et diminuant la formation d’AGCC, augmentant ainsi le risque de maladies
inflammatoires de I'intestin (Singh et al., 2017). De plus, les régimes occidentaux riches en
graisses et en sucres ont été associés a une diminution de la diversité bactérienne alors qu'un
régime riche en fruits et légumes, a forte teneur en fibres, est associé a une plus grande

richesse bactérienne (Filippo et al., 2010).

5.2. Notion de perméabilité intestinale

5.2.1. Définition

La perméabilité intestinale peut étre définie comme la capacité de la muqueuse intestinale a
laisser passer des substances présentes dans la lumiere intestinale vers l'intérieur de
I'organisme. La perméabilité de I'épithélium intestinal est régulée via deux voies principales:
la voie transcellulaire et la voie paracellulaire (Shen et al., 2011). La perméabilité
transcellulaire correspond essentiellement au transport de solutés tels que les acides aminés,
les électrolytes, les acides gras a chaine courte et les sucres a travers les cellules épithéliales,
grace a des transporteurs sélectifs (Kunzelmann and Mall 2002). La perméabilité paracellulaire
correspond au transport a travers |'espace entre les cellules épithéliales et est régulée par les
complexes jonctionnels (Van Itallie and Anderson 2006). Elle permet le passage sélectif de
molécules essentielles au maintien de I’"homéostasie, telles que I'eau, des ions, des petits

nutriments et de certaines macromolécules, et doit donc étre régulée avec précision.

Il existe deux voies de transport paracellulaire a travers les jonctions serrées d'une
monocouche épithéliale intacte, appelées voies de «pore» et de «fuite ». La voie de pore est
une voie de grande capacité, qui présente une sélectivité en fonction de la taille et de la

charge, tandis que la voie de fuite présente une faible capacité et a une sélectivité limitée. La
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perméabilité de la voie des pore semble étre régulée principalement par la famille des
claudines, tandis que la perméabilité de la voie de fuite est régulée par les protéines Z0-1,
I'occludine et la kinase a chaine légére de myosine (MLCK) (Shen et al., 2011). Des dommages
épithéliaux tels que des Iésions ou des ulceres provoquent la destruction des jonctions serrées
provoquant une altération de la fonction de barriére locale. Le contenu luminal traverse alors
la barriere intestinale par une troisieme voie, appelée voie «sans restriction». La voie sans
restriction est de grande capacité et non sélective en ce qui concerne la taille et la charge du
soluté. De grosses protéines et méme des bactéries entieres peuvent traverser la voie sans
restriction, ce qui explique en partie les maladies déclenchées par des dommages épithéliaux.
Cependant, en absence de pathologies, I'épithélium est généralement intact et la fonction de

barriere refléte le flux a travers les voies de pore et de fuite (Buckley and Turner 2018).

5.2.2. Régulation de la perméabilité intestinale

La kinase de la chaine légere de la myosine (MLCK) est une protéine clé impliquée dans
I’augmentation de la perméabilité intestinale. Une fois activée, la MLCK va phosphoryler la
chaine légere de myosine (MLC), ce qui provoque l'ouverture des jonctions serrées et la
réorganisation de l'anneau d'actomyosine perijonctionnel (PAMR), induisant ainsi une
augmentation de la perméabilité paracellulaire (Clayburgh et al., 2005). De plus, il a été
montré in vivo que des modeles transgéniques exprimant une MLCK constitutivement active
avaient une perméabilité paracellulaire augmentée (Su et al., 2009). L’ouverture des jonctions
serrées associée a 'activation de la MLCK passerait par une relocalisation de la protéine ZO-

1, une endocytose de I'occludine et la dépolymérisation de I'actine (Su et al., 2009).

La perméabilité a travers I'épithélium intestinal est augmentée pendant I'absorption des
nutriments. Le co-transport entre le Na+ et le nutriment, en activant la MLCK, induit une
augmentation de la perméabilité paracellulaire (Turner et al., 1997). Une augmentation de la

perméabilité intestinale peut également étre associée a une situation pathologique.
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Na* %N:utrients fluid Par exemple, I'activation de la MLCK peut

résulter d’une infection a E. coli (Yuhan et

al., 1997) ou d’une stimulation au TNF-o

claudins

(Tumour Necrosis Factor a), une cytokine

inflammatoire (Zolotarevsky et al., 2002)

occludin

(Figure 23).

La MLCK est donc un nceud de signalisation

j ’ OL—* N 7“ clé dans la régulation physiologique et
Nk K+ r:;tr%ents 4 @/‘ physiopathologique des jonctions

épithéliales serrées. Des études in vitro ont
Figure 23 : Réles de la MLCK dans la régulation

de la jonction serrée (He et al. 2020) montré que lactivation de la MLCK

résultante de la stimulation au TNFa ne
fonctionne qu’aprés un pré-traitement avec autre cytokine inflammatoire : I'lFN-y. En effet
I"IFN-y provoque la transcription du récepteur au TNF-o. (Wang et al. 2005). Une fois dans la
cellule, le TNF-o provoque une activation de la MLCK mais également une régulation positive
de la transcription de la MLCK (Wang et al., 2005; He et al., 2020).Un autre mécanisme majeur
de régulation des jonctions serrées est la phosphorylation post-traductionnelle. Le statut de
phosphorylation de I'occludine est étroitement régulé par plusieurs kinases (Rao 2009). A
I’état basal, I'occludine est hautement phosphorylée au niveau des résidus sérine et thréonine
(Farshori and Kachar, 1999) et interagit avec ZO-1 et d'autres protéines des jonctions serrées.
En conditions pathologiques (inflammation, élévation des ROS), des altérations de ce schéma
de phosphorylation peuvent modifier les interactions protéine-protéine de I'occludine avec

les protéines de la famille ZO, et ainsi altérer l'intégrité de la barriere intestinale épithéliale.

Plusieurs études ont montré que 'AMPK (AMP-activated protein kinase), un régulateur
majeur du statut énergétique cellulaire, était impligué dans |'assemblage des jonctions
serrées (Wang et al., 2016; Zhu et al., 2018). Son activation contribue au maintien de la
fonction de barriére de I'intestin tandis que son inhibition entraine une altération de cette
fonction. 'AMPK peut étre activée lorsque le rapport AMP/ATP augmente ou en réponse a
I'augmentation du Ca?* cellulaire mais également en réponse a des facteurs physiologiques,
tels que les hormones, les cytokines et les nutriments (Kahn et al., 2005). Son activité peut

aussi étre impactée par des conditions pathologiques telles que le vieillissement, le syndrome
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métabolique, le cancer et l'inflammation chronique (Steinberg and Kemp 2009). Le réle de
AMPK dans l'assemblage des jonctions serrées résulterait d’une phosphorylation des
protéines de jonctions serrées. LAMPK peut également phosphoryler la cinguline, une
protéine reliant les jonctions serrées au cytosquelette, ainsi que la girdine, protéine
essentielle au maintien de l'intégrité de la jonction serrée (Yano et al., 2013; Aznar et al.,

2016).

5.2.3. Augmentation de la perméabilité intestinale

Les causes d’une augmentation de perméabilité ne sont pas encore complétement comprises
mais de nombreuses études se sont intéressées a ce sujet ces derniéres années. Les composés
lumineux issus de l'alimentation et de Il'environnement entrent en contact étroit avec
I'épithélium intestinal, et forment donc les principaux stimuli susceptibles de perturber la
barriére. Des études récentes ont montré que les graisses alimentaires modulent directement
I'intégrité des JS, induisant une altération de la barriére intestinale (Rohr et al., 2020). Par
exemple, un régime riche en lipides réduit I'expression des protéines de JS a long terme, et
cela est corrélé a une hyperperméabilité intestinale chez la souris (Kirpich et al., 2012). Des
résultats similaires ont été retrouvés chez le rat : un régime riche en lipides était associé a
une augmentation de la perméabilité intestinale et une réduction de I'expression de la
claudine-1, la claudine-3, I'occludine et JAM-1 au niveau de l'intestin gréle (Suzuki and Hara
2010). En constatant que les rats nourris avec le régime riche en lipides présentaient une
concentration sanguine en acides biliaires plus importante que les rats controles, les auteurs
de cette étude ont émis I’hypothése que les acides biliaires pourraient étre des médiateurs de
I’effet du régime riche en lipides sur la perméabilité intestinale. Ils ont donc exploré, in vitro,
I'effet d’'une exposition a de la bile de rats ou a une émulsion de graisses sur des cellules
intestinales Caco-2 et ont constaté que ces deux traitements augmentaient la perméabilité
épithéliale et réduisaient I'expression de certaines protéines de JS (Suzuki and Hara 2010).
D’autres études ont montré que les acides biliaires, dont la production est fortement
augmentée par un régime riche en graisses, entrainait une augmentation de la perméabilité

intestinale (Araki et al., 2005; Murakami et al., 2016).

Une altération de la barriere intestinale est observée dans les maladies intestinales et

systémiques et les maladies auto-immunes (Ma 1997). Cependant, on ne sait pas si la perte
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de l'intégrité de la barriere est la cause ou la conséquence de ces maladies. La perte de
I'intégrité de la barriére intestinale a aussi été associée a l'apparition de troubles métaboliques
tels que l'obésité et le diabéete de type Il (Chelakkot et al., 2018). Des études cliniques ont
montré que la perméabilité intestinale augmentée chez les patients obéeses revenait a la
normale aprés une perte de poids (Damms-Machado et al, 2017). L'endotoxémie
métabolique, résultant de la perte d'intégrité de la barriere intestinale, serait un facteur
majeur contribuant a la résistance a l'insuline et a I'obésité (Cani et al., 2007, 2009).
L’altération de la barriere épithéliale intestinale permet le passage de lipopolysaccharide (LPS)
et d'autres toxines vers la circulation sanguine. Des souris nourries avec un régime riche en
graisses pendant 4 semaines présentaient une augmentation de trois a quatre fois du LPS
sérique, indiquant la présence d’une endotoxémie métabolique (Cani et al., 2007). Cette
maladie peut conduire a une inflammation systémique de bas grade et a une résistance a
I'insuline, associée a I'apparition de maladies métaboliques. La réduction de I'endotoxémie
métabolique par I'amélioration de la perméabilité de la barriére intestinale pourrait donc
présenter une stratégie intéressante pour traiter les troubles métaboliques tels que I'obésité

et le diabete.

En conclusion, le systéme immunitaire intestinal, le microbiote intestinal et I’épithélium
intestinal interagissent pour assurer la fonction de barriére de I'intestin, essentielle dans la
protection de l'organisme vis-a-vis des composés toxiques présents dans la lumiére
intestinale. Notamment, la perméabilité intestinale est étroitement associée a I’état de
santé, et peut étre augmentée par des composés présents dans la lumiére intestinale tels
que des lipides. De plus, nous allons voir dans le chapitre suivant que des signaux
environnementaux extérieurs agissant sur le systéme nerveux, tels que le stress

psychologique, peuvent également augmenter la perméabilité intestinale.

6. IMPACT DU STRESS PSYCHOLOGIQUE SUR LA SANTE

6.1. Stress psychologique et anxiété

Le stress est défini comme étant une réaction de I'organisme a une agression par un agent
physique, psychique ou émotionnel entrainant un déséquilibre qui doit étre compensé par un

travail d’adaptation. Il s’agit, a la base, d’un moyen de mobiliser I'organisme face a des
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agressions extérieures et de faciliter sa survie, mais lorsqu’il est important, le stress peut
entrainer un sentiment de peur et d'anxiété (Fink 2016). L’anxiété est un état mental de
trouble et d’agitation caractérisé par un sentiment d’insécurité indéfinissable, une peur sans
objet. Le stress psychologique et I'anxiété sont des notions trés proches, la principale
différence entre ces deux termes réside dans le fait que le stress psychologique provient d’'une
cause exterieure alors que I'anxiété peut étre présente méme en absence de stimuli externe

(https://www.apa.org/topics/stress-anxiety-difference). Ce sont en général des stress répétés

qui vont conduire a I'anxiété (Revollo et al., 2011; Magnavita and Fileni, 2014).

L’amélioration de I’état de santé mentale constitue un enjeu majeur en santé publique. Parmi
les troubles mentaux affectant la population, les troubles anxieux sont les plus fréquents.
Selon 'OMS, plus de 260 millions de personnes présenteraient des troubles de |’anxiété dans
le monde. Une étude menée dans 6 pays européens a rapporté que 13,6% de la population
d’étude avait été confrontée a des troubles anxieux au cours de leur vie (Alonso et al. 2004).
En France, les troubles anxieux (anxiété généralisée, agoraphobie, phobie sociale, troubles
panique et stress post-traumatique) concernaient 17 % des hommes et 25 % des femmes en
2007 (Cohidon, 2007). De plus, 10,7% des hommes et 14,5% des femmes présentaient une

anxiété généralisée (Cohidon, 2007).

6.2. Conséquences physiologiques du stress

La réponse biologique au stress implique ['activation de trois grands systémes
interdépendants. Tout d’abord le stress est détecté par les systémes sensoriels du cerveau.
Le cerveau active ensuite le systéme nerveux autonome (SNA) qui, par le biais du systeme
sympatico-surrénalien, déclenche une libération rapide de catécholamines dont les
principales sont la noradrénaline et I'adrénaline. Les catécholamines augmentent le débit
cardiaque et la pression sanguine, détournent le sang de la peau et de l'intestin vers les
muscles squelettiques, et déclenchent la libération de glucose du foie dans le flux sanguin. Le
cerveau active simultanément I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (hypothalamic—

pituitary—adrenal, HPA) (Fink 2016).

L'axe HPA constitue le principal axe neuroendocrinien chez les mammiféres, il controle les
réponses au stress en régulant les taux circulants de glucocorticoides. En réponse a un stress,

des peptides de la famille du CRF (corticotropin-releasing factor) sont libérées du noyau
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paraventriculaire (PVN) de I'hypothalamus. Les principaux CRF sont la CRH (Corticotropin-
releasing hormone), I'urocortine 1, I'urocortine 2 et l'urocortine 3. La CRH et les urocortines
exercent leurs actions biologiques sur les cellules cibles via |'activation de 2 récepteurs : CRF-
1 et CRF-2. Bien qu'ils partagent 70% de similitude de leur séquence en acides aminés, le CRF-
1 et le CRF-2 présentent des affinités différentes pour la CRH. La CRH a une affinité plus élevée
(10 a 40 fois plus élevée) pour CRF 1 que pour CRF 2, alors que toutes les urocortines agissent

préférentiellement par le CRF 2 (Gjerstad, Lightman, and Spiga 2018).

La libération du CRF stimule la libération de //ﬁ‘*r\

I'hormone adrénocorticotrophique (ACTH) par
I'hypophyse antérieure. L'ACTH est a son tour
sécrétée dans la circulation sanguine, ce qui
entraine la synthése et la sécrétion
glucocorticoides par le cortex surrénal (Dallman

et al., 1987). Une fois dans la circulation

systémique, les glucocorticoides sont distribués
Pituitary U

dans tout [I'organisme (Figure 24). Les
ACTH J

glucocorticoides sont des hormones ayant un Glucocorticoids
large éventail d'effets ; elles sont impliquées

Adrenal
dans la régulation des processus métaboliques,  cortex

du systéme immunitaire, de la reproduction, du

Figure 24: Activation de I’'axe hypothalamo-

comportement et des fonctions cognitives : ) :
hypophyso-surrénalien en réponse a un stress

(Gjerstad et al., 2018). Dans les conditions

basales, le schéma de libération des glucocorticoides est tres dynamique, avec un rythme
circadien caractérisé par des niveaux élevés de sécrétion avant la phase active (nuit chez le rat
et jour chez I'hnomme) et des niveaux faibles pendant la phase inactive (Gjerstad, Lightman,
and Spiga 2018; Watts, Tanimura, and Sanchez-Watts 2004). Les glucocorticoides exercent
leurs effets par Il'activation du récepteur aux glucocorticoides (GR) et du récepteur des
minéralocorticoides (MR) (Gjerstad, Lightman, and Spiga 2018; Reul and de Kloet 1985). Aprés
s'étre liés aux glucocorticoides, le MR et le GR se délocalisent vers le noyau ou ils régulent la
transcription des genes et la synthése des protéines. Ces deux récepteurs sont exprimés dans

des tissus différents, présentent des affinités différentes pour les glucocorticoides et exercent
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donc des fonctions physiologiques différentes (Gjerstad, Lightman, and Spiga 2018). Tandis
gue les MR sont déja activés a de faibles concentrations de glucocorticoides, les GR ne sont
activés que lorsque les niveaux de glucocorticoides sont élevés. L'expression du GR est
omniprésente dans Il'organisme et intervient dans la médiation des processus tels que la
distribution de I'énergie (par exemple, la glycogéneése, le métabolisme des graisses et des
protéines) et la fonction immunitaire. En plus de leurs effets sur le métabolisme et le systéme
immunitaire, les glucocorticoides régulent également leur propre sécrétion par un mécanisme

de rétrocontrole négatif, nécessaire pour mettre fin a la réponse de I'axe HPA.

6.3. Impact sur la barriere intestinale

Les études portant sur les effets du stress psychologique sur la physiologie intestinale ont
grandement contribué a la mise en évidence de I'existence d’un axe bidirectionnel entre
I'intestin et le cerveau. Ces effets ont été surtout étudiés dans le cadre des troubles
fonctionnels digestifs et en particulier dans le syndrome de l'intestin irritable (Sll). Diverses
études cliniques ont également suggéré un effet direct du stress sur l'inflammation intestinale

et les ulceres gastro-duodénaux (Konturek et al., 2011).

Il est désormais admis que le stress psychologique provoque une altération de la fonction de
barriére intestinale. De nombreuses études se sont intéressées aux conséquences du stress
psychologique sur la physiologie intestinale et il a été montré que le stress affecte I'absorption
des nutriments, la perméabilité intestinale, la sécrétion de mucus et d'acides gastriques, la

fonction des canaux ioniques et l'inflammation gastro-intestinale (Kelly et al., 2015).

Les mécanismes impliqués dans I’effet du stress sur de la barriére intestinale n’ont pas encore
été completement compris mais le CRF et ses récepteurs CRFR1 et CRFR2 jouent un role clé
dans I'augmentation de la perméabilité intestinale induit par le stress (Kelly et al., 2015). Une
étude a montré que des volontaires sains qui devaient faire une présentation orale devant un
public, un facteur de stress psychosocial, avaient une perméabilité augmentée au niveau de
I'intestin gréle (Vanuytsel et al., 2014). lls ont également montré que cet effet était médié par
I'activation de I'axe HPA, reflétée par I'augmentation des niveaux de cortisol, et que cette
réponse au stress dépendait de l'activation des mastocytes, car un prétraitement avec un
stabilisateur de mastocytes bloquait 'augmentation de perméabilité induite par le stress.

Enfin, I'administration de CRF exogéne a reproduit I'augmentation de perméabilité induite par
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le stress, la encore de maniere dépendante des mastocytes. Une étude chez le rat a montré
qgue des récepteurs aux CRF étaient présents sur les mastocytes intestinaux et que la liaison
du CRF sur ces récepteurs provoquerait une dégranulation des mastocytes et la libération de
médiateurs (histamine, protéases, TNF-a, etc.) entrainant des effets physiologiques
importants dans les tissus locaux et

Glucocorticoids

systémiques tels qu'une augmentation de la *
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."
activation
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Figure 25 : Mécanisme proposé pour expliquer

stress, une activation mastocytaire excessive [‘augmentation de perméabilité intestinale induite

i . par le stress. Adapté de Ait-Belgnaoui et al. 2005
ou prolongée est nocive.

Le stress augmente également la réponse du systéeme gastro-intestinal a l'inflammation
(Collins, 2001) via une augmentation de la perméabilité intestinale et du recrutement des
lymphocytes T. L'agrégation des lymphocytes conduit a la production de marqueurs
inflammatoires, active des voies clés dans I'hypothalamus et entraine une rétroaction
négative due a la sécrétion de CRH, ce qui augmente la susceptibilité aux maladies

inflammatoires gastro-intestinales.

Il a récemment été montré que le microbiote intestinal jouait également un role important
dans la communication bidirectionnelle entre I'intestin et le cerveau, et notamment dans la
relation entre stress et barriére intestinale. En effet, plusieurs études ont montré que le stress

pouvait modifier la composition du microbiote intestinal (De Palma et al., 2015; Huo et al.,
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2017). Le microbiote intestinal est nécessaire au bon développement de I'axe hypothalamique
hypophyso-surrénalien (HPA) et il y a une certaine période au début de la vie ou la colonisation
doit avoir lieu pour assurer le bon développement de cette voie de signalisation (Sudo et al.,
2004). Il a été montré que des altérations du microbiote en début de vie, et notamment au
moment de la colonisation, pourraient prédisposer a troubles liés au stress a I'dge adulte
(Borre et al. 2014) et qu’une exposition a une plus faible biodiversité microbienne pourrait
contribuer a l'augmentation des troubles inflammatoires chroniques a I'age adulte,
notamment la dépression (Rook, Raison, and Lowry 2014). Il a également été montré qu’un
prétraitement probiotique pouvait réduire I'augmentation de la perméabilité intestinale
induite par le stress chronique, et cela était corrélé a une réduction de la dégradation des
protéines de jonctions serrées dans la muqueuse colique chez les souris stressées (Ait-
Belgnaoui et al. 2014). En particulier, Lactobacillus farciminis supprime |'augmentation de
perméabilité, I'activation de I'axe HPA, I'endotoxémie et la neuroinflammation induites par le

stress (Ait-Belgnaoui et al. 2012).

6.4. Stress psychologique et risque de cancer

De nombreuses études ont exploré les liens entre troubles psychologiques et risque de cancer
mais les résultats sont hétérogenes. Concernant le risque de CCR associé au stress
psychologique, une étude de cohorte japonaise a mis en évidence une association significative
entre le stress percu et le risque de cancer rectal (Kikuchi et al., 2017) alors qu’une étude
danoise a obtenu une association négative entre le stress percu et le risque de CCR chez les
femmes, et pas d’association significative chez les hommes (Nielsen et al. 2008). Une méta-
analyse explorant les associations entre le stress au travail et le risque de cancer publiée en
2013 n’a pas conclu a une association significative avec le risque de CCR (Heikkila et al., 2013).
Concernant les autres localisations de cancer, cette méta-analyse a conclu que le stress au
travail n’était pas significativement associé aux risques de cancer du poumon, de la prostate
ou du sein (Heikkilad et al., 2013). A I'inverse, une récente méta-analyse regroupant 11 études
a montré que les événements stressants augmentaient de 11% le risque de cancer du sein

(RR=1,11 [1,03-1,19]) (Bahri et al., 2019).

En plus de ses effets potentiels, directs ou indirects, sur I'incidence de cancer, le stress

psychologique pourrait également étre impliqué dans la récidive du cancer. Une étude
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récente a montré que le stress psychologique, en activant les polynucléaires neutrophiles,
pouvait inverser la dormance des cellules tumorales (Perego et al., 2020). Plus précisément,
ce seraient les hormones du stress, telles que la norépinéphrine et le cortisol, qui
provoqueraient une libération de protéines pro-inflammatoires par les neutrophiles, induisant
I'activation de la myéloperoxydase et entrainant une accumulation de lipides oxydés dans les
neutrophiles. Lorsque ces lipides oxydés sont libérés par les neutrophiles, ils activent la voie
du facteur de croissance des fibroblastes (FGF) dans les cellules tumorales, provoquant la
sortie des cellules tumorales de la dormance et la formation de nouvelles Iésions tumorales.
Le traitement des souris avec des B-bloquants pour inhiber la signalisation de I'hormone de
stress a empéché la réactivation des cellules tumorales. Enfin, les auteurs ont trouvé une
association entre les concentrations sériques de protéines associées au stress et une récidive
tumorale plus précoce apres résection chirurgicale dans une cohorte de patients atteints d'un

cancer du poumon.

6.5. Modele de stress de séparation maternelle

D’apres la théorie des origines développementales de la santé (DOHaD pour Developmental
Origins of Health and Disease), la période intra-utérine et les premiéres années de vie sont
des phases critiques du développement. L’exposition a un stress au cours de cette période
augmente la susceptibilité d’apparition de nombreuses maladies chroniques a I'dge adulte
(Charles, 2013). Le stress de début de vie fait référence a tous les événements stressants
survenant durant I’enfance et 'adolescence, qui pourraient avoir une répercussion a I'age

adulte.

Le stress du début de la vie chez 'homme a été associé au développement de |'anxiété et de
la dépression a I’age adulte (Juruena et al., 2020). Cela s’explique par le fait que le stress du
début de vie entraine des modifications permanentes de I'axe HPA pouvant conduire au
développement de l'anxiété chez I'adulte. La dysrégulation de I'axe HPA résulterait d’une
réduction de la rétroaction inhibitrice, entrainant une augmentation de I'activité de I'axe HPA
associée a une hypercortisolémie. Un déséquilibre entre les GR et les MR ou des changements
dans la capacité des GC a circuler pour exercer une rétroaction négative sur la sécrétion des
hormones HPA par liaison aux GR et a la RM pourraient expliquer ces défauts de rétrocontrole

négatif sur I'axe HPA.
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Le stress de séparation maternelle est un modeéle de stress psychologique de début de vie tres

utilisé chez le rongeur. Chez les rongeurs, aprés la naissance, il existe une période

d'hypersensibilité au stress durant laquelle le maintien de niveaux faibles et stables de

corticostérone est nécessaire a la croissance et au développement du SNC. La présence

maternelle durant cette période est essentielle pour le bon développement du SNC. La

séparation des petits rongeurs de leur mére au début de la période postnatale entraine une

augmentation durable des comportements liés a I'anxiété a I'age adulte (Romeo et al., 2003;

O’Mahony et al., 2011). Cependant, les males et les femelles ne répondent pas de la méme

maniére au stress de séparation maternelle. Certaines études menées sur des souris C57BI/6J

ont montré que I'anxiété a I’'age adulte n’était augmentée que chez les males. Une revue de

la littérature a rapporté les niveaux de preuves obtenus pour les résultats comportementaux

et physiologiques rapportés aprés un stress de séparation maternelle (Tractenberg et al.,

2016) (Figure 26). On peut remarquer que, bien que plus d’études aient été menées chez les

males, une augmentation de I'anxiété était rapportée dans la majorité des études, pour les

deux sexes.

Pas d’effet
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804
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Figure 26 : Impact du stress de séparation maternelle sur I'anxiété, la dépression, la mémoire et le poids

corporel chez la C57BI/6 (Tractenberg et al. 2016)

Ces dernieres années, le modeéle de stress de séparation maternelle chez le rongeur a été tres

utilisé comme modele d’étude des MICI en raison de son impact sur la barriere intestinale. En

effet, la période néo-natale, en plus d’étre une étape cruciale dans le développement du

systéme nerveux, est également caractérisée par une barriére intestinale immature. Les

évenements stressants survenant pendant cette période provoquent des altérations de la

barriere intestinale a I'age adulte, et prédisposent ainsi aux MICI (Tractenberg et al., 2016).
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Le stress psychologique a des conséquences physiologiques importantes dans I'organisme,
principalement médiées par I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, et
I'intestin est une cible bien connue de cette activation. Le stress psychologique altére la
fonction de barriére de l'intestin, et augmente ainsi I'exposition de [I'‘organisme aux
composés toxiques présents dans la lumiére intestinale. Le stress psychologique a
également été associé au risque de cancer, et notamment au risque de cancer colorectal,

bien que les résultats soient trés hétérogénes en fonction des études.
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/. OBIECTIFS DE LA THESE ET STRATEGIE

7.1. Hypothese

La consommation de viande rouge et de charcuterie est associée a une augmentation du
risque de CCR. Les travaux de I’équipe PPCA ont permis de proposer que le fer héminique était
un facteur central pour expliquer cette association. En effet, le fer héminique, en catalysant
I'oxydation des lipides du régime, entraine la formation d’alcénals cytotoxiques et
génotoxiques dans la lumiére intestinale, qui favoriserait ainsi la promotion du CCR. D’autre
part, il a été montré que le stress psychologique entrainait une altération de la barriéere de
I'intestin. Les travaux de I’équipe NGN ont notamment permis de proposer que le stress
provoque une augmentation de la perméabilité intestinale. La principale fonction de Ia
barriére intestinale étant de protéger I'organisme des molécules toxiques présentes dans la
lumiére intestinale, nous avons émis I'hypothése que l'altération par le stress de cette
fonction de barriére pourrait augmenter les effets délétéres des alcénals héme-induits.
Autrement dit, notre postulat de départ est que le stress pourrait augmenter le risque de
cancer induit par le fer héminique en raison de I'altération de la barriére intestinale gqu’il

provoque.

7.2. Objectifs et stratégie

Les recommandations nutritionnelles actuelles sont basées sur des analyses en profondeur de
la littérature, mais elles ne concernent que les aliments ou groupes d’aliments

indépendamment du contexte nutritionnel et environnemental.

Les travaux de I'équipe PPCA dans des modeles animaux de carcinogenéese colorectale, en
explorant I'impact du contexte nutritionnel et donc de différents régimes alimentaires a base
de viande rouge sur le risque de CCR, ont permis de montrer que le calcium et les antioxydants
permettaient de réduire le risque de cancer héme-induit. L'effet cancérigene de I’"héme est
expliqué, au moins en partie, par sa capacité a peroxyder les lipides du régime. Le calcium, en
chélatant I’'héme, 'empéche de réagir avec les lipides dans la lumiére intestinale, et limiterait
donc son potentiel cancérigéne. Les antioxydants empéchent les réactions de peroxydation
des lipides luminale dans les modéles animaux et chez des volontaires sains et limitent

également le potentiel cancérigéne de I’heme et des produits carnés. Ces travaux permettent
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de proposer qu’en fonction du régime alimentaire, la viande rouge et la charcuterie n’ont pas
le méme potentiel cancérigéne. Il est donc important de considérer un aliment ou groupe
d’aliment dans un contexte alimentaire et environnemental, et non individuellement. Cette
complexification de la relation alimentation-cancer, qui consiste a replacer I'aliment dans un
régime alimentaire et un contexte global, est nécessaire pour mieux comprendre les
mécanismes par lesquels la viande rouge augmente le risque de CCR et surtout pour adapter

au mieux les politiques de prévention en matiere de santé publique.

Puisqu’il est établi que le stress psychologique peut provoquer des altérations importantes de
la fonction de barriére intestinale et notamment une augmentation de la perméabilité
intestinale, il nous a paru intéressant de vérifier si ces altérations de la barriere intestinale
suffisaient a créer un environnement plus propice a la promotion du cancer colorectal heme-
induit. L’objectif général de cette thése est donc d’étudier I’effet du stress psychologique sur
I’association positive entre consommation de viande rouge et charcuterie et risque de

cancer colorectal.

Les études épidémiologiques observationnelles permettent de mettre en évidence des
associations a I’échelle de la population mais elles ne permettent pas de conclure a un lien de
causalité, alors que les études expérimentales menées in vivo sur les animaux ou in vitro
permettent de mettre en évidence des mécanismes biologiques. C'est la combinaison de ces
deux types d’études qui permet de mettre en évidence les facteurs de risque du cancer. Nous
avons donc choisi de combiner ces différentes approches pour répondre a notre objectif

général de these.

Plus précisément, la stratégie mise en place pour répondre a cet objectif général est composée

de 3 sous-obijectifs :

1. Explorer I'effet de I'anxiété sur I’association positive entre consommation de viande

rouge et charcuterie et risque de cancer par I’anxiété dans la cohorte Nutrinet-Santé

Dans une cohorte de plus de 100 000 participants (Nutrinet-Santé), a I'aide de modele de Cox
multi-ajustés sur les facteurs de confusions, nous avons exploré (i) I'association entre la
consommation de viande rouge et charcuterie et le risque de cancer, (ii) I'association entre
I'apport en fer héminique (provenant de la viande rouge et de la charcuterie) et le risque de

cancer, et (iii) la modification par I'anxiété de ces associations.
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2. Explorer les conséquences physiopathologiques de la consommation de fer héminique

in vivo chez des souris ayant subi un stress de séparation maternelle en début de vie

Nous avons soumis des souris C57BI/6J a un stress de séparation maternelle en début de vie,
et a I’age adulte, ces souris ont été nourries avec un régime riche en fer héminique pendant 4
semaines. Nous avons ainsi comparé les effets déléteres du fer héminique sur la muqueuse

intestinale des souris ayant été stressées par rapport aux souris n’ayant pas été stressées.

3. Explorer I'effet des alcénals issus de la consommation de fer héminique in vitro sur un

modéle de barriére épithéliale intestinale saine ou altérée

Nous avons créé un modeéle in vitro de barriére intestinale altérée en reproduisant
I’augmentation de perméabilité intestinale induite par le stress psychologique sur un modele
cellulaire d’épithélium intestinal. Nous avons ensuite comparé les effets cytotoxiques et
génotoxiques des alcénals issus de la consommation de fer héminique, en situation de
barriere épithéliale saine et altérée. Le but était de voir si 'augmentation de perméabilité

augmente les effets cytotoxiques et génotoxiques des alcénals.

91



Etudes réalisées et résultats

FTUDES REALISEES ET RESULTATS

1. ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE

L’anxiété est un potentiel modificateur de I'association positive entre consommation
de viande rouge et charcuterie et risque de cancer: résultats provenant de la cohorte
Nutrinet-Santé

1.1. Introduction a l'article

1.1.1. Contexte

Cette étude a pour but de répondre au premier objectif de la thése qui est d’explorer I'effet
de I'anxiété sur I'association positive entre consommation de viande rouge et charcuterie et

risque de cancer par I'anxiété dans la cohorte Nutrinet-Santé.

Il est désormais admis que le stress psychologique et I'anxiété ont des effets délétéres sur la
fonction de barriére de l'intestin (Vanuytsel et al., 2014). L'effet cancérigéne des produits
carnés provient pour tout ou partie de leur contenu en fer héminique et de sa capacité a
peroxyder les lipides du régime, générant des alcénals cytotoxiques et génotoxiques (Bastide
et al., 2015). L'anxiété ayant un effet délétére sur la fonction de barriére de I'intestin, nous
avons fait ’hypothése que, dans la lumiere intestinale, le fer héminique provenant de la
consommation de viande rouge, ainsi que les alcénals résultant de cette consommation,
pourrait avoir plus facilement accés a la muqueuse colique chez les personnes anxieuses. Le
risque de cancer lié a la consommation de viande rouge et charcuterie serait alors plus

important chez les personnes anxieuses.

1.1.2. Objectifs

L'objectif de cette étude a été d’explorer, au sein de la cohorte Nutrinet-Santé :

1) L’association entre la consommation de viande rouge et de charcuterie et le risque de
cancer (toutes localisations confondues, colorectal, sein, prostate) dans la population globale

et séparément chez les anxieux et les non-anxieux
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2) L’association entre I'apport en fer héminique provenant de la consommation de viande
rouge et de charcuterie et le risque de cancer (toutes localisations confondues, colorectal,

sein, prostate) dans la population globale et séparément chez les anxieux et les non-anxieux.

1.1.3. Meéthode

= la cohorte Nutrinet-Santé

L'étude NutriNet-Santé est une cohorte en ligne lancée en 2009 en France avec pour objectif
d'étudier les associations entre nutrition et santé. Les participants agés de plus de 18 ans ayant
acces a Internet sont recrutés en continu depuis mai 2009 dans la population générale, et

répondent a des questionnaires en ligne sur un site web dédié (www.etude-nutrinet-sante.fr).

= Collecte des données

Consommation de viande rouge et charcuterie ; apport en fer héminique

L'alimentation des participants a été estimée par des rappels de 24 heures, et les apports en
énergie, alcool et nutriments ont été estimés al'aide d'un tableau de composition alimentaire.
Cela nous a permis d’estimer la consommation quotidienne moyenne de viande rouge et

charcuterie des participants, ainsi que I'apport en fer héminique provenant de ces viandes.

Comparé aux autres charcuteries, le jambon contient moins de lipides (7,3 g/100 g contre 26,1
g/100 g dans les autres charcuteries en moyenne) et de fer héminique (0,9 mg/100 g contre
2,8 mg/100 g). Comme notre hypothése était que le fer héminique, via la catalyse de la
peroxydation lipidique, pourrait étre responsable de la cancérogénicité de la viande rouge et
de la charcuterie, nous avons choisi de mener I'analyse principale en excluant le jambon des
charcuteries. Une analyse de sensibilité a été effectuée en incluant le jambon dans les
charcuteries. Ainsi, dans cet article, le terme "charcuteries" désigne toutes les charcuteries

excepté le jambon.

Anxiété
L’évaluation de I'anxiété était basée sur le traitement pour I'anxiété ; les participants anxieux

ont été sélectionnés en trois étapes :

- A leur entrée dans I'étude, les participants ont rempli un questionnaire de base dans lequel

ils devaient dire s'ils avaient déja été traités pour de I'anxiété ou pour des troubles anxieux
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avant de participer a I'étude, mais il ne leur était pas demandé de préciser le traitement. Les
participants qui ont répondu avoir été traités pour de I'anxiété ou des troubles d'anxiété avant

I'entrée dans I'étude étaient considérés comme anxieux.

- Tous les six mois, les participants devaient indiquer s'ils avaient été traités pour des troubles
d'anxiété ou d'angoisse depuis le dernier questionnaire qu'ils avaient rempli, et la encore, il
n'était pas demandé de préciser le traitement. Les participants qui ont déclaré au moins une
fois avoir été traités pour de I'anxiété ou pour des troubles anxieux au cours des deux
premieres années de suivi (et avant un diagnostic de cancer) ont été considérés comme

anxieux.

- Dans un autre questionnaire annuel, les participants devaient déclarer tous les médicaments
qu'ils avaient pris depuis le dernier questionnaire qu'ils avaient rempli. Les participants qui
déclaraient avoir pris un traitement contre I'anxiété (anxiolytiques ou automédication a base
de plantes) au cours des deux premiéres années de suivi (et avant un diagnostic de cancer)

étaient considérés comme anxieux.

Co-variables

Lors de l'inscription, les participants ont rempli une série de cing questionnaires portant sur
les caractéristiques sociodémographiques et le mode de vie (sexe, date de naissance, niveau
d'éducation, statut tabagique, nombre d'enfants etc.), les données anthropométriques (taille,
poids), les apports alimentaires, 'activité physique (questionnaire IPAQ) et I'état de santé
(antécédents personnels et familiaux de cancers, le statut ménopausique, prise de

médicaments etc.).

Cas incidents de cancers

Les participants ont rempli a I'inclusion, puis tous les six mois, des questionnaires sur leur état
de santé dans lequel ils devaient notamment indiquer les cas incidents de cancer. Dans cette
étude, tous les premiers cancers diagnostiqués entre l'inclusion et le 9 septembre 2019 ont

été considérés comme des cas.

= Analyses statistiques

Les caractéristiques des participants (données de consommation alimentaire, apport en

nutriments, données sociodémographiques et anthropométriques) a linclusion ont été

94



Etudes réalisées et résultats

rapportées chez les non-anxieux et chez les anxieux. Une étude prospective de I'association
entre consommation de viande rouge et charcuterie, ou apport en fer héminique provenant
de ces viandes, et le risque de cancer a ensuite été effectuée. Pour cela, la consommation de
viande rouge et de charcuterie ainsi que I'apport en fer héminique provenant de ces viandes
ont été moyennés sur les deux premiéres années de suivi, chez les participants ayant au moins
deux rappels de 24h validés sur cette période. Des modéles de Cox multi-ajustés sur les
facteurs de confusion potentiels ont ensuite été effectués pour étudier les associations entre
consommation de viande rouge et charcuterie et risque de cancer, en fonction du statut
d’anxiété. Plus précisément, ces modeles de Cox multi-ajustés nous ont permis d’obtenir des
hazard ratios (HR) avec des intervalles de confiance (IC) a 95%. Les participants qui ont déclaré
avoir été traités pour des troubles d'anxiété ou d'angoisse ou ceux qui ont déclaré avoir pris
des anxiolytiques pour la premiére fois seulement aprés avoir recu un diagnostic de cancer

ont été considérés comme non anxieux.

Des études de sensibilité consistant a tester d'autres ajustements (dont le nombre de paquets-
années de cigarettes), I'exclusion des fumeurs et anciens fumeurs et I'exclusion des cas
survenus au cours des deux premiéres années de suivi, ont été effectuées pour évaluer la

solidité des résultats.
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Abstract

Purpose Red and processed meats are recognized by the International Agency for Research on Cancer as probably carcino-
genic and carcinogenic to humans, respectively. Heme iron has been proposed as a central factor responsible for this effect.
Furthermore, anxiety affects the intestinal barrier function by increasing intestinal permeability. The objective of this work
was to assess how anxiety modifies the association between red and processed meat consumption and cancer risk in the
NutriNet-Santé prospective cohort (2009-2019).

Methods Using multi-adjusted Cox models in a sample of 101,269 subjects, we studied the associations between the con-
sumption of red and processed meat, the amount of heme iron coming from these meats and overall, colorectal, prostate,
and breast cancer risks, overall and separately among participants with and without anxiety.

Results An increase in red and processed meat consumption was associated with an increased risk of developing colorectal
cancer in the total population (HR for an increase of 50 g/day=1.18 (1.01-1.37), p=0.03). After stratification on anxiety,
the HR 50 g/day was 1.42 (1.03—1.94, p =0.03) in anxious participants and 1.12 (0.94-1.33, p =0.20) in other participants.
Similar trends were observed for overall cancer risk. Analyses conducted with heme iron also provided similar results.
Conclusions Our results strengthen the existing body of evidence supporting that red and processed meat consumption and
heme iron intake are associated with an increased risk of overall and more specifically colorectal cancer, and suggest that
anxiety modifies these associations, with an increased risk in anxious participants.

Keywords Colorectal cancer - Anxiety - Red and processed meat - Heme iron - Intestinal barrier - Prospective cohort study
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lower consumption levels [RR=1.12 (1.04-1.21) per 100 g/
day according to the WCRF] [ 1-4]. Supporting the results of
observational studies, our previous works showed that red
and processed meats promote precancerous lesions in the
colon of rats and adenoma in the colon of mice [5]. In 2015,
the International Agency for Research on Cancer classified
processed meat as “carcinogenic” and red meat as “probably
carcinogenic” for humans [6]. In addition, a positive associa-
tion between consumption of red and processed meat and
other types of frequent cancers such as breast and prostate
neoplasms has been suggested in recent prospective epide-
miological studies [7-9].

Experimental studies have shown that three types of com-
pounds could be responsible for the carcinogenic effect of
red and processed meat: heterocyclic amines, N-nitroso com-
pounds, and heme iron [10]. Bastide et al. identified heme
iron as the major actor in meat-induced promotion of colo-
rectal cancer in rats, without additive or synergistic effects of
heterocyclic amines and endogenous N-nitroso compounds
[11]. A positive association between heme iron intake and
risk of colorectal cancer has since been established in several
epidemiological studies [12—14]. The carcinogenic effect of
heme iron has been linked to its ability to catalyze lipid per-
oxidation of dietary components, generating cytotoxic and
genotoxic aldehydes in the intestinal lumen [11]. Still, other
mechanisms are proposed to explain the carcinogenicity of
heme iron, such as microbial dysbiosis and immune system
dysregulation [15, 16].

Anxiety and stress disorders constitute the largest group
of mental disorders in most Western societies and are a lead-
ing cause of disability [17]. Psychological stress and anxiety
impair the intestinal barrier function, essential to prevent
the entry of harmful substances from the intestinal lumen,
as reflected by an increase in intestinal permeability [18],
increased inflammation, gut microbiota changes [19] and
mucus network alteration [20].

In our study, we hypothesize that anxiety, because of its
impact on the intestinal barrier, would be an effect modifier
of the association between red and processed meat consump-
tion and the risk of cancer, in particular of colorectal cancer.
An identification of such finding could potentially contribute
to a better understanding of the underlying biological mech-
anisms and to a better identification of population at risk.

In this study, we aimed (i) to explore the association
between red and processed meat consumption and cancer
risk in the French NutriNet-Santé cohort, (ii) to explore the
association between heme iron intake from red and pro-
cessed meat and cancer risk, and (iii) to investigate whether
anxiety modifies these associations.

@ Springer

Methods
Study population

The NutriNet-Santé study is an ongoing web-based cohort
launched in 2009 in France with the objective to study
the associations between nutrition and health. This cohort
has been previously described [21]. Participants aged
over 18 years with access to the Internet are continuously
recruited since May 2009 among the general population by
means of vast multimedia campaigns. All questionnaires
are completed online using a dedicated website (www.
etude-nutrinet-sante.fr).

Data collection
Dietary data

Dietary intakes have been assessed at inclusion and every
6 months through a series of three non-consecutive web-
based 24 h-dietary records tested and validated against
an interview by a trained dietitian and against blood and
urinary biomarkers [22-24], randomly assigned over
a 2-week period (2 weekdays and 1 weekend day). Par-
ticipants used a dedicated interface of the study website
to declare all foods and beverages consumed during a
24 h-period including their three main meals (breakfast,
lunch, dinner) and any other eating occasion. Portion
sizes were estimated using validated photographs. Mean
daily energy, alcohol and nutrient intakes were estimated
using a published French food composition table (> 3,500
items) [25]. Consumed amounts from composite dishes
were estimated using French recipes validated by food
and nutrition professionals. Dietary underreporting was
identified on the basis of the method proposed by Black
[26]. Red meat intake was defined as fresh, minced and
frozen beef, veal, pork, and lamb. Processed meat intake
was defined as mostly pork and beef preserved by methods
other than freezing, such as salting, smoking, marinating,
air-drying or heating and included bacon, sausages, blood
sausages, liver pété, salami, mortadella, tinned meat. Com-
pared to other processed meats, ham contains less lipids
(7.3 g/100 g vs 26.1 /100 g in other processed meats on
average) and heme iron (0.9 mg/100 g vs 2.8 mg/100 g).
Since our hypothesis was that heme iron, via catalysis of
lipid peroxidation, may be responsible for the carcino-
genic effect of meat, we chose to conduct the main analy-
sis without ham in the class of processed meats, with ham
included in processed meat in sensitivity analysis. Thus,
in this article, the term “processed meat” refers to all pro-
cessed meats except ham.
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Anxiety assessment

At baseline and each year thereafter, participants were asked
if they were treated for anxiety or anxiety disorders. Besides,
information on all medication used, including anxiety treat-
ments such as anxiolytic (ATC code NO5B) or plant-based
self-medication, was collected annually after inclusion in the
study, with a linkage with the Vidal® drug database gather-
ing virtually all medications available in the French mar-
ket. In addition, our research team was the first in France to
obtain the authorization by Decree in the French Council of
State (n°2013-175) to link data from our cohorts to medico-
administrative databases of the National health insurance
(SNIIRAM database) for participants who have given their
consent. These databases provided additional information
on dispense, frequency and amount of medication intake.
Among anxiolytics, the use of benzodiazepine, which is
a class of psychoactive drugs only delivered on medical
prescription, was assessed to verify that the increased risk
observed in anxious people is not due to benzodiazepine
intake as suspected in the study of Iqbal et al. [27]. For this
study, we defined anxious participants as people who have
been treated for anxiety or anxiety disorders before enter-
ing the study or during their first two years of follow-up.
Participants who reported being treated for anxiety or anxi-
ety disorders or those who reported taking anxiolytics for
the first time only after being diagnosed with cancer were
considered non-anxious (detailed in Online supplementary).

Covariates

At inclusion, participants filled a set of five questionnaires
related to socio-demographic and lifestyle characteristics
(e.g.. sex, date of birth, educational level (5.0% missing
data)), smoking status, number of children, age of first
birth), anthropometrics [28, 29] (e.g., height and weight
(0.6% missing data)), dietary intakes (see above), physical
activity (validated IPAQ questionnaire, 13.9% missing data)
[30] and health status (e.g., personal and family history of
diseases, age at menarche, menopausal status, and medica-
tion use).

Case ascertainment

Participants’ health status was described at enrollment and
reassessed every six months by a check-up questionnaire. At
any time during follow-up, participants could also declare a
health event, a new treatment, or a medical exam via a dedi-
cated and secured online platform. Every reported cancer
case was validated by an expert medical committee, based on
medical and anatomopathological reports collected from the
participants, their physicians and/or hospitals. Cases were
classified using the International Classification of Diseases,
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10th revision (ICD-10) [31]. The NutriNet-Santé study had
also access to databases from the National Health Data Sys-
tem (SNDS). Linkage of the cohort to the national medical
databases of the health insurance (SNIIRAM) and to the
French cause-specific mortality registry (CépiDC) enabled
to complete death and health data, and limited potential bias
due to unreported cancer cases. In this study, all first primary
cancers diagnosed between the inclusion and September 9™
2019 were considered as cases, except for basal cell carci-
noma which were not considered as cancer.

Statistical analyses

The flowchart for participants’ selection is presented in
Online Supplementary Fig. S1. Estimated red meat, pro-
cessed meat, and other dietary intakes were based on the
average intake for each subject across all 24-h dietary
records available in their first two years of follow-up. Base-
line characteristics of participants were compared between
non-anxious and anxious participants using )(2 tests or Stu-
dent’s r-tests wherever appropriate. We estimated hazard
ratios (HR) and 95% confidence intervals (CI) using Cox
proportional hazards models, with age as the primary time
variable, to characterize the associations between the con-
sumption of red and processed meat, heme iron (from red
and processed meat), and overall, colorectal, breast and pros-
tate cancer risks. A competing risks approach was used, and
the HRs reported are cause-specific Hazard ratios. We con-
firmed that the assumptions of proportionality were satisfied
through an examination of the Schoenfeld residuals (Online
Supplementary Fig. S2) and the assumption of linearity
between red and processed meat consumption and overall
and colorectal cancer risks was added in the online sup-
plementary material (Supplementary Fig. S3). Participants
contributed person-time until the date of cancer diagnosis,
the date of last completed questionnaire, the date of death, or
September 09, 2019, whichever occurred first. Models were
adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (BMI),
height, physical activity, family history of cancer, smoking
status, educational level, number of 24 h dietary records,
fruits intake, vegetables intake, saturated fatty acid, dairy
products intake, wholegrain products intake, alcohol intake
and energy intake. For breast cancer analyses, additional
adjustments were performed for the number of biological
children, menopausal status at baseline, hormonal treatment
for menopause at baseline, oral contraception use at base-
line, age at menarche, and age at the first child. Coding for
these covariates is indicated in footnotes to Table 2.

To assess the effect modification role of anxiety on the
associations between red and processed meat intake and
cancer risk, these associations were tested in two strata of
the population based on anxiety. An interaction term (prod-
uct) between red and processed meat intake and anxiety
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was added in the model, and the p-value of this estimate
(p-interaction) was reported.

The associations between benzodiazepine intake and can-
cer risk were also tested.

A series of sensitivity analyses were performed to assess
the robustness of the findings by testing further adjustments
(among which the number of pack-years of cigarettes),
exclusion of current and former smokers and exclusion of
cases that occurred during the first two years of follow-up
(detailed in Online Supplementary Materials and Methods).
Breast cancer analyses were also tested in pre- and post-
menopause separately. Women contributed person time to
the “premenopausal breast cancer model” until their age
at menopause and to the “postmenopausal breast cancer
model” from their age at menopause.

All tests were two-sided, and p < 0.05 was considered sta-
tistically significant. SAS version 9.4 (SAS Institute) was
used for the analyses.

Results

A total of 101,269 subjects were included in the analyses.
Mean number of 24 h dietary records per subject over their
first two years of follow-up was 5.68 +3.07. 19,228 partici-
pants were qualified as anxious. Among these participants,
11,702 reported being treated for anxiety or anxiety disor-
ders prior to inclusion in the study, 7,624 reported being
treated for anxiety or anxiety disorders in their first 2 years
of follow-up, 7,037 took anxiolytics during their first two
years of follow-up and 940 took plant-based self-medication
during their first two years of follow-up.

Characteristics of participants according to anxiety sta-
tus are described in Table 1. Mean daily red meat intake
was 42 + 39 g/day. Mean daily processed meat intake was
20+ 24 g/day. The proportion of women and non-smokers
was higher in non-anxious people than in anxious people.
No major differences in food consumption were observed
between anxious and non-anxious participants, and the con-
sumption of red and processed meat was different between
groups, but the amounts were not clinically relevant. Charac-
teristics of participants according to sex-specific quartiles of
red and processed meat consumption are described in online
supplementary Table S1.

During follow-up (median: 5.5 years; 554,364 person-
years), 3,126 incident cancer cases were diagnosed, among
which 250 colorectal cancers, 910 breast cancers and 369
prostate cancers. Mean age at diagnosis was 59.4 year+12.1
and mean baseline-to-diagnosis time was 4.2 year + 2.6. The
abandon rate in the NutriNet-Santé cohort was 6.7%.

The assumptions of proportionality were satisfied through
an examination of the Schoenfeld residuals for overall and
colorectal cancer risks (respective p values for Schoenfeld
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Individual Test 0.6, and 0.99) (Online Supplementary Fig.
S2) and the linearity assumptions between consumption of
red and processed meat and overall and colorectal cancer
risks were confirmed by the restricted cubic spline (respec-
tive p values for non-linear associations 0.7, and 0.8) (Online
Supplementary Fig, S3).

Associations between red and processed meat con-
sumption and overall, colorectal, breast, and prostate can-
cer risk are presented in Table 2. Red and processed meat
consumption were associated with increased overall can-
cer risk [HR for an increase of 50 g/day of red and pro-
cessed meat was 1.06 (1.02-1.11), p=0.01] and colorectal
cancer risk [HR5, o, =1.18 (1.01-1.37), p=0.03]). For
breast cancer, HR for an increase of 50 g/day of red and
processed meat was 1.09 (0.99-1.19), p=0.07. No asso-
ciation was detected for prostate cancer [HRsg 44, =1.03
(0.91-1.17), p=0.68]). After stratification on anxiety, red
and processed meat intake was associated with increased
overall cancer risk [HRsg 44, = 1.13 (1.02-1.25), p=0.02]
and colorectal cancer risk [HRsg g4,y =1.42 (1.03-1.94),
p=0.03] in participants considered anxious, while these
associations were not significant in non-anxious participants
[HR5) p/aay = 1.05 (1.00-1.10), p=0.08 for overall cancer
risk and HR s g/q0y = 1.12 (0.94-1.33), p=0.2 for colorec-
tal cancer risk]. Results for breast and prostate cancer risks
were not significant in both strata.

Associations between heme iron intake from red and
processed meat and overall, colorectal, breast and pros-
tate cancer risks are presented in Table 3. Heme iron
intake was associated with increased overall cancer risk
[HR, mefday = 1.10 (1.04-1.16), p=0.001], colorectal cancer
risk [HR | g0, =1.24 (1.04-1.49), p=0.02] and breast can-
cer risk [HR | 4, =1.16 (1.05-1.29), p=0.01]. No associa-
tion was detected for prostate cancer risk [HR| 1,04, =0.97
(0.82-1.15), p=0.72]. After stratification on anxiety, in non-
anxious participants, heme iron intake was positively associ-
ated with overall cancer risk [HRy 4/, =1.07 (1.01-1.14),
p=0.034] and breast cancer risk [HR ;g =1.18
(1.04-1.33), p=0.01] but not with colorectal cancer risk
[HR, m/day = 1.17(0.95-1.44), p=0.15]. In anxious partici-
pants heme iron intake was associated with increased over-
all cancer risk [HR; /4, =1.20 (1.07-1.35), p=0.002]
and colorectal cancer risk [HR; me/day = 1.55 (1.07-2.24),
p=0.02] but not with breast cancer risk [HR /4, = 1.11
(0.89-1.39), p=0.36]. Results for prostate cancer risks were
not significant in both strata.

No significant associations were observed between the
use of benzodiazepines and cancer risk (Online Supple-
mentary Table S2). Overall, sensitivity analyses (e.g. test-
ing further adjustment, the influence of menopausal status
on breast cancer results, exclusion of cases that occurred
during the first two years of follow-up, multiple imputa-
tions) provided similar results and are detailed in Online
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Table 1 Baseline characteristics

of study population according to ﬁ::;ﬁ\ S;Tlcitgi;o:s ?;tg;: nts p value?
anxiety (n=101,269), NutriNet- _ _ _
Santé Zo(horl, France? 2009-19 (n=101,269) (n=82,041) (n=19,228)
Age, years 51.2 (14.5) 51.1(14.6) 51.6 (13.9) <.0001
Sex, n (%)
Female 79,734 (719) 63,174 (77) 16,560 (86) <.0001
Male 21,535 21) 18,867 (23) 2,668 (14)
Height, cm 166.7 (8) 167.0 (8) 165.5 (8) <.0001
Body mass index 23.7(5) 236 (4 23.9(5) <.0001
Family history of cancer, n (%)°
No 63,722 (63) 52,212 (64) 11,510 (60) <.0001
Yes 37,547 (37) 29,829 (36) 7,718 (40)
Higher education, n (%)
No 17,279 (17) 13,593 (17) 3,686 (19) <.0001
Yes, <2 years 17,312 (17) 13,830 (17) 3,482 (18)
Yes, > 2 years 66,678 (66) 54,618 (67) 12,060 (63)
Smoking status, n (%)
Current 17,513 (17) 13,574 (17) 3,939 (21) <.0001
Former 32,813 (32) 26,292 (32) 6,521 (34)
Never 50,943 (50) 42,175 (51) 8,768 (46)
TPAQ physical activity level, n (%)I°
High 28,151 (28) 23,226 (28) 4,925 (26) <.0001
Moderate 37,580 (37) 30,520 (37) 7,060 (37)
Low 21,420 21) 17,020 (21) 4,400 (23)
Missing 14,118 (14) 11,275 (14) 2,843 (15)
Energy intake without alcohol, kcal/day 1,851 (452) 1,856 (454) 1,827 (446) <.0001
Red meat consumption, g/day 42 (39) 42 (39) 40 (38) <.0001
Processed meat consumption, g/day 20 (24) 20 (24) 19 (23) <.0001
Ham consumption, g/day 12(17) 12 (17) 13(17) <.0001
Alcohol intake, g/day 8(12) 8(12) 7(12) <.0001
Vegetable consumption, g/day 217 (117) 217 (117) 215 (120) 0.011
Fruit consumption, g/day 189 (149) 190 (150) 187 (146) 0.0047
Dairy products consumption, g/day 235 (156) 235 (156) 233 (156) 0.176
Heme iron intake, mg/day 1.2 (1.2) 1.2 (1.2) 1.2(1.2) 0.0002
Saturated fatty acids intake, mg/day 33 (12) 33(12) 33 (12) <.0001
Calcium intake, mg/day 922 (299) 923 (298) 918 (300) 0.0288
Fibres intake, mg/day 19 (7) 19 (7) 19 (7) 0.0037

Values are means (SDs) or 1 (%)
IPAQ International Physical Activity Questionnaire

p value for comparison between non-anxious and anxious participants, by Fisher test or y° test where
appropriate
b Among first-degree relatives

€ Available for 87,151 participants; participants were categorized into “high,” “moderate,” and “low” cat-
egories according to IPAQ guidelines

supplementary Table S3-S8. Analyses conducted only on Discussion
never smokers or with ham included in processed meat
were consistent although less clear than the main analysis, In this large prospective cohort, we observed that red and

especially in stratified models (see Online Supplementary ~ processed meat consumption as well as heme iron intake
Tables S9-S11).
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Table 2 Associations between the consumption of red and processed
meat and the risk of overall, colorectal, breast and prostate cancer in
the whole population and in non-anxious and anxious participants
from multivariable Cox proportional hazard models®, NutriNet-Santé
cohort, France, 2009-2019 (n=101,269)

Table 3 Associations between the intake of heme iron from red and
processed meat and risk of overall, colorectal, breast and prostate
cancer in the whole population and in non-anxious and anxious par-
ticipants from multivariable Cox proportional hazard models®, Nutri-
Net-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=101,269)

Cases/non cases  HRsg gy, (CL95%) p

Cases/non cases  HR |04, (C195%) p

All participants (n=101,269)

Cancer (all loca- 3,126/98.143 1.06 (1.02-1.11) 0.007
tions)
Colorectal cancer 250/101,019 1.18 (1.01-1.37) 0.034
Breast cancer” 910/78,824 1.09 (0.99-1.19) 0.072
Prostate cancer 369/21,166 1.03 (0.91-1.17) 0.680
Non-anxious participants (n=82,041)
Cancer (all loca- 2541/79,500 1.05 (1.00-1.10) 0.075
tions)
Colorectal cancer 206/81.835 1.12 (0.94-1.33) 0.201
Breast cancer” 710/62,464 1.10 (1.00-1.22) 0.059
Prostate cancer 332/18,535 1.02 (0.89-1.17) 0.786
Anxious participants (n=19,228)
Cancer (all loca- 585/18,643 1.13 (1.02-1.25) 0.016
tions)
Colorectal cancer 44/19,184 1.42 (1.03-1.94) 0.030
Breast cancer” 200/16,360 1.02 (0.84-1.23) 0.878
Prostate cancer 37/2,631 1.07 (0.73-1.58) 0.744

All participants (n=101,269)

Cancer (all loca- 3,126/98,143 1.10 (1.04-1.16) 0.001
tions)
Colorectal cancer 250/101,019 1.24 (1.04-1.49) 0.018
Breast cancer” 910/78.,824 1.16 (1.05-1.29) 0.005
Prostate cancer 369/21,166 0.97 (0.82-1.15) 0.719
Non-anxious participants (n=_82,041)
Cancer (all loca- 2541/79,500 1.07 (1.01-1.14) 0.034
tions)
Colorectal cancer 206/81.835 1.17 (0.95-1.44) 0.148
Breast cancer” 710/62.,464 1.18 (1.04-1.33) 0.008
Prostate cancer 332/18,535 0.96 (0.80-1.14) 0.635
Anxious participants (n=19,228)
Cancer (all loca- 585/18,643 1.20 (1.07-1.35) 0.002
tions)
Colorectal cancer 44/19,184 1.55 (1.07-2.24) 0.019
Breast cancer® 200/16,360 1.11 (0.89-1.39) 0.361
Prostate cancer 37/2,631 1.04 (0.62-1.75) 0.874

p for interaction between anxiety and consumption of red and pro-
cessed meat is .26 for overall cancer, 0.035 for colorectal cancer,
(.38 for breast cancer and (.77 for prostate cancer

*Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale),
sex, body mass index (continuous, kg/m?), height (continuous, cm),
physical activity (categorical IPAQ variable: high, moderate, low,
missing value), smoking status (categorical: never, former, current
smokers), educational level (categorical: less than high school degree,
less than two years after high school degree, two and more years after
high school degree), number of 24-h dietary records (continuous),
family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without
alcohol (continuous variable: kcal/day), alcohol (continuous, g/day),
fruits intake (g/day, continuous), vegetables intake (g/day, continu-
ous), total saturated fatty acid intake (g/day, continuous), dairy prod-
ucts intake (g/day, continuous) and wholegrain products intake (g/
day, continuous)

YBreast cancer models were additionally adjusted for: age at
menarche (categorical: <12 years old,> 12 years old), age at first
child (categorical: no child, before 30 years, 30 years and older),
number of biological children (continuous), baseline menopausal
status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral contracep-
tive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for
menopause at baseline (categorical: yes, no)

were positively associated with overall and colorectal can-
cer risks. Our results also suggest an effect modification of
these associations by anxiety. Indeed, after stratification on
anxiety, red and processed meat consumption were associ-
ated with increased overall and colorectal cancer risk in
participants considered anxious, but not in their non-anx-
ious counterparts. Red and processed meat consumption
was not associated with risks of breast and prostate cancer,
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p for interaction between anxiety and intake of heme iron from red
and processed meat is (.14 for overall cancer, 0.07 for colorectal can-
cer, (.54 for breast cancer and 0.93 for prostate cancer

Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale),
sex, body mass index (continuous, kg/m?), height (continuous, cm),
physical activity (categorical IPAQ variable: high, moderate, low,
missing value), smoking status (categorical: never, former, current
smokers), educational level (categorical: less than high school degree,
less than two years after high school degree, two and more years after
high school degree), number of 24-h dietary records (continuous),
family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without
alcohol (continuous variable: kcal/day), alcohol (continuous, g/day),
fruits intake (g/day, continuous), vegetables intake (g/day, continu-
ous), total saturated fatty acid intake (g/day, continuous), dairy prod-
ucts intake (g/day, continuous) and wholegrain products intake (g/
day, continuous)

"Breast cancer models were additionally adjusted for: age at
menarche (categorical: <12 years old,> 12 years old), age at first
child (categorical: no child, before 30 years, 30 years and older),
number of biological children (continuous), baseline menopausal
status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral contracep-
tive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for
menopause at baseline (categorical: yes, no)

and heme iron intake was associated with an increased risk
of breast cancer but not with prostate cancer risk.

The positive association between red and processed
meat consumption and colorectal cancer risk observed in
our study population is consistent with several other epi-
demiological studies and is today well established [1-3].
Additionally, we observed an association between red and
processed meat and overall cancer risk suggesting that other
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cancer sites may also be concerned. Indeed, several studies
suggested that red and processed meat may also influence
breast cancer risk [7, 32]. In our study, we found a border-
line association [HRsy 44, =1.09 (0.99-1.19)] for red and
processed meat consumption and breast cancer risk. For
prostate cancer, we did not find an association with red and
processed meat consumption, in line with the last report of
the World Cancer Research Fund (WCRF) [33].

Epidemiological and experimental studies have sup-
ported the hypothesis that the carcinogenicity of red and
processed meat could be due to their high heme iron con-
tent. Experimental studies have proposed that the increased
heme-induced lipid peroxidation leads to the formation of
cytotoxic and genotoxic aldehydes in the intestinal lumen
[11]. It has been established in vitro that precancerous
cells are resistant to apoptosis induced by these aldehydes,
giving these cells a selective advantage and leading to an
increased risk of colorectal cancer [34]. Based on a recent
meta-analysis, the WCRF concluded in 2017 that consump-
tion of foods containing heme iron increases the risk of
colorectal cancer, with limited-suggestive evidence [35].
Likewise, we observed a positive association between heme
iron intake (from red and processed meat) and colorectal and
overall cancer risks. This may explain why we observed a
lower risk of cancer when ham was included in our analy-
ses since ham contains less heme iron and lipids than other
processed meats. Similarly, in a previous study conducted in
the independent SU.VI.MAX cohort, the positive associa-
tion between processed meat intake and breast cancer risk
was higher and stronger when cooked ham was excluded
from processed meat [36]. In the present study, heme iron
was also associated with increased risk of breast cancer, in
line with other cohort studies [37]. This association is also
consistent with results of a previous study conducted by our
team in the SU.VI.MAX cohort where a positive association
between total dietary iron intake and breast cancer risk was
observed [38].

It is widely accepted that anxiety is associated with intes-
tinal barrier dysfunction [39—41]; associations between
psychological stress and cancer risk, however, are not con-
sistent, with several studies finding no association [42]
[association between anxiety and colorectal cancer in our
cohort: HR =0.92 (0.66-1.27), p=0.6]. Stimulation of the
hypothalamic—pituitary—adrenal axis in response to stress
leads to increased intestinal barrier permeability through
secretion of glucocorticoids and activation of intestinal
mast cells [39, 43, 44]. An intact intestinal barrier prevents
the permeation of toxic luminal substances, whereas intes-
tinal barrier disruption allows their entry, which may trig-
ger local or systemic inflammation and disease [45]. We
hypothesized that this intestinal barrier disruption resulting
from anxiety could increase the exposure of the epithelium
to the luminal content, notably to aldehydes resulting from
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red and processed meat, and increase the passage of these
toxic molecules into the body, thereby increasing the risk
of colorectal cancer and other types of cancer for which
red meat is a potential risk factor. In line with this assump-
tion, the results of the present study suggest that the posi-
tive association between red and processed meat and cancer
risk may be stronger in anxious participants. Indeed, red
and processed meat consumption was associated with higher
colorectal cancer risk in anxious participant but not in their
non-anxious counterparts (despite higher statistical power in
this group). Similar trends were observed for overall cancer
risk, and analyses conducted with heme iron also provided
similar results. These results are in line with our hypothesis
that anxiety, by disrupting the intestinal barrier function,
may increase the effect of heme-induced toxic aldehydes.
Anxiety could therefore be an effect modifier of the associa-
tion between meat consumption and colorectal cancer risk.
For breast cancer, there was a positive association between
heme iron intake from red and processed meat, and the risk
of cancer. However, this risk did not seem to be modified by
anxiety, as opposed to colorectal cancer risk, which is more
directly impacted by intestinal barrier disruption. The fact
that the association between breast cancer risk and heme iron
intake was significant for the non-anxious group but not for
the anxious group can be explained by the higher statistical
power in the non-anxious group. Finally, prostate cancer risk
did not seem to be linked with heme iron intake or red and
processed meat consumption.

Some studies have found a positive association between
benzodiazepine intake and the risk of cancer [27, 46]. But
in our study, we did not detect an association between ben-
zodiazepine intake and overall, colorectal, breast, or pros-
tate cancer risk. We hypothesize that the potential effect
modification of the association between red and processed
consumption and cancer risk by anxiety would be caused by
intestinal barrier function dysregulation. Since these drugs
are not known to alter intestinal barrier function in the litera-
ture, it is more likely that the effect modification observed
in this study results from anxiety itself rather than from the
treatment.

Strengths of this study are its large sample size, the pro-
spective design and the use of repeated detailed and vali-
dated 24 h-dietary records based on an up-to-date food com-
position database with a large choice of items to assess usual
dietary intakes. There are, however, certain limitations. The
NutriNet-Santé study is a cohort of volunteers which shows
more health-conscious behaviors and higher professional
and/or educational level compared to the general French
population [47]. Thus, unhealthy dietary behaviors (such
as very high intakes of red and processed meat) may have
been underrepresented, which could have led to reduced
contrast between participants and thus weaker associations.
Additionally, although the number of overall cancer cases

@ Springer



Etudes réalisées et résultats

European Journal of Nutrition

was reasonably large, the numbers of the different types of
cancers was more limited, and the statistical power was,
therefore, limited to some cancer locations. Another limita-
tion was that the assessment of anxiety was based on self-
reported treatment. Untreated participants were, therefore,
considered not anxious, possibly leading to misclassifica-
tion bias for some participants, also most likely weakening
the observed associations. Finally, the observed relation-
ships could be partly affected by unmeasured or residual
confounding factors. However, main potential confounders
have been accounted for in this study; we thus deem unlikely
that residual confounding may entirely explain the observed
associations.

In conclusion, in line with the mechanistic hypothesis,
this prospective cohort study suggests that red and processed
meat consumption and heme iron intake are associated with
an increased risk of overall and more specifically colorec-
tal cancer. Besides, to our knowledge, this epidemiological
study is the first one to suggest that anxiety may foster these
positive associations. These results need replication in inde-
pendent populations and must be supported by experimental
studies. They provide novel insights into the understanding
of the complex etiology of cancer and the interplay of nutri-
tion and lifestyle factors.
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1.3. Discussion

1.3.1. Principaux résultats

Cette étude a confirmé que la consommation de viande rouge et charcuterie était associée a
une augmentation du risque de cancer (colorectal et toutes localisations confondues) dans la
cohorte Nutrinet-Santé. En effet une augmentation de la consommation de viande rouge et
de charcuterie de 50 g/jour était associée a une augmentation significative du risque de
développer un cancer toutes localisations confondues de 6% (HR : 1,06 (1,02-1,11), p=0,0007)
et de CCR de 18% (HR: 1,18 (1,01-1,37), p=0,034). Aprés stratification sur I'anxiété,
I"augmentation du risque de cancer lié a la consommation de viande rouge et charcuterie était
de 12% (HR : 1,12 (0,94-1,33), p=0,201) chez les non-anxieux, et de 42% (HR : 1,42 (1,03-1,94),
p=0,030) chez les anxieux. De la méme maniére que pour la viande rouge et la charcuterie,
une augmentation de I"apport en fer héminique de 1mg/jour augmentait le risque de CCR de
24% (HR : 1.24 (1,04-1,49), p=0,018) dans la population globale et de 55% (HR : 1,55 (1,07-
2,24), p=0,019) chez les anxieux, et des tendances similaires ont été observées pour les

cancers toutes localisations confondue (Figure 22).

Risque lié a la consommation de viande rouge  Risque lié & 'apport en fer héminique provenant de

et charcuterie (Ade 50g/jour) la viande rouge et de la charcuterie (Ade 1mg/jour)
| 1,063 | 1,097
| = | V——
Tous 1,046 11,071 Légende:

I|—’—|

cancers 1 1
1 1 —4&— Population générale
1 1
: : Non-anxieux
1 1 H
11,179 | 1,244 Anxieux
1 | ———

Cancer ! 1,118 ' 1,166

colorectal "'_’_'I | M
1 1
1 1
T T 1 T T T
1 15 2 1 15 2
Hazard ratio Hazard ratio

Figure 22: Risque relatif de cancer lorsque la consommation de viande rouge et charcuterie augmente
de 50g/jour ou lorsque I'apport en fer héminique provenant de ces viandes augmente de 1mg/jour

Le risque de cancer du sein était également augmenté par la consommation de viande rouge
et charcuterie (HR : 1,09 (0,99-1,19), p=0,072) et par I'apport en fer héminique provenant de
ces viandes (HR : 1,16 (1,05-1,29), p=0,005) dans la population générale, cependant le risque

n’était pas augmenté chez les anxieux.
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Dans la population générale, I'augmentation du risque de cancer (toutes localisations
confondues et colorectal) liée a la consommation de viande rouge et de charcuterie était
significative mais moins importante lorsque le jambon était inclus dans les charcuteries
(résultats présentés dans les Supplementary data), mais lorsque le fer héminique provenant
de ces viandes était pris comme variable d’exposition, I'association restait importante. Le
jambon ne semble donc pas contribuer a 'augmentation du risque de cancer induite par la
viande rouge et par la charcuterie dans cette étude, ce qui est cohérent avec notre hypothése
selon laquelle le fer héminique serait responsable de |‘effet cancérigéne de la viande rouge et

de la charcuterie.

Ces résultats sont en accord avec les études épidémiologiques ayant montré une association
positive entre consommation de viande rouge et charcuterie et risque de cancer colorectal et

entre apport en fer héminique et risque de cancer colorectal.

1.3.2. Comparaison avec les autres études

Les résultats obtenus dans cette étude sont cohérents avec ceux obtenus dans les études
précédentes explorant les relations entre consommation de viande rouge et charcuterie, ou

I'apport en fer héminique, et le risque de cancer.

Une étude menée au sein de la cohorte européenne EPIC en 2005 a rapporté une
augmentation du risque de CCR de 25% (RR 1,25 (1,09-1,41), p=0,001) pour une augmentation
de la consommation de viande rouge et charcuterie de 100g/jour (Norat et al., 2005). Ces
résultats sont cohérents avec I'augmentation de 18% (HR : 1,18 (1,01-1,37), p=0,034) du
risque de CCR associée a I'augmentation de la consommation de viande rouge de 50g/jour
obtenue dans notre étude. Une précédente étude menée dans la cohorte Nutrinet-Santé
n‘avait pas rapporté de risque significativement augmenté du CCR en lien avec la
consommation de viande rouge et charcuterie, mais seulement 120 cas de CCR étaient
diagnostiqués au moment de cette étude (contre 250 cas dans notre étude) suggérant que
I'absence de résultat significatif provenait probablement d’'un manque de puissance
statistique (Diallo et al., 2018). En revanche, une augmentation significative du risque de
cancer du sein avait été observée (HR : 1,09 (0,99-1,19), p=0,072) de maniére concordante

avec notre étude.
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L'augmentation de risque de CCR de 24% associée a I'augmentation de l'apport en fer
héminique de 1mg/jour est concordante avec une méta-analyse ayant montré que les
personnes dans le quintile le plus haut d’apport en fer héminique avaient un risque
significativement augmenté de développer un CCR par rapport aux personnes du quintile le
plus petit (RR=1,18 (1,06—1,32)) (Bastide et al. 2011). lls sont également concordants avec une
étude ayant rapporté une augmentation de 36% (HR=1,36(1,13-1,65), p-trend=0.001) du
risque de développer un adénome colorectal avec I'augmentation de I'apport en fer

héminique dans la cohorte de femmes E3N (Bastide et al., 2016).

1.3.3. Relevance dans le contexte de la prévention du cancer

Le risque de cancer lié a la consommation de viande rouge et charcuterie a été trés étudié, en
particulier ces dernieres années. En se basant sur cette littérature, I'lARC a classifié la
charcuterie comme cancérigene avéré et la viande rouge comme cancérigene probable. Cela
a mené a la mise en place de recommandations de santé publique préconisant de limiter la
consommation de viande rouge et charcuterie. Cependant, les recommandations de santé
publique actuelles ne tiennent pas compte de la dimension psychologique. Le stress et
I'anxiété sont pourtant des composantes majeures du mode de vie occidental, dont les effets
déléteres sur I'organisme ont déja été constatés dans de nombreuses études. Notre étude est
la premiére a proposer que I'anxiété pourrait modifier I'association entre consommation de
viande rouge et risque de cancer. Ces résultats sont conformes a notre hypothése selon
laguelle I'anxiété, en altérant la fonction de barriere intestinale, augmenterait I’exposition de
I'organisme au fer héminique de la viande rouge, et aux produits de peroxydation qui en
résultent, augmentant ainsi le risque de cancer induit par le fer héminique. Cette étude ne
suffit pas pour conclure a un impact de I'anxiété sur |'effet cancérigene de la viande rouge et
de la charcuterie, ces résultats doivent étre retrouvés dans différentes populations et les
mécanismes doivent étre explorés dans des études expérimentales. Cependant, si d’autres
études confirment ces résultats, nous pouvons supposer que des actions de santé publique
visant a réduire I'anxiété pourraient étre envisagées pour compléter les recommandations

nutritionnelles actuelles.
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1.3.4. Forces et limites de I’étude

Les principales forces de cette étude sont le nombre de participants (plus de 100 000), le
design prospectif, et I'utilisation de rappels de 24h détaillés permettant une estimation
précise de la consommation alimentaire. De plus, des analyses de sensibilité qui ont consisté
a tester différents ajustements et a tester nos associations uniguement chez les non-fumeurs,

ont permis de consolider nos résultats.

Elle présente cependant certaines limites. La sous-estimation des comportements
alimentaires malsains, car les participants sont plus soucieux de leur santé que dans la
population générale, a pu conduire a réduire les différences entre les participants et donc a
des associations plus faibles. De plus, le nombre de cas des différents types de cancer était

limité, limitant la puissance statistique des tests effectués.

Enfin, une limite importante de cette étude est I’évaluation de I’anxiété qui est basée sur le

traitement pour I'anxiété. En effet, cela plusieurs biais sont a relever dans ce cas :

- Les participants anxieux qui n’ont pas eu recours a un traitement ont été considérés comme
non-anxieux. Puisque notre hypothése est que I'anxiété augmente I'effet cancérigene de la
viande rouge, 'association entre consommation de viande rouge et risque de cancer a
possiblement été surestimée chez les non-anxieux, atténuant ainsi la différence de risque
entre anxieux et non-anxieux.

- D’autre part, si le traitement fonctionne, les participants traités pour anxiété ne sont plus
anxieux. Cependant, des études ont montré qu’un stress aigl suffisait a augmenter la
perméabilité intestinale, nous avons donc supposé que I'anxiété, méme si elle n’a été que
de courte durée, a pu suffire a augmenter les effets déléteres du fer héminique, a condition

d’avoir été anxieux au moment de la consommation de viande rouge ou charcuterie.

= Enfin, on peut se demander si les différences observées entre anxieux et non-anxieux ne
résultent pas du traitement plus que de I'anxiété. Notre hypothese étant que I'effet de
I'anxiété résulterait de son effet sur la barriere intestinale, et qu’a notre connaissance, les
traitements pour l'anxiété n’ont pas ce type d’effet, nous pouvons supposer que nos
différences observées entre anxieux et non-anxieux proviennent de I'anxiété et non du

traitement.
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2. ETUDE EXPERIMENTALE CHEZ LA SOURIS

Effets déléteres de I'apport en fer héminique sur la muqueuse intestinale de souris

soumises a un stress en début de vie

2.1. Introduction a l'article

2.1.1. Contexte

Cette étude a pour but de répondre au deuxieme objectif de la thése qui est d’explorer les
effets déléteres de I'apport en fer héminique sur la muqueuse intestinale de souris soumises

ou non a un stress en début de vie.

Notre étude épidémiologique a montré que la consommation de viande rouge et charcuterie
augmentait le risque de développer un cancer colorectal de maniére plus importante chez les
personnes anxieuses que chez les non-anxieuses. Ces résultats sont cohérents avec notre
hypothése selon laquelle le stress psychologique, en altérant la barriére intestinale, pourrait
augmenter 'exposition de I'épithélium colique au fer héminique provenant de la viande,
augmentant ainsi le risque de cancer colorectal lié a la consommation de viande rouge.
L’épidémiologie nous a permis d’explorer les associations entre consommation de viande
rouge et charcuterie et risque de cancer, en stratifiant sur I'anxiété, mais la mise en évidence
de ces associations ne permet pas de conclure a un lien causal. Des études expérimentales
sont nécessaires pour confirmer que le stress augmente le risque de cancer lié a la
consommation de viande rouge et charcuterie, et explorer les mécanismes responsables de

ces effets.

2.1.2. Objectifs

L'objectif de cette étude était d’explorer les effets d’un régime riche en fer héminique sur la
prolifération et la génotoxicité dans la muqueuse colique de souris ayant subi ou non un stress
de séparation maternelle. Plus précisément, nous avons comparé les effets déléteres du fer
héminique chez des souris ayant subi un stress de séparation maternelle et chez des souris

controles.
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2.1.3. Matériel et méthodes

Des souris males et femelles ont été séparées de leur mere et du reste de la portée pendant
3 heures par jour pendant les 10 premiers jours de vie, alors que les souris contréles n’ont pas
été manipulées jusqu’au sevrage. Les souriceaux de sexe et de portée identique ont été placés
deux par cage, et tous les souriceaux ont été nourris avec un régime d’adaptation (AIN76
modifié). La moitié des souris de chaque groupe a ensuite été nourrie soit avec un régime
enrichi en fer héminique sous forme d’hémine, soit avec un régime controle identique au
régime d’adaptation pendant 4 semaines. Les feces et les urines ont été récoltés, et a la fin de
I’expérimentation les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale et les c6lons ont été
prélevés. A partir de la partie proximale du célon, une extraction des ARN de la muqueuse
grattée a été réalisée, suivie d’une RT-qPCR permettant d’explorer |'expression relative de
génes impliqués dans la détoxification des alcénals (I'aldéhyde déshydrogénase ALDH2 et
I’aldo-kéto-réductase Akrlb8), le catabolisme de I'heme (HMOX1), I'inflammation (IL-1B et
TNFa), la différenciation en cellules sécrétrices (Atoh1) et la formation de la couche de mucus
(Muc2). Le reste du cblon a été fixé au paraformaldéhyde et inclus en paraffine, des coupes
au microtome suivie de colorations immuno-histo chimiques ont permis de quantifier la
prolifération (marquage « Proliferating Cell Nuclear Antigen », PCNA ; et nombre de cellules
en mitoses), le nombre de cellules a mucus et la génotoxicité (nombre de cellules positives au

yYH2AX) au niveau des cellules épithéliales coliques.

Les analyses statistiques ont été adaptées au design de cette étude : les résultats ont été
analysés soit séparément pour les males et femelles lorsque le sexe avait un impact sur les
résultats, soit en ayant poolé les 2 sexes lorsque le sexe n’avait pas d’impact. Nous avons donc
dans un premier temps déterminé si le sexe avait un effet sur chacun de nos endpoints a 'aide
d’ANOVA a 3 facteurs (sexe, stress et régime). Si le sexe avait un effet significatif sur un des
parametres, ou si une interaction significative du stress avec un des deux autres facteurs
(stress ou régime) était observé, les analyses (ANOVA 2 facteurs) étaient effectuées
séparément sur les deux sexes. Si le sexe n’avait pas d’effet significatif sur un parameétre, les
analyses (ANOVA 2 facteurs) étaient effectuées sur les données des males et femelles

regroupées. Tous les résultats des tests statistiques sont regroupés dans le tableau 1.
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Purpose

Heme iron has been identified as the main factor responsible for the carcinogenic effect of red meat
because of its ability to catalyze the peroxidation of dietary lipids, forming cytotoxic and genotoxic
alkenals in the gut [2]. Early life stress has been shown to alters intestinal barrier function [3, 4]. Results
of a previous epidemiological study suggested that anxiety could increase positive association between
heme iron consumption and colorectal cancer risk [5]. In this study, we explored the effects of heme
iron consumption in adulthood in mice submitted to maternal separation stress after birth.

Methods

One day-old male and female C57BI/6 were separated from their mothers and the rest of the litter 3
hours per day for 10 days, and received a heme-rich diet from PND52 during 29 days. Animals were
sacrificed at PND81 and colons were collected. Proliferation and genotoxicity markers and relative
mRNA expression of genes involved in alkenals detoxification, heme catabolism and inflammatory
response were quantified in the colonic mucosa. Fecal water cytotoxicity and genotoxicity were
evaluated. Lipid peroxidation markers were assessed in fecal water and urine.

Results

In both sexes, heme diet and early-life stress increased colonic epithelial cell proliferation (number of
cells in mitosis and PCNA-positive cells), and genotoxicity in the colonic epithelium, with an additive
effect of both factors. The number of goblet cells was decreased by heme diet and early-life stress,
without additive effect of the two factors. Lipid peroxidation markers (urinary DHN-MA and TBARs in
fecal water) and colonic expression of genes involved in alkenals detoxification were increased by
heme diet without effect of early-life stress. Colonic expression of HO1 was increased by heme diet in
both sexes, with a synergistic effect of early-life stress in males. Fecal water cytotoxicity and
genotoxicity were increased with heme diet, and a synergistic effect with early-life stress was observed
in both sexes for fecal genotoxicity and in males for fecal cytotoxicity.

Conclusions

This study showed on the one hand that early-life stress and heme iron have deleterious effects on the
colonic mucosa, and on the other hand that genotoxicity and hyperproliferation induced by heme diet
in colonic epithelium is amplified by early-life stress. These results suggest that the carcinogenic effect
of heme iron is increased by stress, in line with our previous epidemiological study.
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Introduction

Colorectal cancer is a major public health problem; it accounts for 10.2% of new cancer cases each
year and it is the second most deadly cancer worldwide[1]. Red and processed meat consumption have
been associated with an increased risk of colorectal cancer in several epidemiological studies [2, 3]. In
2015, the International Agency for Research on Cancer (IARC) classified processed meat as
“carcinogenic” and red meat as “probably carcinogenic” [4]. Experimental studies identified heme iron
as one of the major actors mediating this carcinogenic effect of red meat [5, 6] and these results are
supported by epidemiological studies [7, 8]. In 2017, the World Cancer Research Fund International
(WCRF) concluded that consumption of foods containing heme iron is associated with an increased risk
of colorectal cancer, with a limited-suggestive evidence [9]. Heme iron is mainly absorbed in the upper
part of the small intestine, but the majority of heme is not absorbed and reaches the large intestine
[10]. The carcinogenic effect of heme iron has been linked to its catalytic role in lipid peroxidation of
dietary components, leading to the formation of cytotoxic and genotoxic alkenals in the intestinal
lumen [5]. The interface between the intestinal lumen and the body is formed by an epithelial layer,
which acts as a physical barrier that protects the internal environment from microbial and chemical
aggression present in the intestinal lumen [11]. Homeostasis of the colonic epithelium is a balance
between proliferation, differentiation and apoptosis, and alterations of this homeostasis are involved
in colorectal carcinogenesis [12, 13]. The intake of heme iron has been associated with alterations of
epithelial homeostasis, by increasing proliferation and reducing apoptosis [14, 15]. In addition, heme
iron intake has been associated with alteration of the intestinal mucus layer, which acts as a chemical
and physical barrier involved in the barrier function of the intestine against luminal content [16].
Several studies propose that the deleterious effects of heme iron on gut epithelium result from

changes to the composition of the microbiota [17].

Anxiety and stress disorders constitute the largest group of mental disorders in most Western societies
and are a leading cause of disability [18]. Several studies have reported deleterious effects of
psychological stress on intestinal barrier function. Indeed, the stimulation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) by a stressor results in secretion of glucocorticoids, intestinal mast cell-
activation and secretion of mediators responsible for an increased intestinal permeability [19]. It has
been shown that psychological stress also increases inflammation, induces changes to the gut
microbiota [20] and alterations of the mucus network [21]. Our previous cohort study proposes that
anxiety is a potential effect modifier of the carcinogenic effects of heme iron from red and processed
meat consumption [22]. Indeed, in this study, the intake of heme iron from red and processed meat
was associated with higher colorectal cancer risk in anxious participants (HRsog/day=1.55(1.07-2.24),

p=0.02) but not in their non-anxious counterparts (HRsogaay=1.17(0.95-1.44), p=0.15) [22]. These
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results suggest that heme iron intake is more carcinogenic in anxious participants. This might be
explained by the impact of anxiety on the intestinal barrier increasing the deleterious effects of heme
iron on the intestinal epithelium. In mice, maternal separation (MS) during the first days of life is a
well-established model of early life stress (ELS), used in studies on anxiety and depression [23]. ELS has
several consequences on HPA-axis function in adulthood, affecting both its basal and stress-induced
activity [24]. Alterations of the intestinal barrier function have been observed in adult mice submitted

to maternal separation after birth [25].

In this study, we aimed to explore the effects of an elevated heme iron intake in adult mice that have
been subjected to ELS, on i) gene expression in jejunal and colonic mucosa, ii) genotoxicity and

homeostasis of intestinal epithelium and iii) fecal water toxicities.

Material and methods

All experimental protocols described in this study were approved by the local Animal Care Use
Committee (Comité d’Ethique de Pharmacologie-Toxicologie de Toulouse — Midi-Pyrénées, France)
registered as N°86 at the Ministry of Research and Higher Education (N° 0029/SMVT), and conducted
in accordance with the European directive 2010/63/UE. All animals were euthanized by cervical

dislocation at the end of the experiment.

1. Animals

In all experiments, mice were kept at 22+/-1°C and maintained on a 12:12 h light/dark cycle (light on
at 7h30 am). Food (Harlan, Gannat, France) and water were available ad libitum. After birth (PND1),
litters were adjusted to 7 + 1 pups, 80 pups (40 male and 40 female) were included in the experiment.
Weaning was performed on PND24, mice of the same sex and litter were placed two per cage. At PND
52, mice were fed experimental diet during four weeks. Weight was monitored every week between
PND 24 and PND 81. On PND 81, all animals were euthanized by cervical dislocation and colonic tissue,

and colonic and jejunal mucosa samples were collected.

1.1. Early life stress : maternal separation (MS)
We obtained 20 sixteen-day pregnant C57BL/6 mice (Janvier, Roubaix, France). After birth (19" day of
pregnancy, PNDO), half of the litters were randomly assigned to the MS group and the other half to the
control group. Pups were separated from their mother and the rest of the litter for three consecutive
hours (from 9 am to 12 pm) daily during 10 working days, weekend excluded, between PND2 and
PND15, as already published [26]. Pups were kept at a controlled temperature (27+/-1 °C). Control
pups were left with their dam and were not manipulated. From PND15 to PND24, all pups were

maintained with their dam.
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1.2. Experimental diet
After weaning at PND24, mice were placed under acclimation for 28 days with a modified AIN-76 diet
enriched in lipids (5% safflower cil) prepared and formulated in a powdered form by UPAE (INRA, Jouy-
en-Josas, France). Calcium level is critical for heme promoting-effect on luminal lipid peroxidation and
promotion of carcinogenesis, calcium was thus excluded from mineral mix but dibasic calcium
phosphate was included in all diets at a low concentration of 2.7 g/kg. At PND 52, mice were fed
experimental diet during four weeks. Control groups received a modified AIN-76 diet identical to that
received during acclimatation, and heme groups received a modified AIN-76 diet enriched with 0.094%

hemin (Sigma Chemical). Experimental design is presented in Fig. 1.

1.3. Fecal and urinary biomarkers
Twenty-four-hour fecal pellets and urine samples were collected at PND 72 to assess fecal
thiobarbituric reactive substances (TBARs) and urinary 1,4 dihydroxynonene mercapturic acid (DHN-
MA). Fecal water was prepared with 1mL of distilled water and 50uL of butylated hydroxytoluene
(Sigma) 0.45 M added to 0.4 g of dried feces, as described previously [16]. To determine the lipid
peroxides in the lumen, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were quantified in fecal water
as described previously [27, 28]. The results are expressed as the MDA equivalent. Urinary DHN-MA
indicates the dietary and endogenous formation of 4-hydroxynonenal. DHN-MA assay was done by
competitive enzyme immunoassay as previously described [29, 30]. Urinary creatinine was determined
to normalize DHN-MA concentration. The results are expressed as ng of DHN-MA per mg of creatinine.

Each urine sample was assayed in duplicate.

2. Histologic analyses of the colon of mice
At the end of the experiment, colon was removed, proximal part was kept for RNA analysis, and the

remainder part was fixed in paraformaldehyde 4% and included in paraffin (Swiss-rolls).

2.1. Immunohistochemistry H2AX
Four-micrometer paraffin-embedded sections from formalin-fixed mouse colon were de-waxed in
toluene and rehydrated. Sections were incubated in Dako peroxidase blocking solution (Dako 52023)
for 5 minutes and in goat serum (1:10, Dako X0907) for 20 minutes at room temperature. Sections
were incubated with the rabbit polyclonal anti-yH2AX antibody (1:400, Cell Signaling Technology
#9718) for 50 minutes at room temperature. The secondary antibody (biotinylated goat anti-rabbit,
Thermo Scientific TR-060-BN) was applied for 30 minutes at room temperature followed by
horseradish peroxidase (HRP)—streptavidin solution (DAB, Dako K0675) for 30 minutes. Peroxidase
activity was revealed by DAB substrate (DAKO, K3468) applied during 10 minutes. Sections were

counterstained with Harris hematoxylin, dehydrated, and coverslipped. Enterocytes with nuclear

115



Etudes réalisées et résultats

yH2AX-positive foci or complete nuclear labeling were considered positive cells. yH2AX-positive cells
were assessed by counting the positive nuclei in medium and distal colonic segment. The positive

counts were expressed as a percentage of positive cells per intestinal gland.

2.2. Immunohistochemistry of proliferation and differentiation markers
Four micrometer thick paraffin-embedded sections from formalin-fixed mouse colon were rehydrated
and endogenous peroxidase activity was quenched with 20 min incubation in 5% H,0,/PBS. After
washing slides, antigen retrieval was carried out by heating sections in 0.01 M citrate buffer (pH 6.0)
by microwaving. After incubation in 2.5% normal goat blocking serum (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), sections were incubated for 30 min at room temperature with rabbit anti-PCNA
(1/100, ThermoFisher scientific, France) diluted in blocking solution. Samples were incubated for 30
min at room temperature with a ready-to-use peroxidase-labelled secondary reagent (ImmPRESS
Polymer Detection kits, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). The slices were then incubated for
2-10 minutes with DAB (3,3'-diaminobenzidine) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a
peroxidase substrate used as chromogen and the revelation was monitored with a binocular
microscope. The sections were then counterstained with hematoxylin and mounted in an agueous

mounting medium. (VectaMount AQ Agueous Mounting Medium,Vector Laboratories).

To allow the quantification of mucus cells, alcian blue (Clinisciences, France) was used to dye the
mucins. After rehydratation, sections were incubated for 30 minutes with alcian blue, rinsed and
counter-stained with hematoxylin. The sections were then dehydrated and mounted with a mounting
medium (VectaMount® Permanent Mounting Medium, VectorLaboratories). The identification of

mitosis was performed after staining with hematoxylin eosin.

3. Gene expression in colonic and intestinal mucosa

Mucosa samples from the proximal part of the colon and from the jejunum were stored frozen at
-80°C. Total cellular RNA was extracted with Tri reagent (Molecular Research Center). Total RNA
samples (1 pg) were then reverse-transcribed with the iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-
Rad) for real-time quantitative polymerase chain reaction (QPCR) analyses. The primers for Sybr Green
assays are presented in Supplementary Table. Amplifications were performed on a ViiA 7 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). The qPCR data were normalized to the level of the RNA Polymerase
I1Subunit A (POLR2A) messenger RNA (mRNA) and analyzed by the LinRegPCR v.11 software. Tata-box-
binding protein (TBP) expression was used as internal standard (IS) for normalization of target mRNA

expression.
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4. Ex vivo assays evaluating fecal water cytotoxicity, genotoxicity and impact on transepithelial

resistance

Cell line

Apc+/+ (derived from C57BI/6) mice) colon epithelial cells [31] express the heat-labile SV40 T antigen
(AgT tsa58) under the control of an interferon y (IFNy) inducible promoter. Cell expressed cytokeratin
18, a marker of their epithelial phenotype [31]. The thermolabile tsA58 T antigen confers conditional
immortalization: at 33°C with IFNy, the large T antigen is active and drives cellular proliferation, and at
37°C, the temperature-sensitive mutation yields an inactive protein and cells act like nonproliferating

epithelial cells.

Cell viability: neutral red (NR) assay

As a measure for cell viability, the neutral red assay was performed as previously described[32]. Briefly,
Apc +/+ cells were seeded into 96-well plates at 100 000 cells per well in complete culture medium
(DMEM supplemented with 10% of fetal calf serum (FCS), 1% penicillin/streptomycin, 10 U/mL IFNy
and 10 U/ml epidermal growth factor (EGF)) and placed at the permissive temperature of 33°C. After
24 hours, cells were transferred to 37°C without IFNy and EGF for 24 hours and then treated for 24
hours with filtered fecal water diluted at 1/80 in culture medium without IFNy and FCS. Culture

medium without IFNy and FCS was used for untreated control wells. Four replicates were performed.

Genotoxicity: yH2AX assay

Genotoxicity and cytotoxicity of alkenals were measured after 24 hours of treatment of Apc+/+ and
Apc-/+ cells using a yH2AX in-cell Western blot assay according to Audebert and colleagues [33, 34].
Graillot and colleagues [34] demonstrated that this assay can be used to measure cell viability via DNA
quantification. Cells were seeded into 96-well plates at 100 000 cells per well in complete culture
medium at the permissive temperature of 33°C. After 24 hours, cells were transferred to 37°C without
IFNy for 24 hours and then treated with filtered fecal water diluted at 1/80 in culture medium without
IFNy and FCS. Culture medium without IFNy and FCS was used for untreated control wells. Four

replicates were performed.

Transepithelial resistance

Apc +/+ cells were seeded in 24 well Transwell inserts (0.4 um pore size, polyester membrane, Corning,
CLS3470 Sigma) at a density of 200,000 cells/insert in complete culture medium and placed at the
permissive temperature of 33 °C. After 24 h, the inserts were transferred into a cellZscope module
(NanoAnalytics Miinster, Germany) at 37 °C (5% CO2) without IFNy and EGF. When TEER stabilized,
cells were treated for 24 h with filtered fecal waters diluted at 1/80 in culture medium without IFNy

and FCS.
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5. Statistical analysis

Results were analyzed using GraphPad Prism 8.4.3, and all data are reported as mean + SEM. ANOVA
three factor (sex, stress and diet) were performed to determine the effect of sex. ANOVA two factor
(stress and diet) were used on data of male and female separately when sex had a significant impact
on the results (significant effect of sex or significant interaction of sex with one of the factor studied),
and on the data of male and female pooled when sex had no significant effect on the results. Tukey's
multiple comparisons tests were performed between all groups. All tests were two-sided, and p<0.05
was considered statistically significant. The Supplementary Table 1 provides all the results of the

statistical tests performed.

Results

1. Heme diet and ELS both increase genotoxicity and cell proliferation, and decrease number of

goblet cells in the colonic epithelium

Heme diet and ELS alone or combined increased the genotoxicity in mice colon epithelium (Fig. 2.A),
with no difference between male and female (P=0.50, Table S1). The number of yH2AX-positive cells
increased by 26.4% (P=0.51) with heme diet and by 52.1% (P=0.03) with ELS in comparison to standard
diet-fed non-stressed mice. A significant interaction between stress and diet was observed (P=0.029),
indicating a synergistic additivity of stress and diet on the genotoxicity in the colonic epithelium
(+137.4%, P<0.0001 with heme diet and ELS combined in comparison to standard diet-fed non-stressed
mice). The number of yH2AX-positive cells was increased by 87.8% (P<0.0001) in heme diet-fed

stressed mice compared to heme diet-fed non-stressed mice.

A significant interaction between heme diet and stress was observed for the number of goblet cells in
the colonic epithelium (15.99% of the total variance, P=0.002; Fig. 2.B). No difference between the
sexes were observed (P=0.11, Table S1). Compared to standard diet-fed non-stressed mice, the
number of goblet cells was decreased by heme diet (-22.1%, P=0.0002) and by early-life stress (-18.4%,

P=0.0025) and with the two factors combined (-17.7%, P=0.004) without additive or synergistic effect.

Heme diet and ELS were also both associated with increased proliferation of colonic epithelial cells
(Fig. 2C and 2D). The number of PCNA positive cells was higher in male compared to female (P=0.004,
Table $1). Compared to standard diet-fed non-stressed mice, the number of PCNA positive cells was
increased by 29.9% (P=0.013) in male and 21.1% (P=0.005) in female with ELS, and by 29.6% (P=0.014)
in male and 21.4% (£=0.005) in female with heme diet. Moreover, an additive effect of heme diet and
early-life stress was observed in male (+43.4%, P=0.0004) and female (+43.4%, P<0.0001) in

comparison to standard diet-fed non-stressed mice. The number of cells in mitosis was higher in female
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compared to male (P<0.0001, Table 51). In both male and female, compared to standard diet-fed non-
stressed mice, the number of cells in mitosis was not significantly increased with heme diet or ELS
separately, but an additive effect of the two factors was observed (+98.7%, P=0.002 for male, and

+109.8%, P=0.003 for female compared to standard diet-fed non-stressed mice).

2. The relative mRNA expression of genes implicated in alkenals detoxification, heme catabolism,

barrier function and inflammation are modified by heme diet.

An increase in the relative mRNA expression of HMOX1 in the colon, the main gene involved in the
catabolism of heme, was associated with heme diet (Fig. 3.A). No difference between male and female
was observed (P=0.58, Table S1). Compared to standard diet-fed non-stressed mice, the mRNA relative
expression of HMOX1 was not modified by stress (+6.43%, P=0.995) but was increased by 146.9%
(P=0.011) with heme diet. A significant interaction between diet and stress was observed (P=0.03),
with a potentiating effect of early-life stress on the heme diet (+236.6% with heme diet and ELS
combined, P<0.0001 compared to standard diet-fed non-stressed mice). The mRNA relative expression
of HMOX1 was increased by 36.33% (P=0.007) in heme diet-fed stressed mice compared to heme diet-

fed non-stressed mice.

The relative mRNA expression of alkenals detoxification genes in colonic mucosa was increased by
heme diet in male and female (Fig. 3.B and 3.C). Sex did not affect the relative mRNA expression of
Akr1bg8 (P=0.15), but had an effect on the relative mRNA expression of ALDH2 (P=0.035) (TableS1). The
relative mRNA expression of Akr1b8 was multiplied by 5 (P<0.0001) with heme diet, and the relative
mMRNA expression of ALDH2 was increased by 30% (P<0.0001) in male and 18.2% (P<0.0001) in female,
with heme diet. ELS had no effect on the relative mRNA expression of Akr1b8 (P=0.12) and ALDH2

(P=0.62 for male and P=0.62 for female).

Heme diet was also associated with the relative Atohl mRNA expression, a gene required for the
differentiation of intestinal secretory cells (Fig. 3.E), with no differences between the sexes (P=0.28,
Table S1). The relative Atohl mRNA expression was decreased by 24.8% (P=0.0005) with heme diet,
but was not madified by ELS (P=0.45). Heme diet was also associated with the relative mRNA
expression of Muc2, gene encoding the principal mucin secreted by goblet cells, with no significant
effect of ELS (Fig. 3.F). The relative mRNA expression of Muc2 was higher in male compared to female
(P=0.0014, Table S1). Compared to standard diet, the relative Muc2 mRNA expression was decreased

by 34.2% (P=0.002) in male and by 27.9% (P=0.004) in female, with heme diet.

Relative mRNA expression of pro-inflammatory cytokine genes was slightly increased by heme (Fig. 3.F
and 3.G), with no difference between male and female (P=0.34 for TNFa and P=0.40 for IL-1B; Table

S1). Compared to standard diet-fed non-stressed mice, relative mRNA expression of TNFa was
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increased by 28.4% (P=0.45) in heme diet-fed non-stressed mice and by 73.9% (P=0.0039) in heme
diet-fed stressed mice; and relative mRNA expression of IL-1p was increased by 32.9% (P=0.64) in heme
diet-fed non-stressed mice and by 94.5% (P=0.01) in heme diet-fed stressed mice. The mRNA relative
expression of TNFa and IL-1B were increased by 35.4% (P=0.13) and 46.4% (P=0.16) respectively, in

heme diet-fed stressed mice compared to hemin diet-fed non-stressed mice.
3. Heme diet increases urinary and fecal markers of lipid peroxidation

As presented in Fig.4, heme diet significantly increases the amount of lipid peroxidation markers in
fecal water and urine. There was no different between male and female for TBARs in fecal water
(P=0.43), but the amount of urinary 1,4-dihydroxynonemercapturic acid (DHN-MA), a metabolite of
the lipid oxidation product 4-HNE, was higher in female compared to male (P=0.0032) (table S1). TBARs
in fecal water were multiplied by 16.8 with heme diet (P<0.0001) and urinary DHN-MA was multiplied
by 90 (P<0.0001) in male and by 154 in female (P<0.0001) with heme diet. No effect of early-life stress
and no interactions between stress and diet have been observed, but compared to heme diet-fed non-
stressed mice, urinary DHN-MA was increased by 42.3% (P=0.13) for male and by 50.1% (P=0.09) for

female, in heme diet-fed stressed mice.

4. Heme diet increases cytotoxicity and genotoxicity of fecal water, with a potentiating effect of

early-life stress

Heme diet increased the yH2AX induction in Apc+/+ cells exposed to fecal water, with no effect of
early-life stress (Fig. 5). Results differs between sexes (P<0.0001, Table S1). Heme diet increased the
yH2AX induction of fecal water by 35.9% (P<0.0001) in male and by 33.8% (P<0.0001) in female
compared to standard diet. ELS did not increase the genotoxicity of fecal water, but a significant
interaction between diet and stress was observed in cells exposed to male (1.6% of the total variance,
P=0.045) and female (2.9% of the total variance, P=0.006) fecal water, with a synergistic effect of the
heme diet and early-life stress (+45.2%, P<0.0001 for male and +43.7%, P<0.0001 for female).

Heme diet was also associated with a decreased cell viability of cells exposed to fecal water (Fig. 6.A),
and there was a significant interaction between sex and ELS (P<0.0001). Compared to fecal water of
mice fed standard diet, fecal water exposition of mice fed heme diet decreased cell viability by 48.2%
(P<0.0001) for male and by 60.1% (P<0.0001) for female. Despite a lower effect, viability of cells
exposed to fecal water was also associated with early-life stress: compared to non-stressed standard
diet-fed mice, cell viability of cells exposed to fecal water of stressed mice was not significantly
increased in male (+3.3%, P=0.80) and female (+6.3%, P=0.61). A significant interaction between diet

and stress on cell viability was observed in cells exposed to male fecal water with a synergistic effect
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of the heme diet and early-life stress (-69.8% compared to standard diet-fed non-stressed male mice,

P<0.0001).

Heme diet decreased also the TEER of Apc+/+ cells exposed to fecal water compared to standard-diet

(-29.3%, P<0.0001) (Fig. 6.B), with no effect of ELS (P=0.85) and sex (P=0.07, Table 51).

Discussion

This study designed to address the interaction between heme-induced alkenals and a psychological
stress revealed that heme-induced early markers of carcinogenic process in colon epithelium,
proliferation, number of mitosis and genotoxicity, are increased by early life stress. Indeed, we
observed additive effects of heme diet and ELS on genotoxicity and proliferation in the colonic
epithelium. Furthermore, the HO-1 relative mRNA expression in colonic mucosa, and the cytoxicity and
genotoxicity of fecal water were increased by heme diet and these effects were potentiated by ELS.
Heme diet increased the relative mRNA expression of genes involved in detoxification of alkenals and
in the inflammatory response and decreased the relative mRNA expression of genes involved in mucus

barrier function, whereas no significant effects of ELS on these parameters were found.

The deleterious effects of heme diet on intestinal epithelial barrier, as reflected by the increased
genotoxicity and cell proliferation measured in the colonic epithelium, are in line with results of
previous studies [35-38]. Heme iron diet also decreased the number of goblet cells in the colon, the
colonic mRNA relative expression of Muc2, gene encoding the principal mucin secreted by goblet cells,
and the colonic mRNA relative expression of Atoh1, a gene required for the differentiation of intestinal
secretory cells, such as goblet cells. Taken together, these results reveal a deleterious effect of heme
iron diet on mucus barrier function, as it was previously proposed by ljssennagger et al. [17]. In
addition, fecal water from mice fed heme diet were more cytotoxic and genotoxic compared to fecal
water of mice fed standard diet, and transepithelial electric resistance of cells exposed to fecal water
decreased with heme diet, indicating an increased permeability. These results correlate with the
increase of lipid peroxidation markers (TBARs) measured in fecal water from mice fed heme-diet.
Therefore, we can suppose that lipid peroxidation products have a role in the cytotoxicity and
genotoxicity of fecal content and in the deleterious effects observed on colonic mucosa of mice fed
heme-diet, as proposed by previous studies [5, 16, 30]. In addition, mRNA relative expression of pro-
inflammatory cytokine genes was increased by heme diet, reflecting a pro-inflammatory effect of
heme iron which could also contribute to the carcinogenicity of heme iron, as suggested by the IARC

[39].

ELS was also associated with an increased genotoxicity and cell proliferation in the colonic epithelium,

and with a lower number of goblet cells. To our knowledge, early-life stress-induced cell proliferation
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and genotoxicity in the intestinal epithelium have never been studied before. However, in line with
our results, a previous study had observed hyperproliferation in rat ileum of rat submitted to chronic
stress [40]. In addition, several studies reported a positive association between psychological stress,
including ELS, and intestinal barrier dysfunction [41-45]. The stimulation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) by a stressor results in secretion of glucocorticoids and intestinal mast-cell
activation, leading to intestinal barrier dysfunction [19, 46]. In vitro assays on mouse colonic cells
exposed to fecal water showed that ELS had no impact on the cyto-and genotoxicity of the fecal water
or the drop in transepithelial resistance induced by fecal water, suggesting that deleterious effects on
colonic mucosa did not result from an increased toxicity of the intestinal content. Taken together,
these results suggest that the deleterious effects induced by ELS on colonic mucosa results from
systemic mechanisms instead of a modification in the intestinal content composition, in line with

previous studies.

ELS and heme diet were both assaociated with alterations of the colonic mucosa, but only the fecal
content of heme-fed mice increased cyto- and genotoxicity in vitro. We hypothesized that the
intestinal barrier alteration caused by ELS could increase the exposition of the colonic epithelium to
the luminal content, increasing therefore the deleterious effects of heme iron, and subsequently the
risk of cancer. We have previously shown that large quantities of HNE were absorbed upon
consumption of heme iron, red meat or black pudding together with PUFAs, in rats, as indicated by the
large presence of DHN-MA, the major urinary metabolite of HNE, in their urine. In this study, despite
non-significant results, the DHN-MA was higher in urine of heme diet-fed stressed mice compared to
heme diet-fed non-stressed mice (+42.27%, p=0.13 % for male and +50.07%, p=0.094 for female),
suggesting an increased absorption and thus exposition to alkenals in stressed mice. This result is in
line with the hypothesis that ELS could have increased the exposition of intestinal epithelium to the
luminal content. However, ELS did not increase fecal TBARs and the expression of genes responsible
for the detoxification of alkenals in the colonic mucosa of mice fed heme diet, suggesting that exposure
to alkenals is not increased by stress in the colon. But, if ELS did not directly impact the relative mRNA
expression of HO-1 in the colonic epithelium, it did potentiate the increased HO-1 expression induced
by heme iron diet. In line with this result, Chen et al. found an accumulation of iron induced by
psychological stress in enterocytes of rats fed high iron diet [47]. On this basis, we speculated that the
barrier alteration resulting from ELS could have increased the intestinal epithelium exposition to
luminal heme, therefore increasing the expression of HO-1 in colonic epithelium. According to arecent
review, the pro-tumorigenic activity of dietary heme in the colorectum does not result exclusively from
its ability to peroxidize lipids, but implies other mechanisms, including aberrant WNT signaling and

hyperproliferation in intestinal epithelium [48]. In our study, heme diet and ELS had a synergistic effect
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(significant interaction) on the genotoxicity in the colonic epithelium and an additive effect on
epithelial hyperfproliferation in the colon. In addition, the cytotoxic and genotoxic effects of fecal
water from heme-fed mice were slightly potentiated by ELS, while fecal heme-induced TBARs were not
modified by ELS. These results suggest that the toxicity of the fecal content is not only the result of
alkenals formation resulting from heme diet, but is also impacted by ELS. Besides, the relative mRNA
expression on genes involved in pro-inflammatory response were higher in the colonic mucosa of
heme diet-fed stressed mice compared to heme diet-fed non stressed mice (+35.41%, p=0.13 for TNFq;
+46.37%, p=0.16 for IL-1B). Inflammation has been associated to cancer risk through processes that
involve genotoxicity, including production of pro-inflammatory cytokines such as IL-1B [49]. Therefore,
an increased exposition to heme resulting from ELS could have led to an enhanced pro-inflammatory
response in the gut, possibly explaining the synergistic effect of ELS and heme diet on colonic

genotoxicity, and increasing cancer risk.

To conclude, we confirmed that a diet rich in heme iron increases the toxicity of the intestinal content
and induces harmful effects to the colonic mucosa such as hyperproliferation, genotoxicity and barrier
function alteration. ELS too was associated with deleterious effects on the colonic epithelium, but
these effects were most likely driven by the gut-brain axis, instead of an increased toxicity of the
intestinal content. Furthermore, and in line with our previous epidemiological study showing an
increased risk of colorectal cancer due to heme iron intake in anxious participants, short term impacts
of a colonic exposition to heme iron on early markers of carcinogenic process are potentiated by ELS,
suggesting that colorectal cancer risk due to heme iron intake could therefore be even higher in
stressed mice. These results opens up interesting avenues for further research on the impact of

psychological stress on the positive or negative association between diet and cancer risk.
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Fig. 2 Hemin diet and early life stress increases proliferation and genotoxicity and decrease
the number of goblet cells in the colonic epithelium of mice. A, the number of gH2AX-positive
cells per crypt (n=12 to 14). B, the number of goblet cells per crypt (n=12 to 14). C, the
percentage of PCNA-positive cells per crypt in male (n=6 to 7) and female (n=6 to 7). D, the
number of cells in mitosis per crypt in male (n=6 to 7) and female (n=6 to 7). Same letters
indicate no significant difference between the groups. Values are means.
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Fig. 4 Urinary and fecal lipid peroxydation markers. A, urinary biomarker of lipid

peroxidation (DHN-MA) in male and female. B, lipid peroxidation in fecal water [measured as
TBARs (MDA equivalents)]. Same letters indicate no significant difference between the groups.
Values are means + SEM, n=10 when results from male and female are separated, and n=20

when results from male and female are pooled.
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Fig. 6 cell viability (A) and transepithelial eletric resistance (B) of cells exposed to fecal
water diluted at 1/80. Values are means + SEM, n=4. Same letters indicate no significant
difference between the groups.
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2.3. Discussion

2.3.1. Principaux résultats

Dans cette étude, et en accord avec la littérature, nous avons confirmé que I'apport en fer
héminique augmentait la prolifération cellulaire et la génotoxicité au niveau de I'épithélium
colique. Le fer héminique était également associé a une diminution du nombre de cellules a
mucus, de I'expression colique du gene Muc2, géne codant la principale mucine, et du géne
Atoh1, impliqué dans la différenciation des cellules sécrétoires, qui, pris ensemble pourraient
par conséquence altérer la couche de mucus colique. De plus, comme dans les études
précédentes de I'équipe, la cytotoxicité et la génotoxicité des eaux fécales étaient
significativement augmentées par le régime riche en fer héminique. Ces résultats corrélent
avec l'laugmentation des produits de peroxydation lipidique (TBARs) retrouvés dans les eaux
fécales des souris nourries a I’heme, confirmant I’hypothése proposée par I'équipe PPCA
proposant que les alcénals seraient, au moins en partie, responsables de la cyto- et
génotoxicité des eaux fécales ainsi que de I’"hyperprolifération et la génotoxicité de observées
in vivo. L'expression colique des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et TNFa étaient
également augmentées par le régime riche en fer héminique, tel que cela a été

précédemment observé par I’équipe PPCA chez le rat.

Le stress de séparation maternelle (SSM) était également associé a une augmentation de la
prolifération cellulaire et de la génotoxicité, et a un plus faible nombre de cellules a mucus
au niveau de I’épithélium colique. Le SSM seul n’avait cependant pas d’effet sur la génotoxicité
et la cytotoxicité des eaux fécales, suggérant que les effets délétéres sur la muqueuse colique
ne résultent pas d'une toxicité accrue du contenu intestinal. Dans le sens de cette hypothese,
des études ont proposé que l'altération de la barriere intestinale résultant d’un stress
résulterait de I'activation de I'axe HPA conduisant a une sécrétion de glucocorticoides et a
I'activation des mastocytes intestinaux, provoquant une altération de la barriére intestinale
(Barreau et al., 2004b; Vanuytsel et al., 2014; Albert-Bayo et al., 2019). Donc dans ce cas,
comme suggéré dans notre étude, |'altération de la barriére intestinale résultant du stress ne

provenait pas d’une modification du contenu intestinal.

Par ailleurs, nos résultats montrent que certains parametres reflétant I’exposition au fer

héminique étaient amplifiés chez les souris nourries a I’héme ayant subi le SSM, alors que le
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SSM seul n’avait pas d’effet sur ces parameétres : 1) I'expression colique relative de I'ARNm
de HO-1, principal gene impliquée dans le catabolisme de I’héme, était augmenté de 36%
(p=0,007) chez les souris stressées nourries a I’héme par rapport aux souris non stressées
nourries a I’héme (Pinteraction heme-ssm=0,03) ; 2) le DHN-MA urinaire, métabolite majeur du HNE
(un des principaux alcénals résultant de la peroxydation lipidique héme-induite) était
augmenté de 42% (p=0,13) pour les males et 50% (p=0,09) pour les femelles chez les souris
stressées nourries a I’heéme par rapport aux souris non stressées nourries a I’héme (tendance
non significative : Pinteraction heme-ssmv=0,08 chez les femelles et 0,13 chez les males); 3) les
expressions coliques relatives des ARNm des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-1p,
étaient augmentées de 35% pour le TNFa et de 46% (p=0,16) pour IL-1B chez les souris
stressées nourries a I’heme par rapport aux souris non stressées nourries a I’héme (tendance

non significative : Pinteraction heme-ssm=0,12 pour le TNFa et 0,14 pour IL-1B).

De plus, nos résultats indiquent que le régime riche en fer héminique et le SSM auraient des
effets additifs ou synergiques, sur les effets délétéres observés au niveau de I’épithélium
colique. En effet, la génotoxicité au niveau de I'épithélium colique était augmentée de 52%
(p=0,03) par le SSM, de 26% (p=0,51) par le fer héminique, et de 137% (p<0,0001) avec les
deux facteurs combinés (Pinteraction heme-ssm=0,03). Le nombre de mitoses, chez les males, était
augmenté de 38% (p=0,37) par le SSM, de 25% (p=0,70) par le fer héminique, et de 99%
(p=0,002) avec les deux facteurs combinés, et chez les femelles, de 55% (p=0,21) par le SSM,
de 50% (p=0,28) par le fer héminique, et de 110% (p=0,003) avec les deux facteurs combinés

(Pinteraction héme-SSM>0,05 ) .

Enfin, nos résultats montrent que le SSM a également amplifié I'activité cytotoxique
(uniguement chez les males) et génotoxique des eaux fécales induites par le régime riche en
fer héminique, contre des cellules épithéliales en culture. En effet, malgré I'absence d’effet
du SSM sur ces parameétres dans le cadre d’un régime standard, le SSM a par contre augmenté
les activités génotoxique (de 6,9%, Pinteraction heme-ssm=0.006 chez les males et de 7,4%, Pinteraction
heme-ssm=0.045 chez les femelles) et cytotoxique (de 42%, Pinteraction heme-ssm<0.0001 chez les
males) des eaux fécales dans le cadre d’un régime riche en heme. Les produits de peroxydation
lipidigue (TBARs) dans les eaux fécales n’ayant pas été impactés par le SSM, cette
amplification ne peut pas étre expliquée par I'augmentation de la formation d’alcénals. Il est

possible que I'augmentation de I'exposition de la muqueuse colique au fer héminique luminal
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induite par le SSM ait déclenché une réponse inflammatoire (reflétée par 'augmentation de
I’expression relative du TNFa et IL-18 dans la muqueuse colique), conduisant a la sécrétion de
molécules pro-inflammatoires dans le contenu intestinal et augmentant ainsi la toxicité des
eaux fécales. Dans le sens de cette hypotheése, il a été montré qu’en réponse a une altération
de la fonction de barriere intestinale, une réponse inflammatoire se met en place, conduisant
a la sécrétion de molécules pro-inflammatoires qui ont été associées a une génotoxicité dans

les muqueuses intestinales (Elinav et al., 2013).

Cette étude est préliminaire, nous ne pouvons donc pas conclure avec certitude que le SSM,
en augmentant la perméabilité intestinale, aurait augmenté |'exposition de la muqueuse
colique au contenu intestinal, d’autant plus que i) nous n’avons pas montré que la
perméabilité intestinale était augmentée par le SSM et ii) I'expression des génes de
détoxicfication des alcénals (ALDH2 et Akr1b8) chez les souris nourries avec le régime riche en

héme n’a pas été amplifiée par le SSM.

2.3.2. Comparaison avec les autres études

Les effets génotoxique et hyperpolifératif du fer héminique sur la muqueuse colique sont
cohérents avec les résultats d’études précédentes (Glei et al., 2006; Ishikawa et al., 2010; de
Moura et al., 2019). Les effets du fer héminique sur le mucus (diminution de I'expression de
Muc2 et diminution du nombre de cellules a mucus) sont également cohérents avec une
précédente étude ayant montré que I’héme altére la fonction de barriere de mucus, et que
cette altération serait médiée par le microbiote intestinal (ljssennagger et al., 2015).
L'augmentation de la cyto- et génotoxicité des eaux fécales des souris nourries avec du fer
héminique, associée a une augmentation des produits de la peroxydation lipidique dans ces
eaux fécales, est également cohérente avec les études précédentes (Pierre et al., 2006;

Bastide et al., 2015; Martin et al., 2019).

A notre connaissance la génotoxicité et la prolifération dans I'épithélium colique induites par
le SSM n’avaient encore jamais été explorées. Mais de maniére concordante avec
I'augmentation de prolifération colique observée chez les souris soumises aux SSM, une
précédente étude avait montré que des rats soumis a un stress chronique présentaient une
hyperprolifération au niveau de l'iléon (Boudry et al., 2007). Ces résultats sont également

cohérents avec les nombreuses études ayant rapporté des effets délétéres du SSM sur la
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fonction de barriére de I'intestin (Ferrier et al., 2003; Overman et al., 2012; Ayyadurai et al.,

2017; Hattay et al., 2017).

2.3.3. Relevance des résultats

Cette étude confirme les effets du fer héminique sur la génotoxicité et I’hyperprolifération
au niveau de la muqueuse colique, deux événements majeurs précoces de la carcinogénése
colorectale. Mais cette étude a plus particulierement proposé que le SSM pourrait amplifier
les effets délétéres du fer héminique sur la muqueuse colique, par additivité, synergie ou

potentialisation, en fonction des parameétres étudiés.

Ces résultats vont dans le méme sens que notre étude épidémiologique ayant montré un plus
important risque de cancer heéme-induit chez les anxieux. Cela ne contredit pas notre
hypothése selon laquelle le stress, via son impact sur la barriére intestinale, augmenterait les
effets délétéres du fer héminique et le risque de cancer colorectal. Cependant, cette étude ne
nous aura pas permis de montrer que c’est une augmentation de perméabilité générée par le
stress qui augmente les effets déléteres du fer héminique. Le SSM, de la méme maniére que
le fer héminique, a provoqué des effets déléteres sur la muqueuse colique. Les effets délétéres
retrouvés chez les souris nourries avec un régime riche en fer héminique et ayant subi le SSM
ne résultent donc pas uniquement d’'une augmentation de la perméabilité et donc
I’exposition de I'épithélium colique au contenu intestinal, mais ils incluent les dommages

générés par le stress lui-méme.

2.3.4. Forces et limites de I'étude

Une des principales forces de cette étude est son design ayant permis de ne faire varier que
les parametres d’intérét (le stress et le régime) en controlant le reste de I’environnement. Les
souris ont été aléatoirement réparties dans les différents groupes, ainsi les différences que
nous observons entre nos groupes ne résultent que du stress de séparation maternelle ou du
régime, ou éventuellement du sexe des animaux lorsque nous avons regardé les différences
entre males et femelles. De nombreux parameétres ont été analysés pour répondre a notre
hypothése, y compris la génotoxicité et la prolifération cellulaire au niveau de I'épithélium

intestinal, deux évenements précoces de la carcinogéneése colorectale.
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Cependant cette étude comporte certaines limites. Il s’agit d’'une étude court terme ne
permettant pas d’explorer le risque de carcinogeneése. Le stress de séparation maternelle n’est
pas le modele de stress psychologique le plus représentatif du stress lié au mode de vie
retrouvé dans les sociétés occidentales. Les résultats obtenus chez la souris ne sont pas
directement transposables a 'Homme, d’autres études, expérimentales ou épidémiologiques

observationnelles menées sur ’THomme, sont nécessaires pour confirmer notre hypothese.
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Tableau 1 : P-values des tests évaluant I'effet du sexe, du stress et du régime, et des interactions entre ces facteurs et différences entre les groupes (en %), P-

values estimées par test de comparaison multiples du Tukey

P-values par factor (ANOVA 2 facteurs)

Compraisons multiples (test de Tukey)(% de difference (P-value))

Effet du
sexe (P- Stress Diet Interaction CSvs.C Hvs.C HSvs. C HSvs. H
value) N N N N N N N
Males Femelles| Males Femelles| Males Femelles Males Femelles Males Femelles Males Femelles Males Femelles

Marqueurs de prolifération

(PCNA et nomres de

cellules en mitoses),

de génotoxicité (yH2AX) et nombre de cellules @ mucus dans I'épithélium colique

+10,62% (P=0,412)  +18,15% (P=0,004)

PCNA 0,043 | 0,002 <0,0001| 0,002 <0,0001| 0,206 0913 | +29,87% (P=0,013) +21,16% (P=0,005) | +29,61% (P=0,014)  +21,4% (P=0,005) |+43,37% (P=0,0004) +43,44% (P<0,0001)

Mitoses <0,0001 | 0,002 0007 | 0,014 0,013 | 0272 0917 | +37,65% (P=0,369) +55,38% (P=0,207) | +24,85% (P=0,696) +50,43% (P=0,277) | +98,68% (P=0,002) +109,84% (P=0,003) | +59,13% (P=0,019)  +39,49% (P=0,16)
_nsm,__ﬁ_“_ma ] 0,1140 0,047 0,003 0,002 -18,4% (P=0,003) -22,06% (P=0,0002) -17,7% (P=0,004) +5,59% (P=0,804)

gH2AX 0,4990 <0,0001 <0,0001 0,029 +52,11% (P=0,034) +26,37% (P=0,505) +137,35% (P<0,0001) +87,83% (P<0,0001)

Expression relative de I'ARNm de génes cibles des aldéhydes (Akr1b8

et ALDH2), de I'nhéme (HMOX1), de géne impliqués dans la secretion de mucus (Atoh1 et Muc2) et dans I'inflammation (TNFa et IL-16)

Akr1b8 0,1532 0,123 <0,0001 0,294 +12,31% (P=0,984) +404,54% (P<0,0001) +468,53% (P<0,0001) +12,68% (P=0,269)

ALDH2 0,349 | 0623 0621 [<0,0001 0,005 | 0,756 0,728 | -517%(P=0,948)  -5,76% (P=0,924) | +29,98% (P=0,01)  +18,18% (P=0,201) | +28,82% (P=0,02) +17,18% (P=0,323) | -0,9%(P=0,999)  -0,84% (P=0,9996)
HMOX1 0,5803 0,013 <0,0001 0,030 +6,43% (P=0,995) +146,89% (P<0,0001) +236,57% (P<0,0001) +36,33% (P=0,007)

Atohl 0,2787 0,453 <0,0001 0,420 -0,26% (P>0,9999) -24,81% (P=0,001) -18,02% (P=0,027) +9,03% (P=0,701)

Muc2 0,004 | 0,065 0,530 |<0,0001 <0,0001| 0,077 0937 | +22,51%(P=0,052) -3,01%(P=0,977) | -34,2% (P=0,002)  -27,9% (P=0,004) | -33,69% (P=0,003) -31,79% (P=0,001) | +0,77% (P>0,9999)  -5,4% (P=0,96)
TNFa 0,3339 0,102 0,001 0,121 +1,24% (P>0,9999) +28,4% (P=0,455) +73,87% (P=0,004) +35,41% (P=0,132)

IL-18 0,3976 0,128 0,003 0,135 +0,66% (P>0,9999) +32,87% (P=0,641) +94,48% (P=0,01) +46,37% (P=0,161)
Marqueurs de la peroxydation lipidique dans les feces (TBARs) et dans les urines (DHN-MA)

TBARs 0,4277 0,316 <0,0001 0,684 +56,7% (P=0,973) +1575,13% (P<0,0001) +1708,66% (P<0,0001) +7,97% (P=0,744)

DHN-MA 0,0032 | 0,126 0,082 |<0,0001 <0,0001| 0,127 0,080 | +4,49% (P>0,9999) -23,05% (P>0,9999) | +8865% (P<0,0001) +15283% (P<0,0001)|+12654% (P<0,0001) +22985% (P<0,0001)| +42,27% (P=0,13)  +50,07% (P=0,094)

Viabilité, génotoxicité et résistance trans-épithéliale (TEER) de cellules Apc+/+ exposées aux eaux fécales

-48,19% (P<0,0001) -60,08% (P<0,0001)

-69,82% (P<0,0001) -47,01% (P<0,0001)

-41,74% (P<0,0001)  +32,74% (P=0,069)

Viab 0,570 | 0,001 0,011 |<0,0001 <0,0001|<0,0001 0,364 | +3,31%(P=0,805)  +6,35% (P=0,609)
Génotoxicité | <0,0001 | 0,138 0,318 |<0,0001 <0,0001| 0,045 0,006 | -1,5%(P=0,975)  -4,93% (P=0,469) |+35,86% (P<0,0001) +33,84% (P<0,0001) | +45,24% (P<0,0001) +43,69% (P<0,0001) | +6,91% (P=0,065)  +7,36% (P=0,039)
TEER 0,0686 0,849 <0,0001 0,933 -0,41% (P=0,9973) -29,28% (P<0,0001) -29,44% (P<0,0001) -0,23% (P=0,9998)
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3. CYTOTOXICITE DES ALCENALS /N VITRO SUR BARRIERE
EPITHELIALE INTESTINALE SAINE OU ALTEREE

Les alcénals proviennent de la peroxydation des lipides, qui est favorisée par le fer héminique
de la viande rouge et de la charcuterie. Il a été montré in vivo et in vitro que ces alcénals
étaient génotoxiques et cytotoxiques vis-a-vis des cellules épithéliales intestinales. Il a été
montré jn vitro, que les alcénals étaient plus cytotoxiques vis-a-vis de cellules murines saines
(cellules Apc +/+) que vis-a-vis de cellules murines précancéreuses qui possédent une
mutation sur le géne Apc (cellules Apc min/+), entrainant une sélection des cellules
précancéreuses par rapport aux cellules saines, ce qui pourrait participer a 'augmentation du
risque de cancer. La cytotoxicité des alcénals expliquerait donc, au moins en partie, la

cancérogénicité de la viande rouge et de la charcuterie.

Notre étude épidémiologique a permis de montrer que l'association positive entre
consommation de viande rouge et charcuterie, ou I'apport en fer héminique provenant de ces
viandes, et le risque de cancer colorectal était amplifiée chez les personnes anxieuses dans la
cohorte Nutrinet-Santé. Notre étude expérimentale effectuée sur la souris a permis de
montrer que le stress de séparation maternelle amplifiait les effets déléteres sur la muqueuse
colique induits par I'apport en fer héminique. Cependant, cette étude ne nous aura pas permis
de montrer que c’est une augmentation de la perméabilité intestinale, qui en augmentant
I’exposition de I'épithélium colique aux alcénals néoformés dans la lumiere intestinale, aurait

amplifié leurs effets délétéres sur la muqueuse colique.

L'objectif de cette partie a été d’explorer I'effet d’'une augmentation de perméabilité

intestinale sur la cytotoxicité et la génotoxicité des alcénals, in vitro.

Nous avons dans un premier temps procédé a la mise en place d’'un modéele in vitro de barriere
intestinale altérée, et nous avons ensuite exploré la cytotoxicité et la génotoxicité induite par

les alcénals, purifiés ou sous forme d’eau fécale, sur ce modeéle de barriére intestinale altérée.
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3.1. Mise au point d’'un modele in vitro de barriere épithéliale
intestinale altérée

Dans cette premiere partie, nous décrivons la démarche méthodologique que nous avons mis
en ceuvre pour 1) mettre en place notre modeéle in vitro de barriere épithéliale intestinale

altérée, et 2) mesurer la viabilité des cellules de ce modeéle aprés exposition aux alcénals.

3.1.1. Contexte

Dans un premier temps, nous allons exposer les éléments de la littérature et les critéres sur
lesquels nous nous sommes basés pour élaborer le modeéle in vitro de barriére épithéliale
intestinale altérée, et pour mesurer la viabilité des cellules de ce modeéle apres exposition aux

alcénals.

= Choix de la lignée cellulaire

La lignée cellulaire Caco-2 (Cancer coli-2) a été établi a partir d'un adénocarcinome colorectal
humain par Jorgen Fogh dans les années 1970. Ces cellules ont la capacité de se différencier
spontanément lorsqu’elles atteignant la confluence (Lea, 2015). Une fois confluentes, elles
commencent a se polariser en acquérant une bordure en brosse apicale, puis des jonctions
serrées se forment entre les cellules adjacentes. Une fois différenciées, les Caco-2 expriment
plusieurs propriétés morphologiques et fonctionnelles caractéristiques des entérocytes de
I'intestin gréle, des marqueurs de colonocytes sont également présents. Les cellules Caco-2
expriment la plupart des récepteurs, transporteurs et enzymes que l'on trouve dans
I'épithélium normal. Il a été montré que les monocouches polarisées de cellules Caco-2
représentent un modele fiable pour étudier |'absorption de médicaments et d'autres
composés apres ingestion orale chez I'homme. Une corrélation élevée entre les coefficients
de perméabilité des Caco-2 et les données d'absorption chez I'Homme a été rapportée, en
particulier en cas de transport paracellulaire passif. En raison de ces propriétés de croissance
et différenciation, les Caco-2 ont été largement utilisées comme modele de la barriere

épithéliale intestinale.
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= Culture des cellules sur inserts et mesure de la TEER

La différenciation morphologique et fonctionnelle des Caco-2 est améliorée lorsque les
cellules sont cultivées sur des inserts poreux (Figure 23). Il s’agit de dispositifs de support
perméables congus pour produire un environnement de culture cellulaire ressemblant de pres
a I'état in vivo. La culture sur inserts permet également d’étudier le passage de composés a

travers la monocouche de cellules.

Monocouche de

Aprés ensemencement Confluence — »
cellules différenciées

Insert

Compartiment

supérieur Bordure en brosse

Cellules Caco-2

URULOICICHURU Jonctions serrées

Compartiment Membrane poreuse

inférieur

Figure 23 : Croissance et différenciation des Caco-2 sur insert

Une fois a confluence, les cellules Caco-2 se différencient spontanément pour exprimer les
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des entérocytes intestinaux. Lorsqu’elle est
polarisée et confluente, la couche cellulaire forme une barriere continue entre les
compartiments supérieur (apical) et inférieur (basolatéral). De cette maniere, la perméabilité,

I'absorption et le transport transépithélial de tout composé peut étre étudié.

L’acces aux pOles apical et baso-latéral des cellules sur inserts permet de mesurer la résistance
électrique trans-épithéliale (TEER) de la monocouche de cellules. Il s’agit d’'une méthode trés
sensible et fiable pour confirmer l'intégrité et la perméabilité de la monocouche. Deux
électrodes sont utilisées, une électrode placée dans le compartiment supérieur (pole apical)
et l'autre dans le compartiment inférieur (pole baso-latéral) et la monocouche cellulaire se

trouve entre les 2 électrodes (Figure 24).
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Electrodes —:
>
1

> Insert
Compartiment
supérieur

Monocouche de
o | cellules

Compartiment .‘L— Membrane poreuse
inférieur
r

Figure 24 : Mesure de la TEER d'une monocouche de cellules différenciées sur insert

= Altération de la barriére intestinale

Le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) et I'interféron y (IFN-y), qui sont augmentés dans
de nombreux états pathologiques, sont des cytokine pro-inflammatoires. Il a été montré in
vivo et in vitro que le TNF-a et I'IFN-y augmentent la perméabilité de I'épithélium intestinal.
Le mécanisme impliqué n’est pas encore completement compris mais il impliquerait
I’activation de la MLCK provoquant I'ouverture des jonctions serrées (Ferrier et al., 2003;
Wang et al., 2005; Capaldo and Nusrat, 2009; Capaldo et al., 2014). En effet, la TEER des caco-
2 différenciées sur inserts est diminuée suite a I'ajout de TNF-a et/ou d’IFN-y dans le
compartiment baso-latéral. Cependant, selon les études, les protocoles utilisés different: la
densité d’ensemencement des cellules sur les inserts, la durée de croissance des cellules sur
insert avant traitement aux cytokines, la présence de SVF dans le milieu concentrations des
cytokines, durées d’exposition a ces cytokines (Zolotarevsky et al., 2002; Wang et al., 2005;
Cui et al., 2010; Liu et al., 2011, 2012; Cao et al., 2013; Watari et al., 2017). Le Tableau 2

regroupe les différences entre les protocoles retrouvés dans la littétrature.

De plus, il a été montré que le nombre de passages des cellules utilisées influait sur la
croissance et la morphologie des Caco-2 ainsi que sur la TEER (Briske-Anderson et al., 1997).
Enfin, ce modele est destiné a étre utilisé pour étudier I'exposition des alcénals en situation
de barriere épithéliale intestinale altérée. Les alcénals s’adduisant sur les protéines du SVF, du
milieu sans SVF est utilisé lorsque I'on étudie I'effet des alcénals sur les cellules. Dans la
littérature, la présence de SVF lors de I'exposition au TNF-a et a I'IFN-y est rarement précisée

(Tableau 2).
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Tableau 2 : Hétérogénéité des protocoles d'altération de la perméabilité d'une monocouche de Caco-2
par des cytokines inflammatoires

DUREE
DENSITE DUREE SVF [TNF] [IFN]
ARTICLE TRAITEMENT EFFET SUR LA TEER
ENSEMENCEMENT  CROISSANCE (%) (NG/ML)  (NG/ML)
(HEURES)
CUIET AL, , 10 or 0,4,8, 16, -30% (TNF 10ng/mL
? 21 jours 0 0
2010 100 ou 24 ; 24h)
CAOETAL., 50 000 cellules .
14 jours 10%? 10 10 48 -30%
2013 /cm?
LIU ET AL., 50 000 cellules Apres -20% a 24 heures;
15%? 10 10 24 ou 48 R
2012 /cm? confluence -30% a 48 heures
LIU ET AL., 50 000 cellules Apres
15%? 10 10 48 -25%
2011 /cm? confluence
17 a 20 jours
WANG ETAL,, . -50% (TNF 5ng/mL)
? apres ? 50u 10 10 48
2005 8 -80% (TNF 10ng/mL)
confluence
18 a 25 jours
ZOLOTAREVSKY . 100
? apres ? 100 72 -20%
ET AL., 2002 u/mL
confluence
WATARI ET AL, 60 000 cellules / . . -40% (a 24 et 48
. 10 a 14 jours ? 10 0 24 ou 48
2017 puit heures)

= Détermination du test a utiliser pour mesurer la viabilité des Caco-2 sur inserts

Les protocoles de tests de cytotoxicité surinserts sont rares dans la littérature : dans la plupart
des études, les effets sur la TEER et la cytotoxicité sont étudiés séparément, et la cytotoxicité
est évaluée en plaque P96. Les inserts ayant une influence sur la différenciation et la
morphologie des cellules, nous avons effectué le test de viabilité sur insert, dans les mémes
conditions que la mesure de TEER. Le protocole de mesure de viabilité doit donc étre adapté
pour des cellules différenciées sur inserts. En effet, la culture sur insert implique la présence
de deux compartiments (inférieur et supérieur) qui communiquent via une membrane
poreuse sur laquelle poussent les cellules. Les composés permettant de mesurer la viabilité
ou la cytotoxicité pourraient donc possiblement passer du compartiment supérieur au
compartiment inférieur, ou la membrane poreuse de l'insert pourrait interférer avec ces
composés, faussant ainsi les résultats du test. Nous avons comparé la reproductibilité de
plusieurs tests de viabilité cellulaire apres exposition a un alcénal dont nous connaissons la

toxicité sur d’autres lignées cellulaires, le HNE.

En raison 1) de la diversité des protocoles trouvés dans la littérature, 2) de la diversité des

différentes lignées de Caco-2, et 3) de I'utilisation que nous souhaitons faire de ce modéle de
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barriere altérée (présence d’alcénals qui nécessitent I'absence de SVF dans le milieu), des
expérimentations préliminaires ont été effectuées pour mettre au point notre modele de

barriére épithéliale intestinale altérée.

3.1.2. Matériel et méthode

Les cellules Caco-2 ont été utilisées entre les passages 51 et 60. Pour I'entretien de la lignée,
les cellules étaient repiquées une fois par semaine dans des flasques T75 en reprenant 1/25™¢
des cellules (environ 500 000 cellules lorsque la flasque T75 était a 90% de confluence). La
croissance et la différenciation des cellules se faisait a 37°C avec 5% de CO,, avec du milieu
complet (DMEM contenant 10% SVF, 5% de L-glutamine et 5% d’'un mélange de pénicilline
(5000 U/mL) et streptomycine (5000 ug/mL)).

Des inserts stériles de 0,33 cm? avec une membrane en polyester contenant des pores de 0,4
um de diametre ont été utilisé pour la croissance et la différenciation des cellules (Corning-

Costar).

Un CellZScope® a été utilisé pour mesurer la TEER. Cet appareil permet la mesure de TEER en
temps réel de 24 puits simultanément. On y place les inserts en ayant accés aux péles apical
et baso-latéral, une électrode est présente au fond de chaque puit (compartiment inférieur,
pble baso-latéral), et une autre électrode est immergée dans le compartiment supérieur (pble

apical).

= Mise en place du modeéle de barriére épithéliale intestinale altérée
La mise en place de notre modele de barriére épithéliale intestinale altérée a consisté a :

1) Ensemencer 50 000 cellules Caco-2 par insert, les placer dans le CellZScope, les laisser
proliférer puis se différencier jusqu’a avoir une stabilisation de la TEER.

2) Une fois la TEER stable (vers J14 aprés ensemencement), du TNF-a et de I'IFN-y sont
ajoutés dans le compartiment inférieur a différentes concentrations, avec ou sans SVF,
et la TEER est mesurée pendant 72 heures.

3) La viabilité des cellules est mesurée aprés exposition aux cytokines pour vérifier que la

baisse de TEER ne résulte pas d’une cytotoxicité induite par les cytokines.
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Le TNF-a a été ajouté dans le compartiment inférieur a 100 ng/mL ou 10 ng/mL, avec ou sans
présence d’IFN-y a 10 ng/mL, et IFN-y a 10 ng/mL sans TNF-a. Les conditions TNF-a a 100

ng/mL = IFN-y a 10 ng/mL ont été testées en présence ou en absence de SVF.

= Comparaison de quatre tests de mesure de la viabilité Caco-2 sur inserts

Les cellules Caco-2 ont été ensemencées a 50 000 cellules par insert. Le milieu a été changé
tous les 2 ou 3 jours jusqu’au traitement. Vingt et un jours aprés ensemencement, les Caco-2
ont été exposées du HNE a 160 uM (ajouté en apical) dilué dans du milieu sans SVF pendant
24 heures. Du milieu sans SVF a été ajouté dans les puits contréles. Dans tous les puits, le
milieu du compartiment inférieur a été changé par milieu sans SVF. Apres 24 heures, 4 tests
de viabilité cellulaires ont été effectués. Chaque test a été effectué sur 3 puits traités au HNE
et 3 puits controles, la totalité de I'expérimentation a été répétée : 2 essais identiques ont été

réalisés pour évaluer la reproductibilité des tests.

1. Wst-1
Le principe de ce test est de déterminer la viabilité cellulaire en fonction de la capacité des
cellules a réduire le tétrazolium en formazan par l'action d’'une enzyme (lI'oxydoréductase
cellulaire NADPH-dépendante) qui n’est présente que dans les cellules viables. La quantité de

formazan formée peut étre quantifiée en mesurant I'absorbance de la solution a 440 nm.

Aprés 24 heures d’exposition aux alcénals, le milieu du compartiment apical a été aspiré et
100uL d’une solution de Wst-1 au 1/10 dilué dans du milieu sans SVF a été ajouté dans le
compartiment apical. Aprés 15 minutes d’incubation a 37°C, le contenu du puit a été transféré

dans une plague P96 et I'absorbance a 440 nm a été mesurée.

2. Rouge neutre
Le principe de ce test est basé sur la détection de cellules viables via |'absorption du colorant
rouge neutre. Les cellules viables peuvent absorber le rouge neutre via un transport actif et
incorporer le colorant dans leurs lysosomes, mais les cellules non viables ne peuvent pas
absorber ce chromophore. Par conséquent, apreés lavage et lyse des cellules, le test

d'absorption du rouge neutre fournit une mesure quantitative du nombre de cellules viables.

Apres 24 heures d’exposition aux alcénals, les tapis cellulaires ont été rincés avec 150ulL de

PBS, puis 100uL d’une solution de rouge neutre a 40 uG/mL sont ajoutés dans le puit. Aprés 2
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heures d’incubation a 37°C, les tapis cellulaires ont été rincés avec 150uL de PBS et 150uL
d’une solution de lyse (48% d’éthanol absolu, 51% eau milliQ, 1% d’acide acétique) a été
ajoutée. La lyse cellulaire s’est effectuée a température ambiante avec agitation, pendant 15
minutes. Le contenu du puit a ensuite été transféré dans une plaque P96 et I'absorbance a

540 nm ainsi que la fluorescence (ex : 530 nm, em : 645 nm) ont été mesurées.

3. Alamar blue
Le test de viabilité cellulaire Alamar blue contient un colorant bleu perméable aux cellules,
non toxique et faiblement fluorescent, appelé resazurine. La resazurine est utilisée comme un
indicateur d'oxydoréduction (REDOX) qui subit un changement colorimétrique lors des
réactions de réduction. La forme réduite, la résorufine, est rose et trés fluorescente, et
I'intensité de la fluorescence produite est proportionnelle au nombre de cellules vivantes
métaboliquement actives. L'avantage de ce test est qu’il ne lyse pas les cellules, d’autres

analyses peuvent donc étre effectuées sur les cellules apres la mesure de la viabilité.

Apres 24 heures d’exposition aux alcénals, le milieu du compartiment apical a été aspiré et
100pL d’une solution d’Alamar blue au 1/10 dilué dans du milieu sans SVF ont été ajoutés dans
le compartiment apical. Apres 2 heures d’incubation a 37°C, le contenu du puit a été transféré

dans une plaque P96 et I'absorbance a 440 nm a été mesurée.

4. LDH (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay)
La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme cytosolique présente dans de nombreux
types de cellules différents. L’altération de la membrane plasmique entraine une libération de
la LDH dans les milieux de culture cellulaire environnants. Cette LDH extracellulaire peut étre
guantifiée par une réaction enzymatique couplée pendant laquelle la LDH catalyse la
conversion du lactate en pyruvate via la réduction du NAD+ en NADH. Le sel de tétrazolium
(INT) est réduit par le NADH en un produit de formazan rouge pouvant étre mesuré a 492 nm.
La formation du formazan est directement proportionnelle a la quantité de LDH sécrétée dans

les milieux.

Aprés 24 heures d’exposition au alcénals, le contenu du compartiment apical a été transféré
dans une plaque P96 et dilués au 10°™ dans du PBS. Une solution de lyse (provenant du kit)
diluée au 10°™¢ dans du milieu sans SVF a été ajoutée. Aprés 45 minutes d’incubation a 37°C,

les lysats ont été transférés dans une plaque P96 et dilués au 50°™ dans du PBS. 50pL de cette

147



Etudes réalisées et résultats

solution ont été transférés dans un puit vide en duplicat, 50uL de réactif ont été ajoutés. Apres
30 minutes d’incubation a température ambiante, 50 uL de solution stop ont été ajoutés, et

I’'absorbance (a 492 nm) a été mesurée.

= Statistiques

Des tests de Students ou des ANOVA a 1 facteur avec comparaisons au controle ont été

effectuées. Une p-value < 0,05 a été considérée significative.

3.1.3. Résultats

» Effet du TNF-a et de I'IFN-y sur la TEER de Caco-2 différenciées

Les résultats sont présentés dans la Figure 25. La TEER est représentée en fonction de TO (la

premiere mesure de TEER) et de la moyenne des puits contrdles (non traités).

TEER (% du CON et % de T0) en présence de SVF TEER (% du CON et % de T0) en absence de SVF

110 110

*
60 60
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
@ CON =@ |FN 10
TNF 100 IFN 10 TNF10 —@— TNF 100 IFN 10 sans SVF ==@= TNF 100 sans SVF
=@ TNF 100 =@ TNF 10 IFN 10 CON sans SVF

Figure 25 : Résistance électrique trans-épithéliale des Caco-2 différenciées sur inserts lors de I’exposition a
des cytokines inflammatoires a 12, 24, 48 et 72 heures.

CON: puits contréles non traités; TNF 100: puits traités avec du TNF-a a 100 ng/mL; TNF 10: puits traités avec
du TNF-a a 10 ng/mL ; IFN 10 : puits traités avec de I'lFN-y a 10 ng/mL ; n=3. Les * indiquent une différence
significative avec le CON (avec SVF a gauche, sans SVF a droite) mesuré au méme temps.
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Les résultats (Figure 25) ont montré que :

1)

3)

En présence de SVF, I'ajout de TNF-a a 100 ng/mL dans le compartiment inférieur des
inserts entraine une diminution de la TEER d’environ 20% (p=0,0008) apres 24 heures
d’exposition, d’environ 30% (p<0,0001) apres 48 heures ou 72 heures d’exposition. La
présence d’IFN-y a 10 ng/mL en plus du TNF-a. ne modifie pas ces résultats (p=0,999).
En présence de SVF, I'ajout de TNF-a a 10 ng/mL dans le compartiment inférieur des
inserts entraine une diminution de la TEER d’environ 12% (p=0,016) apres 24 heures
d’exposition, d’environ 20% (p=0,0006) aprées 48 heures, et d’environ 25% (p=0,0003)
aprés 72 heures d’exposition. Auncun effet significatif de I'IFN-y a 10 ng/mL n’a été
observé pour cette concentration de TNF-a (p=0,999).

En absence de SVF, I'ajout de TNF-a a 100 ng/mL dans le compartiment inférieur des
inserts entraine une diminution de la TEER d’environ 25% (p=0,0002) aprés 24 heures
d’exposition, d’environ 30% (p=0,0003) apres 48 heures, et d’environ 22% (p=0,0017)
apres 72 heures d’exposition. Aucun effet significatif de I'ajout d’IFN-y a 10 ng/mLn’a

été observé dans ces conditions (p>0,84).
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Comparaison de quatre tests de mesure de la viabilité Caco-2 sur inserts

Wst1 - Viabilité cellulaire (%) LDH (lysat) — Viabilité cellulaire LDH (surnageant) -Cytotoxicité
(%) (%)
100,0 * 118,1
100 100,0 100,0 T
66,3 100
s 0 0
c CON HNE 160 24h HNE 160 24h CON HNE 160 24h
' — — -
3 Alamar blue - Viabilité Rouge neutre (abs) - Viabilité Rouge neutre (fluo) - Viabilité
w cellulaire (%) cellulaire (%) cellulaire (%)
117,8
100,0 100,0 * 100,0 "
100 62,6 100 57,4
, H i
0 0
HNE 160 24h HNE 160 24h CON HNE 160 24h
Wst1 - Viabilité cellulaire (%) LDH (lysat) — Viabilité cellulaire LDH (surnageant) - Cytotoxicité
(%) (%)
100,0 1157
100 81 4 100,0 100,0 T
31 5 100
N 0 0
c HNE 160 24h HNE 160 24h CON HNE 160 24h
© —
a Alamar blue - Viabilité Rouge neutre (abs) - Viabilité Rouge neutre (fluo) - Viabilité
L cellulaire (%) cellulaire (%) cellulaire (%)
100,0 100,0 100,0
100 76 6
0
HNE 160 24h HNE 160 24h HNE 160 24h

Figure 26 : Résultats des différents tests de cytotoxicité effectués sur des Caco-2 cultivées sur inserts
et exposées pendant 24 heures a du HNE a 160 uM. Les * indiquent une différence significative avec

le contréle (CON).

Les résultats sont représentés dans la Figure 26. Les résultats obtenus avec le Wst-1 indiquent

une viabilité cellulaire de 66,3% (p=0,02) apres I'exposition de 24 heures au 4-HNE pour le

premier essai, et de 81,4% (p=0,02) pour le deuxieme essai. Les SEM sont faibles et la

différence obtenue entre les deux essais peut résulter d’'une réponse des cellules au HNE

différente, en raison de la différence de passage ou plus probablement d’une différence de

confluence au moment du traitement. Ce test semble donc adapté a la mesure de viabilité des

Caco-2 sur inserts.

Les résultats obtenus avec le test LDH indiquent une viabilité cellulaire de 98% (p=0,8) apres

I'exposition de 24 heures au 4-HNE pour le premier essai, et de 81,5% (p=0,02) pour le

deuxiéme essai. La mesure de cytotoxicité effectuée a partir du surnageant indique une
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absence de cytotoxicité (p=0,43 pour le premier essai et p=0,39 pour le deuxieme essai). Les
SEM sont importants et indiquent une variabilité importante entre les réplicats. Ce test ne

semble donc pas adapté a la mesure de viabilité des Caco-2 sur inserts.

Les résultats obtenus avec le test Alamar blue indiquent une viabilité cellulaire de 118%
(p=0,1) apres I'exposition de 24 heures au 4-HNE pour le premier essai, et de 89% (p=0,1) pour
le deuxiéme essai. Bien que les SEM soient relativement faibles, les résultats ne sont pas
significatifs et ne vont donc pas dans le méme sens dans les deux essais. Ce test ne semble

donc pas adapté a la mesure de viabilité des Caco-2 sur inserts.

Les résultats obtenus avec le test au rouge neutre indiquent une viabilité cellulaire de 63%
(p=0,0001) apreés I'exposition de 24 heures au 4-HNE pour le premier essai, et de 77% (p=0,04)
pour le deuxieme essai. Les SEM sont faibles et la différence obtenue entre les deux essais est
similaire a celle obtenue avec le test au Wst-1. Ce test semble donc adapté a la mesure de

viabilité des Caco-2 sur inserts.

Le Wst-1 et le rouge neutre semblaient adaptés a la mesure de viabilité des Caco-2 sur inserts,
mais une variabilité moins importante a été obtenue avec le test au rouge neutre qui a donc
été choisi pour les mesures de viabilité pour explorer la cytotoxicité des aldéhydes sur barriere

saine ou altérée.

3.1.4. Description du modéle, avantages et inconvénients

La combinaison TNF-a a 10 ng/mL avec I'lIFN-y a 10 ng/mL, sans SVF, nous a semblé la plus
adaptée car il s’agit des concentrations les plus souvent utilisées dans la littérature, et elles
induisent une baisse de la TEER suffisante (plus de 25% apres 48 heures d’exposition) avec nos
cellules. De plus I'absence de SVF n’a pas impacté I'effet des cytokines sur la TEER. Il s’agit
d’'un modeéle de barriere épithéliale intestinale altérée destiné a étre utilisé pour explorer
I’effet cytotoxique des alcénals en situation de barriére saine ou altérée. Nous avons décidé
d’ajouter les alcénals dans le compartiment apical au bout de 48 heures d’exposition aux
cytokines, et de mesurer la viabilité cellulaire aprés 24 heures d’exposition aux alcénals. Le

protocole est représenté dans la Figure 27.
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Figure 27: Protocole de mise en place du modéle de barriere épithéliale intestinale altérée in vitro.

Les traits pleins représentent les étapes de la mise en place du modeéle, les traits en pointillés représentent
I'utilisation théorique du modeéle pour étudier la viabilité cellulaire aprés exposition aux alcénals. Les valeurs
sont des moyennes + SEM, n=4.

Notre modeéle de barriere épithéliale intestinale altérée présente plusieurs avantages. Le
stress psychologique augmente la perméabilité intestinale par des mécanismes impliquant la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Notre modeéle in vitro de barriere intestinale
altérée par les cytokines inflammatoires est donc cohérent avec les mécanismes
physiologiques reliant le stress psychologique a une augmentation de perméabilité
intestinale. De plus, les épithéliums étant des monocouches de cellules, les modeles in vitro
d’épithélium sont faciles a mettre en place, en particulier avec des systémes adaptés tels que
les inserts poreux, et sont donc bien adaptés a I'étude de mécanismes explorant

I'augmentation de la perméabilité épithéliale (Srinivasan et al., 2015).

En revanche, en raison des différentes conditions de culture et des différents nombres de
passages, les cellules Caco-2 ont souvent acquis des propriétés différentes. Il a été montré que
I'expression des marqueurs de différenciation typiques des entérocytes évolue avec le
nombre croissant de passages (Artursson and Karlsson, 1991). Des paramétres comme la
résistance électrique transépithéliale (TEER) et le taux de prolifération augmentent avec le

nombre de passages (Briske-Anderson et al., 1997). |l a également été montré que les cellules
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de passage tardif peuvent commencer a se développer en multicouches, un phénomene qui
affecte les mesures de TEER, et rend difficiles les comparaisons avec les résultats basés sur les
cellules de passage précoce (Lea, 2015). De plus, malgré les ressemblances morphologiques
et fonctionnelles de notre modele in vitro avec I'épithélium intestinal retrouvé in vivo, les
cellules Caco-2 seules ne représentent pas I'ensemble des cellules présentes au niveau de
I’épithélium intestinal. On y trouve un certain nombre d'autres types de cellules, notamment
les cellules a mucus qui ne forment pas de jonctions serrées (Srinivasan et al., 2015). Enfin,
I’épithélium intestinal est en étroite relation avec les tissus et composés environnants in vivo,
ce quin’est pas pris en compte lorsque I'on travaille uniquement sur des Caco-2. Ces faiblesses
du modele doivent étre prises en compte dans linterprétation des résultats et dans

I’extrapolation au vivo.

3.2. Effetsdesalcénals sur la cytotoxicité, la TEER et la génotoxicité
des Caco-2 en situation de barriére saine ou altérée

Dans cette partie, nous explorons I'effet d’'une augmentation de perméabilité intestinale sur
la cytotoxicité, la TEER et la génotoxicité d’un des alcénal résultant de la consommation de
viande rouge et charcuterie, le HNE. Le modeéle de barriére épithéliale intestinale altérée in
vitro mis en place (partie 3.1) a été utilisé pour mimer I'augmentation de perméabilité, et le
test au rouge neutre, qui nous a semblé le plus adapté a la mesure de viabilité des Caco-2 sur

inserts (partie 3.1), a été utilisé pour évaluer la cytotoxicité du HNE.

La quantification de I’histone H2AX phosphorylé (y-H2AX) nous a permis d’évaluer la
génotoxicité du HNE. En effet, les cassures double-brin de ’ADN induisent la phosphorylation
du H2AX au niveau de la sérine 139. La phosphorylation y-H2AX refléte donc une réaction
précoce et sensible a un Iésion génotoxique pouvant résulter de divers types de dommages a
I'ADN (adduits a I'ADN, rupture de brin d'ADN, lésions bloquant la réplication ou la
transcription de I'ADN etc.). Il a été montré que la quantification du y-H2AX était un bon

indicateur de génotoxicité dans les lignées cellulaires humaines (Audebert et al. 2011).

153



Etudes réalisées et résultats

3.2.1. Matériel et méthode

Le modele de barriére intestinale altérée avec les cellules Caco-2 traitées aux cytokines
inflammatoires a été mis en place tel que décrit précédemment. En bref, les caco-2 ont été
ensemencées a 50 000 cellules par insert avec du milieu complet en apical et en baso-latéral.
14 jours aprés ensemencement (=environ 10 jours aprés confluence), du TNF-a a 10 ng/mL et
de I'lIFN-y a 10 ng/mL 10ng/mL ont été ajoutés en baso-latéral dans du milieu sans SVF. Le

milieu apical a été remplacé par du milieu sans SVF.

Aprés 48 heures d’exposition aux cytokines, du HNE a été ajouté dans le compartiment
supérieur (au poble apical des cellules) a des concentrations cytotoxiques (80,120 et 160 uM)
pour I'étude de cytotoxicité, et a une concentration non cytotoxique (40uM) pour I'étude de

la génotoxicité et de la TEER.

= Evaluation de la cytotoxicité du HNE

Un test au rouge neutre a été effectué pour mesurer la viabilité cellulaire apres exposition au

HNE, comme décrit précédemment (partie 3.1.2).

=  Mesure de la TEER lors de I'exposition au HNE

La TEER a été mesurée avec le CellZScope avant et apres I'exposition au TNF-a et a I'lFN-y, et

durant les 24 heures d’exposition au HNE.

* Quantification du y-H2AX nucléaire pour évaluer la génotoxicité des aldéhydes

La mesure de génotoxicité a été évaluée par quantification immunohistochimique du y-H2AX
sur les cellules fixées. Apres les 24 heures d’exposition au HNE, le protocole suivant a été
réalisé :

1) Fixation : les inserts ont été rincés (2 rincages au PBS), fixés au paraformaldéhyde a 4%

durant 20 minutes, puis de nouveau rincés au PBS (2 rincages au PBS froid). Ces étapes ont

été effectuées au niveau des poles apical et basal, a froid (sur la glace).

2) Marquage immunohistochimique :

e Une perméabilisation de 15 minutes au triton 0.5X dilué dans du PBS puis un lavage au

PBS NP40 0.1% (nonyl phenoxypolyethoxylethanol type 40) ont été réalisés

e Un blocage de 45 minutes avec du PBS NP40 0.1% BSA 3% a été réalisé
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e L’anticorps primaire (de lapin) anti-y-H2AX (Cell Signaling Technology #9718) a été
ajouté au 1/400 en apical pendant 1 heure, et un ringage rapide suivi de trois ringages

de 10 minutes au PBS NP40 0.1% ont été effectués.

e L’anticorps secondaire (souris anti-lapin; Alexa Fluor 546) a été ajouté au 1/800 en
apical pendant 30 minutes, et un rincage rapide suivi de deux rincages de 5 minutes au

PBS NP40 0.1% ont été effectués.

e Du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole), une molécule fluorescente capable de se lier
fortement aux bases adénine et thymine de I'ADN et utilisée pour détecter les noyaux,
a été ajouté a 0,3 pg/L dans du PBS NP40 0.1% en apical pendant 10 minutes et un
rincage au PBS NP40 0.1% a été effectué, puis du PBS a ensuite été ajouté en apical et

en baso-latéral.

Ces étapes ont été effectuées a froid (sur la glace), uniquement en apical lorsqu’aucune

précision n’est apportée, et les solutions utilisées étaient a 4°C.

3) Quantification du marguage :

e Les membranes poreuses sur lesquelles adherent les cellules ont ensuite été découpées
a I'aide d’'une lame de scalpel et ont été montées entre lame et lamelle avec du milieu

de montage aqueux.

e Des photos en aveugle des lames (3 photos par insert) ont été réalisées au microscope

a fluorescence.

e A partir des photos, une quantification du marquage y-H2AX dans chaque noyau
(marqués au DAPI) a été réalisée a I'aide du logiciel image J. Nous avons choisi de
moyenner la totalité des marquages nucléaires du y-H2AX pour chaque condition. Les

cellules non traitées (milieu sans SVF) ont été choisies comme référence.

= Statistiques

Des ANOVA a 2 facteurs ont été réalisées pour explorer les effets de I'augmentation de
perméabilité induite par le mélange TNF-a/IFN-y et par le HNE, ainsi que I'interaction entre
ces 2 facteurs. Lorsque l'interaction était significative, pour les mesures de viabilité cellulaire
et de TEER. Une ANOVA a 1 facteur a été réalisée pour la mesure de génotoxicité. Une p-value

< 0,05 a été considérée significative.
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3.2.2. Résultats

= Cytotoxicité du HNE en situation de barriére saine ou altérée

Les résultats sont représentés dans la Figure 28.

1059 = *

B CON
1004 T r

. TNF/IFN

Viabilité cellulaire (% CON)

0 80 120 160
Doses de HNE (uM)

Figure 28 : Viabilité cellulaire des Caco-2 en situation de barriére épithéliale saine ou altérée, exposées
a plusieurs doses (0, 80, 120 et 160uM) de HNE. Les * indiquent une différence significative entre les
groupes. Les valeurs sont des moyennes + SEM, n=4 a 12.

En situation de barriére saine, un effet dose de la cytotoxicité du HNE sur les Caco-2 a été

observé (p<0,0001):
- Le HNE a 80uM entrainait une toxicité de 7% (p=0,0004)
- Le HNE a 120uM entrainait une toxicité de 20% (p<0,0001)
- Le HNE a 160uM entrainait une toxicité de 32% (p<0,0001)
L’augmentation de la perméabilité intestinale induite par le TNF-a et I'IFN-y n’a pas modifié
la toxicité du HNE (p=0,29).
= Effets du HNE sur la TEER en situation de barriére saine ou altérée

Les résultats sont présentés dans la Figure 29.
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Figure 29 : TEER des Caco-2 en situation de barriere épithéliale saine ou altérée, exposées a une dose
non cytotoxique de HNE (40uM). Les * indiquent une différence significative avec le contréle (CON). Les
valeurs sont des moyennes + SEM, n=3.

Le TNF-a et I'IFN-y (modéle de barriére altérée) ont bien provoqué une baisse de la TEER de
35% (p<0,0001) apres 24 heures, reflétant une augmentation de perméabilité. Cependant,
I’exposition des Caco-2 au HNE n’a pas eu d’impact sur la TEER, en situation de barriére

épithéliale intestinale saine ou altérée.

= Génotoxicité du HNE en situation de barriére saine ou altérée

Dans cette partie, les barres d’erreur ne sont pas représentées sur les graphiques en raison de
notre choix de moyenner la totalité des marquages nucléaires du y-H2AX pour chaque
condition : I’hétérogénéité entre les marquages nucléaires moyennés ne représente pas la
variabilité entre les réplicas, mais de maniere beaucoup plus importante I’hétérogénéité du

marquage entre les différents noyaux.
Les résultats sont représentés dans la Figure 30.

Le prétraitement au TNF-a et IFN-y (modele de barriére épithéliale intestinale altérée) a

provoqué de la génotoxicité, tel qu’indiqué par I'augmentation du y-H2AX nucléaire de 56%
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Figure 30 : y-H2AX nucléaire de Caco-2 en situation de barriere épithéliale saine ou altérée, exposées a
une dose non cytotoxique de HNE (40uM). Des lettres similaires indiquent une absence de différence
significative entre les groupes. Les valeurs sont des moyennes, n>3000 noyaux.

(p<0,0001) par rapport au contréle. Le HNE a provoqué une légere augmentation du y-H2AX

nucléaire (14% par rapport au contrdle, p=0,006).

Aucun effet additif de I'altération de la barriere épithéliale intestinale et du HNE n’a été
observé, puisque la combinaison de ces deux facteurs a provoqué une augmentation du y-

H2AX nucléaire de 40% (p<0,0001) par rapport au controle.

3.2.3. Discussion

Aucun effet additif, synergique ou potentialisateur n’a été observé entre le HNE et les
cytokines inflammatoires (qui provoquent I'altération de barriere intestinale), sur la TEER, la

viabilité cellulaire et la génotoxicité.

Le HNE ne présente donc pas de cytotoxicité supérieure lorsque la perméabilité paracellulaire
(I'espace entre les cellules) est augmentée. La génotoxicité du HNE était tres inférieure a celle
induite par le TNF-a et I'IFN-y, contrairement a ce qu’on attendait. De plus, la génotoxicité du
HNE et du TNF-a et IFN-y combinés était inférieure a la génotoxicité induite par le TNF-a et
I'IFN-y seuls, indiquant que le HNE n’était pas plus génotoxique lorsque la perméabilité
paracellulaire était augmentée. Cela suggére que, bien que la surface d’exposition des cellules
soit supérieure en raison de l'augmentation de l'espace intercellulaire, les cellules ne
présentent pas d’augmentation de I'exposition au HNE. Autrement dit, la totalité du HNE
aurait acces aux cellules épithéliales en conditions basales, et I'augmentation de la

perméabilité n’aurait donc pas d’impact sur son exposition.
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Ces résultats indiquent qu’une augmentation de perméabilité a elle seule n’augmente pas la
toxicité du HNE in vitro. lls ne vont donc pas dans le sens de notre hypothése selon laquelle
'augmentation de perméabilité intestinale pourrait augmenter les effets déléteres des
alcénals en augmentant I'exposition de I'épithélium intestinal a ces molécules. Cependant, il
s’agit d’'une étude in vitro qui n’integre pas |'ensemble des parameétres retrouvés
physiologiquement, et nous ne pouvons pas conclure qu’une augmentation de perméabilité
in vivo n’a aucun impact sur la toxicité du HNE. In vivo, 'augmentation de perméabilité
intestinale est associée a la modification de plusieurs parametres physiologiques, tels qu’une
activation du systéme immunitaire et une sécrétion de mucus, qui ne sont pas intégrés dans

notre modele in vitro.

159



Discussion et perspectives

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Dans cette thése, nous avons fait I’hypothése que le stress psychologique augmente I'effet de
la consommation de viande rouge et de fer héminique sur le risque de cancer du colon.
L’hypothése mécanistique était que 'augmentation de perméabilité intestinale induite par
le stress pourrait augmenter I’exposition de I’organisme et des cellules épithéliales coliques
aux composés luminaux, et plus particulierement aux alcénals générés par la peroxydation
lipidique heme-induite, augmentant le risque de cancer colorectal induit par I’'héme. Nous
avons choisi de développer une approche multidisciplinaire en combinant les études
épidémiologiques et expérimentales (in vivo et in vitro) pour étudier I'effet du stress
psychologique, et les altérations de la barriere intestinale associées, sur I'association positive
entre consommation de viande rouge et charcuterie, de fer héminique et risque de cancer

colorectal.

Dans cette discussion, nous allons commencer par rappeler les principaux résultats obtenus
avec les différentes approches par rapport a notre hypothése initiale et nous allons discuter
des forces et des limites des études réalisées. Nous discuterons ensuite des perspectives
possibles. Enfin, nous discuterons de I'impact de ces résultats, et des questions sociétales

associées.

1. RESULTATS ET REPONSE AUX OBJECTIFS

1.1. Bilan des résultats au regard de notre hypothése de départ

Dans cette partie, nous résumons les résultats des études qui ont contribué a répondre a notre

objectif de départ.

L’étude épidémiologique menée au sein de la cohorte Nutrinet-Santé pendant ce travail de
thése a été la premiére a suggérer que l'anxiété puisse modifier I'association entre
consommation de viande rouge et charcuterie (et I’apport en fer héminique provenant de
ces viandes) et le risque de cancer. En effet le risque de développer un cancer en augmentant

sa consommation de viande rouge et charcuterie de 50 g/j était plus important chez les
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participants anxieux que dans la population globale et que chez les non anxieux (figure 22).

L'ensemble des résultats de cette étude ont été conformes a notre hypothése de départ.

Dans notre étude in vivo chez la souris exposée au régime riche en fer héminique et ayant été
soumise a un stress de séparation maternelle (SSM), nos résultats suggerent que I’altération
de la barriére intestinale induite par le SSM augmenterait I’exposition de I’épithélium au fer
héminique présent dans la lumiere intestinale, conformément a notre hypothése. En effet,
plusieurs parametres reflétant I’exposition au fer héminique étaient amplifiés chez les souris
nourries a I’héme ayant subi le SSM, alors que le SSM seul n’avait pas d’effet sur ces
parameétres : 1) I'expression colique relative de 'ARNm de HMOX-1; 2) le DHN-MA urinaire,
métabolite majeur du HNE (tendance non significative); 3) les expressions coliques relatives
des ARNm des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-1B (tendance non significative). De
plus, nos résultats indiquent que le régime riche en fer héminique et le SSM ont des effets
additifs (pour I'hyperprolifération) ou synergiques (pour la génotoxicité) sur les effets
déléteres observés au niveau de I’épithélium colique, qui sont des paramétres précoces de
la cancérogéneése colorectale. Enfin, le SSM a également amplifié les activités génotoxique et
cytotoxique des eaux fécales induites par le régime riche ne fer héminique. Nous avons
proposé qu’une augmentation de I'exposition de la muqueuse colique au fer héminique
luminal induite par le SSM aurait déclenché une réponse inflammatoire, conduisant a la
sécrétion de molécules pro-inflammatoires dans le contenu intestinal et augmentant ainsi la

toxicité des eaux fécales.

Globalement, cette étude ne nous aura pas permis de conclure avec certitude que le SSM a
augmenté |'exposition de la muqueuse colique au contenu intestinal en augmentant la
perméabilité intetsinale car i) nous n’avons pas montré que la perméabilité intestinale était
augmentée par le SSM et ii) I'expression des génes de détoxification des alcénals (ALDH2 et

Akrlb8) chez les souris nourries avec le régime riche en héme n’a pas été amplifiée par le SSM.

Enfin, I'étude in vitro sur un modele de barriere épithéliale intestinale altérée a permis de
montrer que 'augmentation de perméabilité ne suffisait pas a augmenter la cytotoxicité et la

génotoxicité d’un alcénal modele, le HNE.

Dans I’ensemble, ces études in vivo et in vitro suggerent fortement que les effets délétéres
du régime riche en fer héminique sur la muqueuse colique sont amplifiés par le SSM et que

cette amplification ne résulte pas (uniquement) d’'une augmentation de I’exposition au fer
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héminique et aux alcénals. Nous emettons I'hypothése que cette amplification pourrait
résulter d’'une additivité des effets deletéres du fer héminique et du SSM lui-méme sur la
mugqueuse, et d’une réponse inflammatoire qui serait induite par I'augmentation de

I’exposition colique au fer héminique induite par le SSM.

1.2. Résultats supplémentaires

Cette partie rapporte les résultats supplémentaires qui n’ont pas apporté d’éléments de

réponses a nos objectifs initiaux.

L’étude épidémiologique a confirmé que la consommation de viande rouge et charcuterie,
ainsi que l'apport en fer héminique provenant de ces viandes, étaient associés a une
augmentation du risque de cancer (colorectal et toutes localisations confondues) dans la

population générale (de la cohorte Nutrinet-Santé).

Cette étude a également suggéré que le jambon ne participait pas a I'association positive
entre consommation de viande rouge été de charcuterie et risque de cancer (colorectal et
toutes localisations confondues). En effet, lorsque le jambon était inclus dans les charcuteries,
les HR étaient plus faibles que lorsqu’il était exclu. Le jambon étant pauvre en fer héminique
et en acides gras polyinsaturés par rapport aux autres charcuteries (Figure 31), ce résultat
supporte I’hypothése selon laquelle le fer héminique, en catalysant la peroxydation lipidique,

est responsable de I'effet promoteur des viandes rouges et charcuteries.

Fer héminique AG polyinsaturés

Autres charcuteries ambons Autres charcuteries

Figure 31 : Teneur en fer héminique et en acides gras polyinsaturés dans les jambons et dans
les autres charcuteries (Ciqual). Les valeurs sont des moyennes + SEM.

Enfin, en plus du CCR, les risques de cancers du sein et de la prostate ont également été

exploré. Dans la population générale, aucune association significative n’a été observée entre

la consommation de viande rouge et charcuterie et les cancers du sein et de la prostate. Mais

I’augmentation de risque du cancer du sein était « presque » significativement associée a la
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consommation de viande rouge et charcuterie puisque la p-value était de 0.072 et le HR était
de 1,09 (0,99-1,19). De plus, le risque de cancer du sein était significativement associé a
I'apport en fer héminique provenant de ces viandes (HR=1,16 (1,05-1,29), p=0,005). Mais
aucun effet de l'anxiété n’a été observé sur ces associations : |’association entre
consommation de viande rouge et de charcuterie et cancer du sein restait presque
significative (p=0,059) chez les non-anxieux seulement, et I'association entre apport en fer
héminique et cancer du sein restait également significative (p=0,008) uniquement chez les
non-anxieux. La plus grande puissance statistique chez les non-anxieux par rapport aux
anxieux, en raison du plus grand nombre de participants (62 464 vs. 16 360) et de cas (710 vs.
200), dans cette sous-population, pourrait expliquer le risque significativement augmenté

uniquement chez les non-anxieux.

1.3. Forces et limites des études

1.3.1. Les études réalisées étaient-elles adaptées pour répondre aux objectifs ?

Les forces et limites des études réalisées ont déja été évoquées dans les discussions
respectives, mais nous allons ici discuter des forces et des limites pour répondre a nos objectifs

de theése.

Les principales forces de I'étude épidémiologique menée au sein de la cohorte Nutrinet-Santé
sont le grand nombre de participants (+ de 100 000) et de cas (3 126 cas de cancers) inclus, le
design prospectif de I’étude, la qualité de I'estimation des consommations de viande rouge et
de charcuterie ainsi que de I'apport en fer héminique provenant de ces viandes, qui auront
permis de répondre au premier objectif de cette thése. La principale limite réside dans le
diagnostic de I'anxiété qui reposait sur la déclaration de traitement pour I'anxiété, ne nous
permettant pas de conclure avec certitude que c’est I'anxiété et non le traitement qui a
modifié I'association entre consommation de viande rouge ou apport en fer héminique et
risque de cancer. Le traitement a également pu atténuer les effets de I'anxiété, sous-estimant

possiblement I'augmentation du risque de cancer induit par I’heéme chez les anxieux.

Les principales forces de I’étude in vivo sur la souris sont liées au protocole en carré latin qui
permet de faire une analyse par facteur en ne faisant varier que le SSM (stressés vs. non
stressés) et le régime (fer héminique vs. standard). De plus, de nombreux parameétres ont été

explorés. Une des limites impactant la portée de nos conclusions est la difficulté rencontrée

163



Discussion et perspectives

pour évaluer la fonction de barriere intestinale. En effet, une évaluation fine de la fonction de
barriére intestinale, y compris de la perméabilité intestinale (discuté plus en détail dans la
partie « 1.3.2. Mesure de la perméabilité intestinale in vivo dans le modéle de SSM»), aurait
pu mettre en évidence les effets délétéres du SSM sur ces parametres. De plus, un régime
standard plus « sain » aurait été plus adapté a cette étude car il est possible que la forte teneur
en sucre de ce régime ait eu un impact sur la barriére intestinale. Nous reviendrons plus en
détails sur ce point dans la partie suivante (« 1.3.3. Choix du régime standard utilisé dans
I’expérimentation chez la souris »). Enfin, une autre limite ayant impacté la portée de nos
conclusions est qu’il s’agissait d’'une étude court terme qui ne pouvait pas nous permettre de
confirmer notre hypothése selon laquelle le SSM pourrait amplifier les effets du fer héminique

sur la carcinogénese colorectale.

Enfin, la force de notre étude in vitro a été le développement et la mise en place d’'un modele
de barriere épithéliale intestinale qui nous a permis d’explorer spécifiquement la géno- et
cytotoxicité du HNE, un des principaux alcénal héme-induit, sur des Caco-2 en situation de
barriere épithéliale saine ou altérée. Une des limites était que seuls les effets du HNE purifié
ont été explorés, ne mimant pas les conditions physiologiques retrouvées au sein d’une eau
fécale avec un pool d’alcénals. D’autre part, les Caco-2 sont des cellules cancéreuses
immortalisées et ne sont donc pas le modele le plus adapté pour étudier un mécanisme de
promotion de la carcinogéneése colorectale. Mais cette étude aura tout de méme permis de

répondre en partie a I'objectif fixé au départ, en tenant compte de ces limites.

Donc les principales conclusions que nous pouvons tirer de ces études sont que :

e L’anxiété semble amplifier I’association positive entre la consommation de viande rouge
et de charcuterie, et I’'apport en fer héminique provenant de ces viandes, et le risque de
cancer (global et colorectal) chez 'Homme;

e Le stress de séparation maternelle amplifie les effets délétéres du fer héminique sur la
muqueuse colique chez la souris, et cet effet ne résulte pas uniqguement d’une
augmentation de la perméabilité intestinale qui aurait augmenté I'’exposition de la

mugqueuse aux alcénals.
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1.3.2. Mesure de la perméabilité intestinale in vivo dans le modeéle de SSM

Dans notre étude in vivo, nous avons choisi le modéle de stress de séparation maternelle parce
gu’il entraine une augmentation de la perméabilité intestinale a I’dge adulte (Barreau et al.,
2004a; O’Mahony et al., 2011; Lennon et al., 2013). La perméabilité intestinale est un élément
central de notre hypothése de départ. Nous avons bien s(ir mis en place un protocole
permettant de la mesurer in vivo avant de débuter le régime expérimental (a PND 50), dans le
but de vérifier que I'augmentation de perméabilité intestinale induite par le SSM était
présente au moment du régime expérimental. Nous avons utilisé une méthode courante qui
consiste en un gavage avec un fluorochrome (FITC : isothiocyanate de fluorescéine), suivi 4
heures plus tard, d’'une mesure de la fluorescence plasmatique, qui permet de déduire la
concentration plasmatique du fluorochrome. La concentration plasmatique de FITC dépend
de la quantité de fluorochrome qui est passé a travers |'épithélium intestinal, et refléte donc
la perméabilité de celui-ci. Les résultats de cette mesure de perméabilité sont représentés

dans la figure 32.
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Figure 32 : Perméabilité intestinale mesureée a PND 50. [FITC] plasmatique mesuré 4 heures aprés gavage
d’une solution de FITC & 1Img/mL avec 10ug/mL de NaOH, en fonction du stress de séparation maternelle (NS:
non stressés/S: stressés). Les valeurs sont des moyennes. * indique une différence significative avec le groupe NS.

Nous avons obtenu une augmentation significative de la perméabilité intestinale chez les
femelles ayant subi le SSM par rapport aux femelles contréles, mais aucune différence chez
les males. Ces résultats sont cohérents avec une précédente étude qui avait montré que le
SSM entrainait un comportement anxieux uniquement chez les C57Bl/6 femelles, suggérant
gue le SSM a plus d’effet chez les femelles que chez les males dans cette lignée (Bondar et al.,

2018).

Pour ce type d’étude, le fluorochrome utilisé, le FITC, est couplé a du Dextran (Patel et al.,
2012; Cifarelli et al., 2016; Woting and Blaut, 2018) afin d’éviter la réaction de ce dernier avec
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les nucléophiles tels que les amines et sulfhydryles des protéines (Maeda et al., 1969), ce qui
induit des biais dans la mesure du FITC sanguin. Malheureusement, et c’est une erreur, nous
avons utilisé du FITC libre notre étude. Nous ne pouvons donc pas étre certain que notre
mesure n’a pas été altérée par l'interaction FITC — nucléophiles, ce qui pose un probléme
guant a l'interprétation de ces résultats. Pour cette raison, nous n’avons pas intégré pour le

moment cette donnée dans la proposition d’article.

1.3.3. Choix du régime standard utilisé dans I'expérimentation chez la souris

Pour le choix du régime standard, nous nous sommes basés sur les études similaires (études
de I'effet cancérigéne du fer héminique chez le rongeur) précédentes (Bastide et al., 2015;
Martin et al., 2019), notamment pour pouvoir comparer nos résultats a ces études. Le régime
standard était constitué de poudre AIN-76 pauvre en calcium avec 5% d’huile de carthame. La
base AIN-76 est couramment utilisée comme régime standard dans les études chez le rongeur.
Dans notre étude, le régime riche en fer héminique correspondait au régime standard auquel

nous avions ajouté 0.094% d’hémine.

Dans ce régime (poudre AIN-76 modifiée), 49% des calories étaient apportées par le sucrose.
Il a été montré qu’un tel apport en sucre provoquait chez la souris une intolérance au glucose
résultant probablement d’une réduction de la sécrétion d’insuline, et pouvant entrainer divers
désordres métaboliques (Sumiyoshi et al., 2006). En 1993, I'Institut Américain de Nutrition a
mis en place un nouveau régime (AIN-93) en raison de nombreux problémes techniques et
nutritionnels rencontrés avec le régime AIN-76 (Reeves, 1997). Le groupe de travail de
I'Institut Américain de Nutrition a recommandé d’utiliser le régime AIN-93 plutot que le
régime AIN-76 en raison de sa meilleure composition nutritionnelle (Reeves et al., 1993). En
plus de la modification de la composition lipidique, la principale différence entre ces régimes
était le remplacement de la majorité du sucrose par de la fécule de mais, composée
principalement de glucides complexes. Dans le régime AIN-93, la quantité de sucrose a été
divisée par 5 par rapport au régime AIN-76, le sucrose ne représentait donc plus que 10% des

calories, correspondant a la recommandation maximale de 'OMS pour ’'Homme (2015).

Concernant nos résultats, toutes les souris ayant eu un régime de méme composition
nutritionnelle, nous pouvons supposer que les différences observées entre nos groupes

résultent uniqguement du SSM et/ou du fer héminique. Il serait néanmoins intéressant de
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refaire une expérimentation avec un régime standard plus « sain » (le régime AIN-93 par
exemple) qui nous permettrait d’exclure I’hypothése que le régime standard ait pu avoir un

impact sur la muqueuse colique des souris.

1.3.4. Complémentarité des approches

La principale force de nos travaux de thése réside dans la multidisciplinarité et la
complémentarité entre les approches utilisées. Notre étude épidémiologique a permis de
proposer que I'anxiété pouvait modifier I'association entre consommation de viande rouge et
charcuterie et risque de cancer. Mais, comme nous |'avons évoqué dans l'introduction, cette
étude de cohorte a elle seule ne permet pas de conclure a un lien causal avec un niveau de
preuve élevé et, selon les critéres de Hill, le niveau de preuve de I'association peut étre
renforcé par la présence d’une preuve expérimentale de I'association ou de I'existence d’un
mécanisme biologique. La démonstration, dans notre étude in vivo que le stress de séparation
maternelle amplifie les effets déléteres du fer héminique sur la muqueuse colique chez la
souris, renforce donc le niveau de preuve de l'association mise en évidence par I'étude
épidémiologique. Enfin, notre étude in vitro apporte des éléments complémentaires a la
compréhension du mécanisme biologique impliquée dans I'effet de I’anxiété sur la relation
viande rouge/charcuterie et risque de cancer. Donc ces études prises dans leur ensemble
permettent de proposer que I'anxiété pourrait modifier I'association positive entre la
consommation de viande rouge et le risque de cancer en augmentant I’hyperprolifération
et la génotoxicité du fer héminique sur la muqueuse colique. Si elles ne permettent pas a
elles seules de montrer avec un niveau de preuve élevé que I'anxiété augmente le risque de
cancer heme-induit, elles offrent des pistes de recherche intéressantes et apportent des

éléments qui pourront étre complétés par de futures études.

2. PERSPECTIVES

De futures études permettraient de confirmer I’effet du stress sur la promotion du CCR induite
par le fer héminique, et de mieux comprendre les mécanismes impliqués. Nous proposons ci-
dessous les études qui nous paraissent prioritaires pour compléter les résultats obtenus

durant cette these.
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2.1. D’autres études épidémiologiques sont nécessaires

2.1.1. Inclure une évaluation précise de I'anxiété dans notre étude de cohorte

Une des limites de notre étude épidémiologique est la méthode de diagnostic de I'anxiété.
Nous nous sommes basés sur le traitement pour I'anxiété pour explorer les effets de I'anxiété,
donc nous ne savons pas si les effets observés résultent de I'anxiété ou du traitement, qui a
pu atténuer les effets de I'anxiété. L'utilisation d’'une méthode de mesure précise de I'état

d’anxiété permettrait de pallier ce probleme.

Dans la cohorte Nutrinet-Santé, un questionnaire sur |'état d’anxiété générale permettant
d’obtenir un score d’anxiété a été proposé aux participants. Il s’agit de I’échelle STAI-Y de
Spielberger qui évalue deux dimensions de I'anxiété : I'anxiété « état » qui correspond a une
réaction émotionnelle a un moment donné et I'anxiété « trait » qui correspond a I'anxiété
ressentie au quotidien. Dans les 2 cas, une série de 20 propositions permet d’établir un score
d’anxiété allant de 20 a 80. L’échelle STAI-Y de Spielberger est une évaluation fiable et validée
de I'anxiété qui a déja été traduite en 48 langues depuis 2011. Il s’agit de I'outil le plus utilisé
pour mesurer l'anxiété « état » ou « trait » (Zsido et al., 2020). Nous souhaitions nous baser
sur cette évaluation de I'anxiété dans notre étude mais le questionnaire est proposé aux
participants 55 mois aprés leur entrée dans I’étude et peu de participants y avaient répondu
au moment ou notre étude a été conduite. Le fait que I'anxiété ne soit pas évaluée au moment
de linclusion n’est pas problématique lorsque I'on se base sur I’évaluation de I'anxiété
« trait », car celle-ci est liée a la personnalité et ne dépend donc pas du moment ou elle le
guestionnaire est complété par les participants. Cependant, seulement 30 221 participants
avaient répondu a ce questionnaire, et 916 cas de cancers dont 63 cas de CCR étaient recensés
dans cette sous-population, la puissance statistique était donc tres faible par rapport a celle
dans la population générale. Dans cette sous-population, une augmentation de la
consommation de viande rouge et charcuterie (jambon exclu) de 50g par jour augmentait le
risque global de développer un cancer de 8% (HR=1.08 (0.99-1.19), p=0.08) et le risque de
développer un CCR de 16% (HR=1.16 (0.82-1.65), p=0.39). Chez les anxieux (score d’anxiété «
trait » supérieur a 46), le risque de cancer était augmenté de 16% (HR=1.16 (1.02-1.32),
p=0.03) et le risque de CCR de 35% (HR=1.35 (0.83-2.19), p=0.23) lorsque la consommation de

viande rouge et charcuterie (jambon exclu) augmentait de 50g par jour. Les résultats n’ont
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pas été présentés dans notre étude épidémiologique car ils n’étaient pas significatifs pour la
plupart en raison du manque de puissance, mais ils allaient dans le méme sens que ceux
obtenus avec le traitement pour I'anxiété. Il serait intéressant de refaire cette étude quand le
nombre de participants ayant répondu a ce questionnaire aura augmenté afin de confirmer

les tendances observées.

2.1.2. Répéter pour augmenter le niveau de preuves

Nous avons vu qu’un des criteres de Hill qui permet de juger du niveau de preuve d’une
association implique que I'association doit étre retrouvée dans plusieurs populations. Donc il
serait intéressant de voir si I'effet de I'anxiété sur I'association entre consommation de viande
rouge et charcuterie (ou I'apport en fer héminique) et le risque de cancer (global, colorectal

ou autres localisations) est retrouvé dans d’autres cohortes.

Une cohorte dans laquelle il serait intéressant d’explorer I'association entre la consommation
de viande rouge et charcuterie, ou I'apport en fer héminique, et le risque de cancer colorectal
en fonction de l'anxiété, est la cohorte frangaise E3N. Il s’agit d’'une étude de cohorte
prospective comprenant plus de 100 000 femmes suivies depuis 1990 et qui a pour objectif
de mieux comprendre I'impact de I'alimentation, du mode de vie, des traitements et de
I’environnement sur la santé. Les données alimentaires et les événements de santé, y compris
les cas incidents de cancer, sont recueillis (Bastide et al., 2016). De plus, dans cette étude de
cohorte, un acceés aux remboursements des traitements permet d’estimer I’exposition aux
anxiolytiques (Mesrine et al., 2018). Une association positive entre I'apport en fer héminique
et le risque d’adénome colorectal avait été retrouvée dans cette cohorte en 2016 (Bastide et

al., 2016).

L’Enquéte Prospective Européenne sur le Cancer (EPIC) est une étude de cohorte prospective
qui inclut plus de 521 000 participants (367 898 femmes et 153 426 hommes) inscrits dans 23
centres présents dans 10 pays européens (https://epic.iarc.fr). Par rapport a la cohorte E3N
et a la cohorte Nutrinet-Santé, cette cohorte a I'avantage de comprendre un plus grand
nombre de participants, et plus particulierement, un grand nombre d’hommes. Des
informations sur le régime alimentaire, le mode de vie, les mesures anthropométriques et les
antécédents médicaux ont été recueillies a [linclusion, entre 1992 et 1999

(https://epic.iarc.fr). Notamment, plusieurs questions sur le stress ressenti ont été posées aux
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participants (Surtees et al., 2011). En 2021, 14 163 cas de CCR ont été diagnostiqués dont
5 783 chez les hommes et 8 380 chez les femmes (https://epic.iarc.fr). Il serait donc également
tres intéressant d’évaluer I’effet modificateur du stress sur la relation entre consommation de
viande rouge et charcuterie, ou I'apport en fer héminique, et le risque de CCR dans cette vaste

cohorte européenne, ou un grand nombre de cas de CCR ont été diagnostiqués.

2.2. Etudier l'impact des anxiolytiques sur la perméabilité
intestinale

Nous avons fait I'hypothése dans cette thése que I'augmentation de perméabilité intestinale
induite par le stress pourrait modifier I'association positive entre consommation de viande
rouge et charcuterie et risque de cancer. Dans notre étude épidémiologique menée au sein
de la cohorte Nutrinet-Santé, I'anxiété a été évaluée par le traitement anxiolytique. Il est
possible que le traitement de l'anxiété ait empéché ou atténué I'augmentation de
perméabilité induite par le stress, atténuant ainsi I'effet modificateur du stress observé dans
cette étude. Il est également possible que les effets observés résultent du traitement
anxiolytique et non de I'anxiété. Il a été montré dans une étude préclinique que le traitement
par I'antidépresseur desipramine reverse les effets du stress aussi bien sur la sphere digestive
que vis-a-vis des comportements mimant la dépression chez le rongeur (Varghese et al.,
2006). Bien qu’a notre connaissance, aucune étude n’ait montré que les anxiolytiques
pouvaient avoir un impact sur la barriére intestinale, explorer |'effet de ces médicaments sur
la barriere intestinale semble nécessaire. De futures études pourraient permettre de savoir si
les effets observés résultent de I'anxiété ou du traitement, et de savoir si le traitement a pu

impacter les effets de I'anxiété.

Tout d’abord, il serait intéressant de comparer le risque de cancer lié a la consommation de
viande rouge et charcuterie en fonction de I'anxiété et du traitement pour I'anxiété. Plus
précisément, il faudrait stratifier la population sur I'anxiété, diagnostiquée par une évaluation
précise de I'état d’anxiété (échelle de Spielberger par exemple), puis stratifier la population
d’anxieux sur le traitement anxiolytique ; et explorer ensuite le risque de cancer lié a la
consommation de viande rouge et charcuterie dans chaque sous-populations. Cela nous
permettrait de voir si le traitement annule I'effet modificateur de I'anxiété sur la relation

consommation de viande rouge et charcuterie et risque de cancer. Cette double stratification
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nécessite d’avoir une large population d’étude afin d’avoir une puissance statistique suffisante
dans chacune des sous-populations. De plus, I’évaluation de I'anxiété, la prise du traitement
anxiolytique et la consommation de viande rouge et charcuteries doivent étre recueillis au
méme moment car c’est I'effet combiné de ces trois parametres sur le risque de cancer qui
nous intéresse. 84% des anxiolytiques consommeés en 2015 étaient des benzodiazépines, et
parmiles benzodiazépines anxiolytiques, le bromazépam (durée de vie longue) et I’Alprazolam
(durée de vie courte) étaient les plus utilisés (ANSM, 2017). Donc, il serait intéressant
d’étudier plus précisément |'effet des benzodiazépines, et notamment du bromazépam et de

I’Alprazolam, sur ces mémes parametres.

Il serait également intéressant d’explorer I'effet des anxiolytiques sur la perméabilité
intestinale in vivo en conditions de stress psychologique chez des souris. Un stress
psychologique trés utilisé chez la souris et facile a mettre en place que I'on pourrait utiliser
dans cette étude est le stress de contrainte, qui consiste a placer la souris dans un tube dans
lequel elle ne peut-pas se déplacer, pendant une a six heures en fonction des protocoles (Luo
et al., 2014). Un protocole en carré latin incluant 4 groupes : stressés vs. non stressés ; traités
au bromazépam vs. non traités, qui consisterait a induire un stress de contrainte unique apres
avoir administré le bromazépam ou un placebo aux souris, suivi d’une mesure de la
perméabilité intestinale in vivo permettrait de savoir si le bromazépam atténue les effets du
stress sur 'augmentation de perméabilité intestinale. Des analyses histologiques du colon et
de l'intestin gréle permettraient de caractériser plus finement I'état de I’épithélium intestinal

(prolifération, jonctions serrées, inflammation etc.).

2.3. Etudier leffet du fer héminique en situation de stress
psychologique dans un modele de CCR chez la souris

Notre étude in vivo chez la souris nous a permis d’explorer les effets du SSM sur les effets
déléteres du fer héminique sur la muqueuse colique, afin de comprendre les mécanismes par
lesquels le stress augmente le risque de cancer induit par le fer héminique. Une étude long-
terme explorant les effets des mémes facteurs sur la carcinogéneése colorectale serait donc
pertinente. Les deux modeles murins de CCR les plus utilisés pour étudier les effets
cancérigenes des aliments sont les souris induites a ’AOM-DSS et les souris Min mutées pour

APC. La chimio-induction par ’AOM-DSS est généralement utilisée comme modeéle de CCR
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associé a une colite en raison des effets déléteres importants sur la muqueuse intestinale
gu’elle provoque (Snider et al., 2016; Oertel et al., 2017). Nous souhaitons comparer I'effet
promoteur du fer héminique en situation de barriére saine (souris non stressées) ou altérée
(souris stressées), donc le modele le plus adapté a cette étude semble étre la souris Min qui
ne présente pas d’altération de la barriére intestinale. Chez les souris Min, la perte
d’hétérogozygotie de APC se fait in utero et pendant les premiers jours de vie des souriceaux
(Perkins et al., 2003). Un SSM apreés la naissance risquerait donc d’impacter l'initiation du CCR,
et nous ne pourrions alors pas dissocier I'effet initiateur de I'effet modificateur (sur I'effet
promoteur du fer héminique) du SSM. Un modele de stress qui pourrait étre plus adapté a
cette étude est le stress chronique aléatoire a I’age adulte. A I’dge adulte l'initiation chez les
souris Min est terminée, donc les effets du stress observés sur le risque de CCR ne
concerneront que la promotion, simplifiant I'interprétation des résultats. Le stress chronique
aléatoire consiste a soumettre les souris a un stress différent tous les jours de la semaine
(stress de contrainte, stress sonore, cage penchée, stress du prédateur, humidification de la
sciure, lumiere stroboscopique, stress d’isolement par exemple), les différents types de stress
étant répartis de maniére aléatoire chague semaine (Bondi et al., 2008; Banasr et al., 2017).
Le fait d’appliquer un stress de maniere aléatoire permet d’allonger le temps d’habituation
aux différents types de stress, le protocole de stress peut ainsi étre appliqué pendant une plus
longue période, permettant d’explorer les effets chroniques du stress. Une augmentation de
la perméabilité intestinale a été retrouvée chez les souris soumises a ce stress (Mehranfard et
al., 2020). L'autre avantage du stress chronique aléatoire est qu’il est plus représentatif du
stress subit par les participants de notre étude épidémiologique. En effet, nous nous sommes
basés, dans I'étude épidémiologique, sur le traitement pour I'anxiété avant I'entrée dans
I’étude et pendant les deux premieres années de suivi, faisant référence au stress a I'age
adulte. A la fin de I'expérimentation, le dénombrement des lésions pré-néoplasiques dans les
colons permettrait de conclure quant aux effets du stress chronique aléatoire et du fer
héminique sur la promotion du CCR. Et des analyses complémentaires permettraient
d’explorer la fonction de barriere intestinale (inflammation, perméabilité intestinales et

microbiote) dans les différents groupes.
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2.4. Mieux comprendre les mécanismes

2.4.1. Dissocier les effets des alcénals de ceux du fer héminique

Dans I’étude in vivo que nous avons effectué, nous avons administré aux souris un régime
riche en fer héminique et en acides gras insaturés (huile de carthame) afin de favoriser la
formation des alcénals. Les effets cytotoxiques et génotoxiques des alcénals ont été montrés
in vitro (Bastide et al., 2015), et les études in vivo soutiennent I’'hypothése que ce sont les
alcénals qui sont responsables pour tout ou partie de la carcinogénicité du fer héminique
(Pierre et al., 2013; Bastide et al., 2015; Martin et al., 2018). In vitro, la chélation des alcénals
a inhibé I'effet cytotoxique et des eaux fécales de souris nourries a ’héme (Martin et al.,
2019). Cependant, in vivo, la présence d’alcénals est généralement associée a la présence de
fer héminique. Il serait donc intéressant de définir le poids relatif du fer héminique et des

alcénals dans les phénotypes observés.

Un exemple d’expérimentation qui permettrait de dissocier les effets du fer héminique de
ceux des alcénals consisterait a administrer séparément ces deux composés avec un protocole
en carré latin (HNE vs. contréle ; HEM vs. standard). Le HNE est un des principaux alcénal
généré par la peroxydation lipidique induite par le fer héminique, il pourrait donc étre utilisé
dans cette expérimentation pour reproduire I'effet de ces alcénals. Le groupe « HNE »
recevrait du HNE par gavage ; et le groupe « HEM » (pour fer héminique) recevrait un régime
riche en hémine et ne contenant pas (ou tres peu) de lipides insaturés, il n’y aurait pas de
peroxydation lipidique et cela permettrait donc de « bloquer » la formation d’alcénals. Une
huile trés pauvre en acides gras mono- et polyinsaturés, et riche en acides gras saturés, qui
pourrait étre utilisée dans ce régime, est I'huile de coco. Un groupe supplémentaire « CON+ »
recevant un régime riche en fer héminique et en lipides insaturés servirait de controle positif,
permettant de vérifier que le gavage au HNE cumulé au régime riche en fer héminique sans
lipides insaturés reproduit les effets retrouvés avec un régime riche en fer héminique et lipides
insaturés. Ce protocole pourrait étre appliqué pendant 2 a 3 semaines et le prélevement de
I'intestin gréle et du colon ainsi que du contenu colique permettrait d’explorer les effets sur

les muqgueuses intestinale et colique de ces trois régimes.

Une fois le poids relatif de chaque facteur déterminé, si le fer héminique et le HNE ont tous

les deux un impact sur les marqueurs précoces du CCR, et si des effets similaires sont observés
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entre les groupes « HNE-HEM » et « CON+ », il serait intéressant de faire une expérimentation
avec des groupes similaires, mais sans le « CON+ », en ajoutant 4 groupes supplémentaires
qui seraient soumis a un stress (chronique aléatoire par exemple) et qui auraient les mémes
régimes et gavages que les non stressés. Cela permettrait de comparer I'impact du stress sur
les effets du fer héminique et du HNE séparément, et donc de mieux comprendre les
mécanismes par lesquels le stress peut impacter la cancérogénicité de la viande rouge et de

la charcuterie.

Il est également possible d’explorer les effets du fer héminique et des alcénals séparément in
vitro. Nous avons déja montré qu’il n’y avait pas de modification de la cytotoxicité et de la
génotoxicité du HNE en situation de barriere saine ou altérée in vitro. 1l serait intéressant
d’explorer également la cyto- et génotoxicité du fer héminique dans ces situations de barriere
saine ou altérée. Comparer la toxicité des alcénals et du fer héminique sur ces 2 modeles de
barriere in vitro permettrait de mieux comprendre les effets du fer héminique sur la

mugqueuse intestinale.

2.4.2. Bloguer I'activation des mastocytes pour prévenir les effets du stress

Une étude menée chez 'Homme a montré que des étudiants qui devaient passer un oral
devant un jury avaient une perméabilité augmentée par rapport a des témoins, et que cette
augmentation de perméabilité était inhibée par un stabilisateur mastocytaire (Vanuytsel et
al., 2014). De plus, il a été montré chez le rat que I'utilisation d’un stabilisateur mastocytaire
annulait 'augmentation de perméabilité intestinale induite par un SSM néonatal (Barreau et
al., 2004b). Il serait donc intéressant d’explorer les effets d’un stabilisateur mastocytaire en
situation de SSM associé a un régime riche en fer héminique a I’dge adulte. Cela permettrait
de voir si I'utilisation du stabilisateur mastocytaire peut prévenir I'effet amplificateur du SSM

sur les effets déléteres du fer héminique.

Dans un deuxiéme temps, si le stabilisateur mastocytaire s’avere étre efficace pour prévenir
I'amplification des effets déléteres du fer héminique par le SSM chez la souris, il serait
intéressant d’explorer son effet chez ’'Homme. Plus précisément, nous pourrions explorer
I'effet de la consommation de viande rouge et de lipides insaturés (mayonnaise a base d’huile
de pépin de raisin par exemple) et de la prise d’un stabilisateur mastocytaire chez des

volontaires soumis a un stress (des étudiants passant un oral devant un jury comme dans
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I’étude de Vanuytsel et al. par exemple), sur le DHN-MA urinaire. Le stabilisateur mastocytaire
serait pris avant la consommation de viande rouge/mayonnaise, et I'oral aurait lieu deux
heures apres la prise alimentaire, pour que le bol alimentaire soit au niveau de I'intestin gréle
lors du stress. Une augmentation du DHN-MA urinaire chez les étudiants stressés par rapport
aux non stressés indiquerait que le stress a augmenté le passage des alcénals de la lumiére
intestinale vers l'intérieur de I'organisme, et une absence d’augmentation du DHN-MA
urinaire chez les étudiants stressés ayant pris un stabilisateur de mastocytes indiquerait que
celui-ci a permis de prévenir I'augmentation du passage des alcénals induite par le stress. Et
éventuellement a plus long terme, cela permettrait d’envisager I'utilisation de ces
stabilisateurs de mastocytes chez les personnes les plus a risque de CCR par exemple, au

moment de la consommation de viande rouge ou de charcuterie.

3. ENJEUX SOCIETAUX ET IMPACT DE LA THESE

Dans cette partie, nous nous intéressons aux questions sociétales associées a ce sujet de thése
et a I'impact de nos résultats sur ces questions. Nous discutons tout d’abord de I'intérét de
continuer a prévenir les effets cancérigénes de la viande rouge et de la charcuterie malgré la
réduction de la consommation de viande qui se dessine pour répondre aux objectifs de
développement durable. Ensuite, nous discutons de I'intérét de prévenir les effets du stress

psychologique pour diminuer le risque de cancer.

3.1. Diminuer I'impact santé de la viande rouge ou arréter d’en
consommer ?

Le rapport 2019 du GIEC (Groupe d'Experts Intergouvernemental sur I'Evolution du Climat) a
souligné que la consommation de viande rouge avait un impact important sur
I’environnement en raison des émissions de gaz a effet de serre liées a sa production ainsi que
des grandes surfaces agricoles et de quantités importantes d'eau douce que cette production
nécessite. Ces aspects environnementaux ont conduit le GIEC a recommander une réduction
de la consommation de viande rouge. Compte tenu de l'influence du GIEC et de la volonté
politique des pays a revenu élevé d’accélérer leurs efforts pour parvenir a la neutralité
carbone, on peut s’attendre a ce que des actions en ce sens soient prises dans les années a

venir. En I'absence de telles actions, selon les projections de I’OAA (Organisation des Nations
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Unies pour l'alimentation et I'agriculture), la production de viande pourrait augmenter de 200
millions de tonnes d’ici 2050, en raison de sa consommation croissante dans les pays

émergents (Ritchie and Roser, 2017).

3.1.1. Quelques chiffres

La production mondiale de viande a plus que quadruplé au cours des 50 derniéres années,
principalement en raison de 'augmentation de la consommation de viande dans les pays
émergents (figure 33). La viande de porc est la viande la plus populaire au monde. Mais, bien
qgue la production de tous les types de viande ait augmentée, c'est la production de volaille

gui augmente le plus rapidement (Ritchie and Roser, 2017) (figure 34).

3.1.2. Rapport de la commission EAT-Lancet

La commission EAT-Lancet regroupe plusieurs experts en alimentation, santé publique et
environnement et a proposé un ensemble d’objectifs pour parvenir a un systéme alimentaire
sain et durable (Willett et al., 2019). Les changements de régime alimentaire proposés par
I'EAT-Lancet passent par plus d’un doublement de la consommation d’aliments sains tels que
les fruits, les légumes, les légumineuses et les noix, et une réduction de plus de 50% de la
consommation d’aliments moins sains, tels que les sucres ajoutés et la viande rouge (Willett
et al., 2019). Elle estime que I'alimentation est le levier le plus puissant pour optimiser la santé
humaine et la durabilité de notre environnement, et qu’il est urgent de transformer
radicalement le systéme alimentaire mondial pour atteindre les objectifs de développement

durable (ODD) et I’Accord de Paris pour le Climat.

3.1.3. Nécessité de diminuer 'impact santé de la viande rouge

Il est donc important de poursuivre les campagnes de santé publique visant a limiter la
consommation de viande rouge afin de limiter son impact sur la santé et sur
I’environnement. Cependant, méme si les campagnes de santé publique qui visent a diminuer
la consommation de viande rouge peuvent permettre une diminution de la consommation au
niveau national, l'adhésion aux recommandations nutritionnelles est inégale et les
consommateurs appartenant aux catégories socio-professionnelles inferieures sont moins
enclins a modifier leur régime (Darmon and Drewnowski, 2008; Smith et al., 2010). De plus,

selon les projections de la FAO jusqu’en 2050, méme dans le scénario le plus optimiste du
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Figure 33 : Production mondiale de viande par continent, de 1961 a 2018 (UN Food and Agriculture Organization).
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Figure 34 : Production mondiale de viande par animal, de 1961 a 2018 (UN Food and Agriculture Organization).
point de vue de la durabilité (« Towards sustainability »), la production de viande stagne dans

les pays occidentaux, mais augmente dans les pays émergents, et donc également au niveau

mondial (Figure 35, FAO, 2018).

Ainsi, la consommation de viande rouge devrait rester tout a fait significative au niveau

mondial. Il faut donc s’attendre a ce que perdurent les problemes de santé liés a la
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Figure 35 : Evolution de la taille des troupeaux (en nombre d’animaux) dans le monde jusqu’en 2050,
selon les projections de la FAO, en fonction des différents scénarios de durabilité (FAO, 2018)

consommation de viande rouge, méme si leur ampleur pourrait se réduire dans les pays
occidentaux. Il restera donc nécessaire de poursuivre les recherches sur les mécanismes
impliqués dans la cancérogénicité de la viande rouge, d’identifier les facteurs impactant cette
association positive et sur cette base définir des stratégies de prévention efficaces pour limiter
le risque dans les pays occidentaux mais aussi dans les pays développés ou la consommation

de viande rouge risque de continuer d’augmenter.

3.2. Intégrer les messages sur 'anxiété dans les recommandations
alimentation-cancer ?

Alors que les mesures de santé publique visant a prévenir le risque de cancer incluent des
recommandations nutritionnelles incitant a limiter la consommation de viande rouge et
charcuterie, les résultats de cette thése interrogent sur la place de la lutte contre I'anxiété

pour prévenir le risque de cancer.

Ce qui suit est une réflexion prospective personnelle qui a pour but de réfléchir a 'impact de
ce type de données si elles étaient confirmées dans d’autres cohorte et par une méta-analyse :
dans notre étude épidémiologique, une augmentation de la consommation de viande rouge
et charcuterie de 50g/jour était associée a une augmentation de risque de CCR de 12%
(HR=1.12(0.94-1.33), p=0.20) chez les non anxieux, et de 42% (HR=1.42(1.03-1.94), p=0.03)
chez les anxieux. L'association n’était pas significative chez les non-anxieux, soulevant la

guestion de la cancérogénicité de la viande rouge et de la charcuterie chez les non-anxieux.
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Dans les prochaines études explorant le lien entre consommation de viande rouge et
charcuterie et risque de CCR, il serait intéressant d’intégrer une mesure de I'anxiété afin de
voir si I'absence d’association significative chez les non-anxieux retrouvée dans la cohorte
Nutrinet-Santé est également retrouvée dans d’autres cohortes. Si la viande rouge et la
charcuterie n’étaient cancérigénes que chez les personnes anxieuses, I'impact santé de la
viande rouge et de la charcuterie pourrait étre diminué en adaptant le message de

recommandation ou en luttant contre I’anxiété.

La traduction en recommandation de santé publique serait alors : « Si vous étes anxieux,
limitez la consommation de viande rouge et de charcuterie ». Une telle recommandation
semble cependant impossible et non souhaitable : i) parce qu’il serait dangereux de porter un
message de non limitation de la consommation de viande rouge aux personnes non anxieuses,
en raison de l'impact environnemental et des autres impacts de la viande rouge sur la santé,
ii) et parce qu’il est difficile pour la population de s’autoévaluer anxieux ou non anxieux de
maniére suffisamment précise. En revanche, a I'image de la recommandation actuelle sur
I'activité physique qui vise a prévenir le surpoids, I'obésité et les pathologies associées, il
pourrait étre utile d’établir des recommandations d’adoption de comportements pour lutter
contre le stress, et de mettre en place des politiques de santé au travail pour limiter les stimuli
stressant. Par exemple, les recommandations pourraient inciter a diminuer I'utilisation des
technologies de l'information et de la communication (TIC), qui constituent des sources de

stress importantes (Dupuich, 2009).

En conclusion, cette thése apporte des éléments suggérant que I’anxiété pourrait amplifier
I'effet cancérigéne de la viande rouge et de la charcuterie. Une diminution de la
consommation de viande rouge et de charcuterie est nécessaire pour réduire le risque de
cancer et pour réduire I'impact environnemental lié a la production de viande, mais il est
également nécessaire de continuer a réduire I'impact de la consommation de viande rouge
et de charcuterie sur la santé. Si les résultats obtenus dans cette thése s’avéraient étre

confirmés, prévenir les effets de I'anxiété pourrait aussi contribuer a réduire I'effet

cancérigéne de la viande rouge et de la charcuterie.
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ANNEXES

Annexe 1: Données supplémentaires relatives a I'article 1 «Anxiety is a potential effect
modifier of the association between red and processed meat consumption and cancer risk:

findings from the NutriNet-Santé cohort»
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Supplementary Materials and methods

Anxiety assessment
Anxious participants were selected in three steps:

e Upon entry into the study, participants filled a baseline questionnaire in which they had to say if they had already
been treated for anxiety or anxiety disorders before entering the study, but it was not asked to specify the
treatment. Participants who responded having been treated for anxiety or anxiety disorders before entering the
study were considered anxious.

e Every six months, participants had to say if they have been treated for anxiety or anxiety disorders since the last
questionnaire they filled, and it was again not asked to specify the treatment. Participants who responded at least
once having been treated for anxiety or anxiety disorders during the first two years of follow-up (and before a
diagnostic of cancer) were considered anxious.

e In another annual questionnaire, participants had to report all medication they had taken since the last
questionnaire they filled. Participants who reported taking treatment for anxiety (anxiolytics or plant-based self-
medication) during the first two years of follow-up (and before a diagnostic of cancer) were considered anxious.”

Statistical analyses

For all covariates except physical activity, <5% of values were missing and were imputed to the modal value. For
physical activity (14% of missing values), a “missing class” was introduced into the models. Multiple Imputation by
Chained Equations (MICE) method [1] was also tested.

Analyses including ham in the processed meat group were tested.

We performed sensitivity analyses on the main models by adjusting for calcium instead of dairy products or fibres
instead of wholegrain products, and by additionally adjusting for the average number of packs of cigarettes smoked
during a year.
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Supplementary Figure S1
Flowchart for the selection of the study population, NutriNet-Santé cohort, 2009-2019
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Supplementary Figure S2

Cox model proportional risk assumption testing (Schoenfeld residuals):
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Supplementary Figure S3

Spline plot for linearity assumption of association between red and processed meat consumption and overall and colorectal
cancer risks. Restricted cubic spline SAS macro developed by Desquilbet and Mariotti [2].
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Supplementary results

Supplementary Table S1

Baseline characteristics of study population according to sex-specific quartiles® of red and processed meat
consumption (n=101,269), NutriNet-Santé cohort, France, 2009-19.

All participants Quartile 1 Quartile 2 Quartile 3 Quartile 4
p-value?
(n=101,269) (n=25,262) (n=25,313) (n=25,377) (n=25,317)
Age, years 51.2(14.5) 50.3 (14.6) 52.0(14.8) 51.9 (14.6) 50.4 (13.8) <0001
Sex, n (%)

J——" 79,734 (79) 19,879 (79) 19,929 (79) 19,993 (79) 19,933 (79)

Male 21,535 (21) 5,383 (21) 5,384 (21) 5,384 (21) 5,384 (21) 0.9
Helghts & 166.7 (8) 166.8 (8.0) 166.5 (8.0) 166.6 (8.1) 167.1(8.1) <0001
Badyimassidex 23.7(5) 2.8(4.1) 23.4(4.0) 23.8(4.4) 24.7 (5.0) <0001
Family history of cancer, n (%)}

No 63,722 (63) 16,176 (64) 15,767 (62) 15,742 (62) 16,037 (63)

Yes 37,547 (37) 9,086 (36) 9,546 (38) 9,635 (38) 9,280 (37) =000t
Higher education, n (%)

No 17,279 (17) 3,674 (15) 4,036 (16) 4,453 (18) 5,116 (20)

Yes, <2 years 17,312 (17) 4,198 (17) 4,134 (16) 4,330(17) 4,650 (18) <.0001

Yes, 2 years 66,678 (66) 17,390 (69) 17,143 (68) 16,594 (65) 15,551 (61)

Smoking status, n (%)

— 17513 (17) 4125 (16) 3,883 (15) 4,230(17) 5,275 (21)

Former 32813 (32) 8,102 (32) 8,200 (32) 8,217 (32) 8,294 (33) <0001

Never 50943 (50) 13,035 (52) 13,230 (52) 12,930 (51) 11,748 (46)

IPAQ physical activity leve, n (%)l

High 28,151 (28) 7,577 (30) 7,137 (28) 6,825 (27) 6,612 (26)

Wodordie 37,580 (37) 9,850 (39) 9,770 (39) 9,439 (37) 8,521 (34)

i 21,420 (21) 4,586 (18) 5,104 (20) 5,563 (22) 6,167 (24) <0001

Missing 14,118 (14) 3,249 (13) 3,302 (13) 3,550 (14) 4,017 (16)

Energy intake without alcohol, kcal/d 1,851 (452) 1,746 (442) 1,804 (414) 1,868 (427) 1,983 (488) <0001
Red meat consumption, g/d 41(38) 6(9) 27(15) 47 (20) 86 (42) <.0001
Processed meat consumption, g/d 19(23) 5(7) 14(13 22 (19) 37(34) <.0001
Ham consumption, g/d 12(17) 11(19) 12(17) 12 (16) 12(18) <.0001
Alcohol intake, g/d 8(12) 6 (10) 7(10) 8(12) 10(14) <.0001
Vegetable consumption, g/d 217(117) 239 (140) 216 (109) 210 (105) 203 (110) <.0001
Fruit consumption, g/d 189 (149) 216 (180) 195 (139) 183 (134) 164 (134) <.0001
Dairy products consumption, g/d 235 (156) 221(164) 240 (152) 240 (149) 238(156) <.0001
Heme iron intake, mg/d 12(1.2) 0.6(1.1) 1.0(1.0) 1.3 (1.0) 2.0(1.2) <.0001
Saturated fatty acids intake, mg/d 33(12) 29(12) 32(11) 34 (11) 38(13) <.0001
Calcium intake, mg/d 922 (299) 916 (317) 925 (286) 925 (285) 921 (305) 0.0006
Fibres intake, mg/d 19(71) 22(9) 19(7) 19(6) 18(6) <0001

IPAQ=International Physical Activity Questionnaire.

Values are means (SDs) or n (%)

Sex specific cut-offs for quarters of ultra-processed proportions were 41, 74, and 111 g/day in men and 25, 50, and 79 in women.

2P value for comparison between non-anxious and anxious participants, by Fisher test or 2 test where appropriate.

3 Among first-degree relatives.

#Available for 87,151 participants; participants were categorized into “high,” “moderate,” and “low” categories according to IPAQ guidelines

183



Annexes

Supplementary Table S2

Associations between the use of benzodiazepines and colorectal, breast, prostate and overall cancer risk from
multivariable Cox proportional hazard models?, NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=101 269)

Cases / Non cases HR50g/d (1C95%) P
Overall cancer 3126/98,143 1.09 (0.92-1.27) 0.32
Colorectal cancer 250/101,019 0.63(0.31-1.28) 0.20
Breast cancer® 910/ 78,824 1.20(0.91-1.57) 0.19
Prostate cancer 369/ 21,166 0.68 (0.34-1.36) 0.27

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous), wholegrain
products intake (g/d, continuous) and red and processed meat consumption (g/d, continuous).

bBreast cancer models were additionally adjusted for: age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before
30 years, 30 years and older), number of biological children (continuous), baseline menopausal status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral
contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline (categorical: yes, no).

Supplementary Table S3

Associations between the consumption of red and processed meat and the risk of breast cancer, pre- and post-
menopausing, among all women, non-anxious and anxious women from multivariable Cox proportional hazard
models?, NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=79 734)

Cases / Non cases HR1mg/a (1C 95%) P

All participants (n=79 734)

Breast cancer 910/78 824 1.09(0.99-1.19) 0.07

Pre-menopausal breast cancer 408 / 56 882 1.10(0.96-1.26) 0.17

Post-menopausal breast cancer 502 /21 942 1.08 (0.96-1.22) 0.21
N ious participants(n=63 174)

Breast cancer 710 / 62 464 1.10(1.00-1.22) 0.06

Pre-menopausal breast cancer 310 /45 499 1.08(0.92-1.27) 0.33

Post-menopausal breast cancer 400 / 16 965 1.13(0.99-1.29) 0.08
Anxious participants(n=16 560)

Breast cancer 200 / 16 360 1.02(0.84-1.23) 0.88

Pre-menopausal breast cancer 98 /11383 1.16 (0.88-1.52) 0.30

Post-menopausal breast cancer 102 /4977 0.91(0.69-1.19) 0.48

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous), wholegrain
products intake (g/d, continuous), age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before 30 years, 30 years
and older), number of biological children (continuous), oral contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline
(categorical: yes, no)
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Supplementary Table S4

Associations between an increase in the intake of heme iron (from red and processed meat) and the risk of breast
cancer, pre- and post-menopausing, among all women, non-anxious and anxious women from multivariable Cox
proportional hazard models?, NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=79 734)

Cases / Non cases HR1mg/a (IC 95%) P

All participants (n=79 734)

Breast cancer 910/78824 1.16 (1.05-1.29) 0.005

Pre-menopausal breast cancer 408 / 56 882 1.19(1.01-1.41) 0.04

Post-menopausal breast cancer 502/21942 1.15(1.00-1.32) 0.06
Non-anxious participants(n=63 174)

Breast cancer 710/ 62 464 1.18(1.04-1.33) 0.008

Pre-menopausal breast cancer 310/45499 1.15 (0.95-1.40) 0.15

Post-menopausal breast cancer 400/ 16 965 1.20(1.03-1.41) 0.02
Anxious participants(n=16 560)

Breast cancer 200/ 16 360 1.11(0.89-1.39) 0.36

Pre-menopausal breast cancer 98 /11383 1.31(0.94-1.81) 0.11

Post-menopausal breast cancer 102 /4977 0.97 (0.71-1.34) 0.86

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous), wholegrain
products intake (g/d, continuous), age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before 30 years, 30 years
and older), number of biological children (continuous), oral contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline
(categorical: yes, no)

185



Annexes

Supplementary Table S5

Associations between the consumption of red and processed meat and the risk of overall, colorectal, breast and
prostate cancer in the whole population and in non-anxious and anxious participants from multivariable Cox
proportional hazard models?, adjusted for calcium instead of dairy products or adjusted for dietary fibres instead of
wholegrain foods®, NutriNet-Santé cohort, France, 20092019 (n=101 269)

Cases / Non cases HR1mg/a (IC 95%) P
Multivariable Cox proportional hazard models adjusted for calcium instead of dairy prodt
All participants (n=101 269)
Cancer (all locations) 3126/98143 1.07 (1.02-1.12) 0.01
Colorectal cancer 250 /101019 1.18 (1.016-1.38) 0.03
Breast cancer® 910/78 824 1.09 (0.99-1.19) 0.07
Prostate cancer 369/21166 1.03(0.91-1.18) 0.61
Non-anxious participants(n=82 041)
Cancer (all locations) 2 541/79500 1.05 (1.00-1.10) 0.06
Colorectal cancer 206 /81835 1.13(0.95-1.34) 0.18
Breast cancer® 710/ 62 464 1.10(0.99-1.22) 0.07
Prostate cancer 332/18535 1.02 (0.89-1.17) 0.74
Anxious participants(n=19 228)
Cancer (all locations) 585/18 643 1.14 (1.03-1.26) 0.01
Colorectal cancer 44/19184 1.40 (1.02-1.93) 0.04
Breast cancer® 200/ 16 360 1.03 (0.85-1.25) 0.79
Prostate cancer 37/2631 1.11(0.74-1.65) 0.62

Multivariable Cox proportional hazard models adjusted for fibres instead of wholegrain foods
All participants (n=101 269)

Cancer (all locations) 3126/98143 1.06 (1.02-1.11) 0.01
Colorectal cancer 250 /101019 1.18 (1.01-1.38) 0.03
Breast cancer® 910/78 824 1.08 (0.98-1.18) 0.11
Prostate cancer 369/21166 1.01(0.89-1.15) 0.92

Non-anxious participants(n=82 041)

Cancer (all locations) 2 541/79500 1.05(1.00-1.11) 0.06
Colorectal cancer 206 /81835 1.13(0.95-1.34) 0.18
Breast cancer® 710/ 62 464 1.10(0.99-1.21) 0.08
Prostate cancer 332/18535 0.99 (0.86-1.14) 0.89

Anxious participants(n=19 228)

Cancer (all locations) 585/18643 1.12(1.01-1.24) 0.03
Colorectal cancer 44/19184 1.39(1.01-1.91) 0.04
Breast cancer® 200/ 16 360 1.00 (0.82-1.21) 0.96
Prostate cancer 37/2631 1.09 (0.73-1.61) 0.68

*Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous).

bAdditionnally adjusted on calcium (mg/d, continuous) and wholegrain products intake (g/d, continuous) in the first model and on dairy products intake (g/d,
continuous) and fibres (g/d, continuous) in the second model.

“Breast cancer models were additionally adjusted for: age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before
30 years, 30 years and older), number of biological children (continuous), baseline menopausal status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral
contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline (categorical: yes, no).
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Supplementary Table S6

Associations between the consumption of red and processed meat and the risk of overall, colorectal, breast and
prostate cancer, excluding cases that occurred during the first two years of follow-up, in the whole population and in
non-anxious and anxious participants from multivariable Cox proportional hazard models?, NutriNet-Santé cohort,
France, 2009-2019 (n=100,449)

Cases / Non cases HR1mg/a (IC 95%) P

All participants (n=100 449)

Cancer (all locations) 2306 /98143 1.09 (1.04-1.15) 0.001

Colorectal cancer 185/ 100264 1.29(1.08-1.53) 0.004

Breast cancer® 653 /78520 1.12 (1.01-1.24) 0.034

Prostate cancer 264 /21012 1.05(0.90-1.22) 0.559
Non-anxious participants (n=81 358)

Cancer (all locations) 1858 / 79500 1.07 (1.01-1.13) 0.029

Colorectal cancer 151 /81207 1.22(1.00-1.48) 0.049

Breast cancer® 503 /62218 1.14 (1.01-1.28) 0.032

Prostate cancer 234 /18403 1.03 (0.88-1.21) 0.712
Anxious participants (n=19 091)

Cancer (all locations) 448 /18643 1.19(1.06-1.33) 0.002

Colorectal cancer 34 / 19057 1.54 (1.10-2.17) 0.013

Breast cancer® 150 /16302 1.05 (0.85-1.31) 0.650

Prostate cancer 30 /2609 1.08 (0.71-1.66) 0.715

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous) and wholegrain
products intake (g/d, continuous).

bBreast cancer models were additionally adjusted for: age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before
30 years, 30 years and older), number of biological children (continuous), baseline menopausal status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral
contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline (categorical: yes, no).

Supplementary Table S7

Associations between the consumption of red and processed meat and the risk of overall and colorectal cancer, in the
global population and in non-anxious and anxious participants from multivariable Cox proportional hazard models?,
additionally adjusted for the average number of packs of cigarettes smoked during a year, NutriNet-Santé cohort,
France, 2009-2019 (n=50,943)

Cases / Non cases HRsog/a (IC 95%) P

All participants (n=101 269)

Cancer (all locations) 3126/98143 1,05 (1,01-1,10) 0,03

Colorectal cancer 250 /101019 1,20 (1,03-1,40) 0,02
Non-anxious participants(n=82 041)

Cancer (all locations) 2541 /79500 1,04 (0,99-1,09) 0,16

Colorectal cancer 206 /81835 1,15 (0,96-1,37) 0,12
Anxious participants(n=19 228)

Cancer (all locations) 585/18 643 1,12 (1,01-1,24) 0,03

Colorectal cancer 44 /19 184 1,39 (1,02-1,90) 0,04

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), packs of cigarettes smoked per year
(continuous), educational level (categorical: less than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school
degree), number of 24-hour dietary records (continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d),
alcohol (continuous, g/d), fruits intake (g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products
intake (g/d, continuous) and wholegrain products intake (g/d, continuous).
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Supplementary Table S8

Multiple imputation for handling missing data performed using the MICE method [1], on the associations between the
consumption of red and processed meat and the risks of overall and colorectal cancer in the whole population from
multivariable Cox proportional hazard models?, NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=101 269)

Number of imputations Cases / Non cases HRsog/a (1C 95%) P
Cancer (all locations) 10 3401/ 97 868 1.08 (1.03-1.13) 0.002
Colorectal cancer 10 270/ 100 099 1.20(1.03-1.40) 0.02

*Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous) and wholegrain
products intake (g/d, continuous).

Supplementary Table S9

Associations between the consumption of red and processed meat and the risk of overall, colorectal, breast and
prostate cancer, excluding current and former smokers, in the global population and in non-anxious and anxious
participants from multivariable Cox proportional hazard models?, NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019
(n=50,943)

Cases / Non cases HR1mg/a (IC 95%) 1

All participants (n=50 943)

Cancer (all locations) 1317 / 49626 1.09 (1.01-1.17) 0.02

Colorectal cancer 91 / 50852 1.36(1.08-1.73) 0.01

Breast cancer® 466 /41062 1.03 (0.91-1.18) 0.62

Prostate cancer 117 /9298 0.88 (0.69-1.11) 0.28
Non-anxious participants (n=42 175)

Cancer (all locations) 1055/41120 1.06 (0.98-1.15) 0.14

Colorectal cancer 76 / 42099 1.23(0.93-1.63) 0.15

Breast cancer® 361 /33341 1.08 (0.93-1.26) 0.29

Prostate cancer 106 / 8367 0.88 (0.68-1.12) 0.29
Anxious participants (n=8 768)

Cancer (all locations) 262 / 8506 1.20(1.03-1.39) 0.02

Colorectal cancer 15 /8753 1.48 (0.95-2.29) 0.08

Breast cancer® 105/7721 0.88 (0.66-1.17) 0.36

Prostate cancer 11/931 1.61(0.58-4.47) 0.36

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), educational level (categorical: less than high school degree, less than two years after high school
degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records (continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy
intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake (g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated
fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous) and wholegrain products intake (g/d, continuous).

bBreast cancer models were additionally adjusted for: age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before
30 years, 30 years and older), number of biological children (continuous), baseline menopausal status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral
contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline (categorical: yes, no).
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Supplementary Table S10

Associations between the consumption of red and processed meat including ham and the risk of overall, colorectal,
breast and prostate cancer in the whole population and in non-anxious and anxious participants from multivariable
Cox proportional hazard models?, NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=101 269)

Cases / Non cases HRsog/a (IC 95%) 1

All participants (n=101 269)

Cancer (all locations) 3126/98143 1.05(1.01-1.10) 0.02

Colorectal cancer 250 /101019 1.16(1.01-1.34) 0.04

Breast cancer® 910/78 824 1.06(0.98-1.16) 0.16

Prostate cancer 369/21166 1.06(0.94-1.20) 0.33
N ious particip (n=82041)

Cancer (all locations) 2541/ 79500 1.049(1.00-1.10) 0.05

Colorectal cancer 206 /81835 1.13(0.96-1.32) 0.15

Breast cancer® 710/ 62 464 1.09(0.99-1.20) 0.08

Prostate cancer 332/18535 1.06(0.93-1.20) 0.38
Anxious participants(n=19 228)

Cancer (all locations) 585/18643 1.07(0.97-1.18) 0.17

Colorectal cancer 44/19184 1.31(0.96-1.81) 0.09

Breast cancer® 200/ 16 360 0.97(0.81-1.16) 0.73

Prostate cancer 37/2631 1.06(0.73-1.54) 0.77

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous) and wholegrain
products intake (g/d, continuous).

bBreast cancer models were additionally adjusted for: age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before
30 years, 30 years and older), number of biological children (continuous), baseline menopausal status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral
contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline (categorical: yes, no).

Note: P for interaction between anxiety and consumption of red and processed meat including ham is 0.78 for overall cancer, 0.08 for colorectal cancer, 0.23 for
breast cancer and 0.69 for prostate cancer.
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Supplementary Table S11

Associations between the consumption of the intake of heme iron (from red meat, processed meat including ham)
and the risk of overall, colorectal, breast and prostate cancer in the whole population and in non-anxious and anxious
participants from multivariable Cox proportional hazard models? NutriNet-Santé cohort, France, 2009-2019 (n=101
269)

Cases / Non cases HR1mg/a (IC 95%) P

All participants (n=101 269)

Cancer (all locations) 3126/98143 1.09 (1.03-1.15) 0.002

Colorectal cancer 250 /101019 1.23(1.02-1.47) 0.03

Breast cancer® 910/78 824 1.15(1.04-1.28) 0.009

Prostate cancer 369/21166 0.99 (0.84-1.16) 0.88
Non-anxious participants (n=82 041)

Cancer (all locations) 2541 /79500 1.07 (1.01-1.14) 0.04

Colorectal cancer 206 /81835 1.16 (0.94-1.42) 0.18

Breast cancer® 710/ 62 464 1.17 (1.04-1.32) 0.01

Prostate cancer 332/18535 0.98 (0.82-1.16) 0.78
Anxious participants (n=19 228)

Cancer (all locations) 585/18 643 1.18 (1.05-1.33) 0.006

Colorectal cancer 44/19184 1.50(1.03-2.19) 0.03

Breast cancer® 200/ 16 360 1.10(0.87-1.37) 0.42

Prostate cancer 37/2631 1.06 (0.63-1.78) 0.82

2Cox proportional hazard models were adjusted for age (time-scale), sex, body mass index (continuous, kg/m2), height (continuous, cm), physical activity
(categorical IPAQ variable: high, moderate, low, missing value), smoking status (categorical: never, former, current smokers), educational level (categorical: less
than high school degree, less than two years after high school degree, two and more years after high school degree), number of 24-hour dietary records
(continuous), family history of cancer (categorical: yes, no), energy intake without alcohol (continuous variable: kcal/d), alcohol (continuous, g/d), fruits intake
(g/d, continuous), vegetables intake (g/d, continuous), total saturated fatty acid intake (g/d, continuous), dairy products intake (g/d, continuous) and wholegrain
products intake (g/d, continuous).

bBreast cancer models were additionally adjusted for: age at menarche (categorical: < 12 years old, > 12 years old), age at first child (categorical: no child, before
30 years, 30 years and older), number of biological children (continuous), baseline menopausal status (categorical: menopausal, non-menopausal), oral
contraceptive use at baseline (categorical: yes, no) and hormonal treatment for menopause at baseline (categorical: yes, no).

Note: P for interaction between anxiety and intake of heme iron (from red meat, processed meat including ham) is 0.21 for overall cancer, 0.08 for colorectal
cancer, 0.53 for breast cancer and 0.95 for prostate cancer.
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Annexe 2 : Données supplémentaires relatives a I'article 2 «Early life stress reinforces
genotoxic and hyperproliferative effects of heme iron diet on colonic epithelium of adult

mice»
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Fig. S1 Body weight gain of mice in response to diet after weaning. A, weight gain of the mice along the experiment. B, weight gain of the

mice at the end of the experiment (PND 80). A 2-factor ANOVA was used in both sexes. Same letters indicate no significant difference between
the groups.
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