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Cancer:
un probleme majeur de santé publique en France

Hommes

Femmes

Prostate
64 955 (25%)

Other cancers
112 864 (43.5%)

Lung
32199 (12.4%)

Colorectum
25813 (9.9%)

Kidney Bladder
10 345 (4%) 13 408 (5.2%)

Total: 259 584

Breast
56 162 (28.6%)

Other cancers
84 091 (42.9%)

Colorectum
21212 (10.8%)

Lung

14 934 (7.6%)
Thyroid Corpus uteri
9057 (4.6%) 10 578 (5.4%)

Total: 196 034

Incidence des cancers en France, Globocan 2018 http://gco.iarc.fr/

* Incidence de cancers élevée : 455 618 nouveaux cas estimes pour 2018.
« 1¢'¢ cause de mortalité depuis 2004 (tous ages confondus et avant 65 ans).
« Survie a 5 ans variable : > 80 % (prostate, sein); 56 % (c6lon); 14 % poumon.

> Deéevelopper la prévention ciblée sur les facteurs de risque évitables




Le cancer : des facteurs de risque multiples

< Facteurs modifiables
e Tabagisme
e Facteurs nutritionnels
(alimentation, état nutritionnel,
activité physique = facteurs de
risque + facteurs protecteurs)
e UV

Facteurs non modifiables >
* Sexe
* Age
* Prédispositions génétiques

< Facteurs en partie

modifiables
* Environnement naturel et
domestique
e Environnement professionnel




Proportion des cancers liés aux principaux facteurs de risque

On peut prévenir 40 % des cas de cancers (142 000/an) grace a des changements de comportements et des modes de vie
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Facteurs de risque et cancer du sein

DIET, NUTRITION, PHYSICAL ACTIVITY
AND POSTMENOPAUSAL BREAST CANCER

DECREASES RISK INCREASES RISK
Alcoholic drinks*
Body fatness?
Adult weight gain
Adult attained height?

Physical activity*
Body fatness In young
adulthood®

Lactation®

2017

7% American
Institute for

Données révisées en 2018



Obésité Microbiote intestinal

Cancer du sein




Le microbiote intestinal

Un organe a part entiere

Glucides non digestibles: Acétate, Propionate,
Butyrate, Valérate...

Protéines: Acides aminés, Phénols, Indoles ...

Lipides: Acides gras conjugués, Acides gras saturés

Acides biliaires : LCA, DCA

Composeés vegéetaux: Equol, Entérodiol,
Entérolactone ...

> 1000 especes

4 phyla majeurs : Firmicutes, Bacteroidetes,
actinobacteria, proteobacteria

Systeme
immunitaire

Métabolisati
[Ccropiote

intestinal

Barriere
contre pathogéenes



Dysbiose intestinale

Extra-intestinal

* Obésité

* |nfections intestinales
* Diabete typelet2

* Maladies :
inflammatoires 2GS, ASiume
de l'intestin
o _ * Trouble du spectre
e Cancer colorectal Dysbiose intestinale autistique, Maladie de

Parkinson

e (Cancers



Dysbiose et cancer du sein

* Données précliniques
Rao et al., 2006 et Lakritz et al., 2015

 Données cliniques

Velicer et al. JAMA, February 18, 2004-Vol 291, No.7
Antibiotic Use in Relation to the Risk of Breast Cancer

Friedman et al. Cancer Epidemiology, Biomarker & Prevention November 2006

Nombre de prescriptions

Antibiotics and Risk of Breast Cancer: Up to 9 Years of Follow-up of 2.1 Million
Women

Tamin et al. Pharmacoepidemiology and Drug Safety, 2008; 17: 144-150
Risk of Breast Cancer in Relation to Antibiotic Use

d’antibiotiques g:g;
(1977-2001)
Pénicillines
0 Référence
1-10 1,53
>11 2,11
Céphalosporines
0 Référence
1-10 1,57
>11 1,90
Macrolides
0 Référence
1-10 1,50
>11 2,60
Tétracyclines
0 Référence
1-10 1,64
>11 2,14
Sulfonamides
0 Référence
1-10 1,51
>11 1,56




Lien microbiote — cancer du sein
RoOle des métabolites.. eaux fécales?

Glucides non digestibles: Acétate,

Chylomicron
=

Propionate,

Butyrate, @
Valérate... Fauxfécales
Acides aminés, Phénols, Indoles ... ‘
Acides biliaires primaires: Acides biliaires o
secondaires (LCA, DCA) @

Phytoestrogenes: Equol, Entérodiol, -
W ellules
Entérolactone ... Métabolisme lipidique intestinal cancéreuses

l mammaires \

eaux fécales

10



Focus sur les acides biliaires

25

O ,
Cholesterol

Primaire OH
ﬁﬁﬁ CKSE -

Molécules de
signalisation

TGR5

k=

1
v

fmmm———————————

Acide cholique Acide chénodésoxycholique

"""" Bactéries mtestlnales- D

Secondaire ou
]
Hil

0

Acide désoxycholique Acide lithocholique

(Lefebvre et al. 2009)

\

Régulation J Lipogenése
Métabolisme

lipidique \ Obésité

(Watanabe et al. 2004, 2006); (Dong et al. 2014)

Régulation M Sensibilité Insuline

Métabolisme | Tolérance Glucose
glucidique

J Gluconéogenése

(Ma et al. 2006);
(Thomas et al. 2009); (Zhang et al. 2016)

11



Nos hypotheses

Cancer du sein Microbiote intestinal

1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

2. Métabolites hydrosolubles (eaux fécales)
impactant cancérogénese mammaire ?

3. Focus spécifique sur acide lithocholique?

12



1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

Métaséquencgage
V3-V4 ADNr 16 S (lllumina®):

i / richesse, diversité, abondances, %

qPCR
Dénombrement groupes
bactériens spécifiques

Témoins Cancer du sein Odds ratio
(n=29) (n=32) [5th-95th]
Age (ans) 53,0 [47,0-62,0] 61,0 [50,5-69,0] 1,05 [1,00-1,10] p=0,056

median [min-max]

IMC (Kg/m?) 23,9 [22,5-25,6] 23,4 [21,5-26,0] 1,00 [0,87-1,16] p=0,95

Statut menopause
(oui/non/ % oui)

19/10/ 65,5% 23/9/71,9% p=0,59

13



1.

Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

Caractéristiques clinicobiologiques

Carcinome canalaire infiltrant

Carcinome lobulaire infiltrant

Grade histopronostique Grade |

Grade Il

Grade Il

Stade clinique Stade 0-1

Stade 2-3

Statut hormonal RH+

HER2

81%

19%

15,60%
62,50%

21,90%

68,80%

31,20%

90,60%

3,10%

14



1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

Métaséquencage ADNr 16S

Richesse J, Diversité
.p 0,08 p = 0,008 > §onfirmer les résultats
5.5 _ e Goedert et al. (2015)

5.0 g ' > Richesse, diversité |,

| |

Adiposité globale T
3 4.0 | . Résistance a l'insuline
Hyperlipidémie

10000

Indice Chaol

5000

Indice Shannon

Témoins Patientes Témoins Patientes (Le Chatelier et al., 2013)
(n=30) (n=25) (n=30) (n=25)
15



Métaséquengage ADNr 16S

Abondance relative (%)

~
6]

a
o

N
ol

Niveau phylum

Phylum
[ Actinobacteria
[[] Firmicutes

[ Vverrucomicrobia

B Bacteroidetes

[ Proteobacteria

O other

_|
-
3
o,
>
)

(n=30)

1 Firmicutes (p=0,03)
Patientes

(n=25)

J, Bacteroidetes (p=0,006)

s
S
Q
>
kS
(]
-
Q
[&]
c
©
o
[
(@]
0
<

100

75

50 ;

25

Niveau famille

Témoins
(n=30)

L " " L "

Patientes
(n=25)

1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

Family

[ Other

I unclassified

I Bifidobacteriaceae
I Coriobacteriaceae
I Bacteroidaceae

I Porphyromonadaceae
I Prevotellaceae

I Rikenellaceae

I Acidaminococcaceae
I Clostridiaceae_1

I Erysipelotrichaceae
I Lachnospiraceae

I Peptostreptococcaceae
I Ruminococcaceae
I Streptococcaceae
I Veillonellaceae

I Desulfovibrionaceae
I Enterobacteriaceae
I Sutterellaceae

I Verrucomicrobiaceae

Pas de changement significatif



1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

Métaséquencage ADNr 16S

Niveau genre

Moins de Coprococcus (Firmicutes/Lachnospiraceae) chez les patientes

Phylum Famille Genre Témoins Patientes p

(n=30) (n=25)

Firmicutes Lachnospiraceace Coprococcus 2,843 % 1,360 % 0,03

J Coprococcus: Souris avec taux plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires ™ (Bailey et al., 2011)

Patients avec cancer colorectal (Shen et al., 2010) ou Parkinson (Keshavarzian et al., 2015)



1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

Dénombrement par gPCR

Témoins
(n=29)

10,63 [10,56-10,78]

Patientes
(n=32)

10,52 [10,23-10,71]

I

19,13 [16,27-22,75]

13,90 [7,28-19,25]

0,005

0,13 [0,06-0,29]

* Unité: log,, eq. bact. par gramme de selles fraiches

Médian [25¢ percentile-75¢ percentile]

0,07 [0,02-0,17]

0,06



% de bactéries totales

&

i~
L=
i

=

1. Cancer du sein < dysbiose microbiote ?

[0 Stade clinique 0 et | (n=22) 4 0.05
B Stade clinique Il et 11l (n=9) 3 3 p=%
(1]
* p=0,02 § * p=0,01 S T
l I % - 1 2 2
| ‘- P
= e 1
) 0
i 2
L a % 0
I '\‘3 - Grade | Grade Grade Il
R |
C.leptum F.prausnitzii (n=7) (n=5) (n=19)
* p=0,05 Blautia
m -.i T [ ] ] ]
g I | microbiote patientes
8 # sévérité maladie
(7 -[
2
‘E z C.leptum Groupe bactérien B glucuronidase
(8
5 |
3 0 F.prausnitzii Production de butyrate
X Blautia 19

Blautia  Métabolisme des phytoestrogenes



1. Cancer dusein < dysbiose microbiote?

Vs

=  Richesse, diversité |,
»  Phyllum: " Firmicutes (p=0,03) ., Bacteroidetes (p=0,006)
= Genre: | Coprococcus (Firmicutes/Lachnospiraceae)

J Dénombrement % Bifidobacterium

=  Microbiote # sévérité pathologie

20



2. Métabolites hydrosolubles (eaux fécales)
impactant cancérogénese mammaire ?

Eaux fécales
Témoins vs Patientes

l Apical .

Incubation 24h

Modeéle cellules intestinales Caco-2
cultivées sur filtres (21 jours)

(Pinto et al., 1983)
Basolatéral

Lignée mammaire

0

. . SR
TIAEIEIEE TR EE: Viabilité cellulaire?

RT-PCR (MTT)

21



2. Métabolites hydrosolubles (eaux fécales)
impactant cancérogénese mammaire ?

Chylomicron
vi ~

Eaux fécales @

~

Cellules
Métabolisme lipidique intestinal cancéreuses

mammaires \

Témoins Patientes Odds ratio
(n=29) (n=32) [5éme-g5eme]

Expressmn gene 1,29 [0,97-1,68] 1,07 [0,82-1,42] 0,68 [0,26-1,77]

_m 1,18 [0,85-1,33] 0,94 [0,71-1,27] 0,88 [0,38-2,03] 0,77

Apo A4 3,03 [2,00-3,92] 2,20 [1,67-3,31] 0,63 [0,39-1,01] 0,055

MCEF-7 viabilité a 24h 90,40 [87,31-95,46] 97,54 [87,93-106,99] 1,05 [1,01-1,10] 0,04

median [min-max] 22



2. Métabolites hydrosolubles (eaux fécales)
impactant cancérogénese mammaire ?

Déterminants de la viabilité des MCF-77?

T analyse univariee Analyse multivariée

o prc
0.112£9.117 (p=0.99)
-0.306£0.214 (p=0.16)

% Firmicutes Phyllum 0.154+0.089 (p=0.09)

% Bifidobacterium sp. 21.18+7.66 (p=0.008) 20.57+7.27 (p=0.006)
VARTGU EIEITE  -50.02173.41 (p=0.23)

11.50£30.51 (p=0.71)
0.266+0.148 (p=0.077)
0.075£0.134 (p=0.58)
0.193£0.204 (p=0.35)
0.237+1.194 (p=0.84)
2.124+1.850 (p=0.26)
48.78+45.28 (p=0.29)
2.332.19 (p=0.29)
-255.23+223.39 (p=0.26)
0.092:0.062 (p=0.15)

Propionate 0.295+0.186 (p=0.12)
Butyrate 0.278+0.156 (p=0.08)
VEIEEN  -2.849 +1.048 (p=0.009) -2.765 +0.991 (p=0.007)

-1.831.324 (p=0.17)

-1.084+3.135 (p=0.73)
0.624+2.753 (p=0.82)

23



3. Focus spécifique sur acide lithocholique:

Temps d’incubation:
24h
Cibles moléculaires Lignées mammaires:

e MCF-7
RT-gPCR - MDA-MB-231
* RT-gPCR &
Récepteurs Western Blot:
TGRS5, FXR —H_H_H_ SREBP-1c, FASN,
ACACA
Viabilité

cellulaire? (MTT)




3. Focus spécifique sur acide lithocholique

M MCF-7 | MDA-MB-231

*

7

(O))
|

i LeA

N
|

*

N
|

Expression relative de TGR5

o

*
* *
*
II |
75 100

Controle 50 150 200
Concentration du LCA (uM)

Expression du récepteur membranaire TGR5 M

25



Viabilité cellulaire MCF-7

1
1

(%)

20
00
80
60

20

3. Focus spécifique sur acide lithocholique:

..

Controle 20

Viabilité cellulaire
MDA-MB-231 (%)

Concentration du LCA (|.1M)

120
100
80
60
40
20
0

L11s.

Controle 20 100 150 200

Concentration du LCA (nLM)

Viabilité des cellules cancéreuses mammaires J

BBA - Bioenergetics 1850 (2018) 958974

BBA - Bioenergetics

Contents lists available at ScienceDirect

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbabio

Lithocholic acid, a bacterial metabolite reduces breast cancer cell

proliferation and aggressiveness

*



3.

Focus spécifique sur acide lithocholique

* Lipogeneése des cellules cancéreuses |, {

MCEF-7

Controle 50 75 100 150 200
Concentration du LCA (nLM)

SREBP-1c
ACACA

FASN

B-actin

GAPDH

27



Take home message

Cancer du sein Microbiote intestinal

1. Cancer du sein +* dysbiose microbiote

2. Métabolites hydrosolubles (eaux fécales)
impactant cancérogénese mammaire

3. Focus spécifique sur acide lithocholique

28



=

Microbiote intestinal de patientes
atteintes de cancer du sein

Etudes interventionnelles

Probiotiques: Lactobacillus,
Bifidobacterium,
Saccharomyces...

Eaux fécales contenant des
métabolites d’origine bactérienne

Prébiotiques:?

Acide biliaire secondaire LCA
sur cellules cancéreuses mammaires




Valorisation de ces travaux

Doctorat Université Trang Huyen Luu, juin 2018

Nutrition and Cancer, 2017 Feb-Mar; 69(2) : 267-275 Intestinal Proportion of Blautia sp. is
Associated with Clinical Stage and Histoprognostic Grade in Patients with Early-Stage Breast
Cancer Trang H. Luu, Catherine Michel, Jean-Marie Bard, Francois Dravet, Hassan Nazih &
Christine Bobin-Dubigeon

Cellular Oncology, 2018 Feb;41(1):13-24 Lithocholic bile acid inhibits lipogenesis and induces
apoptosis in breast cancer cells Trang H. Luu, Jean-Marie Bard, Delphine Carbonnelle, Chloé
Chaillou, Jean-Michel Huvelin, Christine Bobin-Dubigeon & Hassan Nazih.



MMS

mer molécules santé
Pr. Jean-Marie Bard

Marie Amiand
Elsa Sache

Pr. Yves-Francois Pouchus
Dr. Hassan Nazih

Dr. Delphine Carbonnelle
Jean-Michel Huvelin
Chloé Chaillou

Chantal Simonato
Alexandra Burghelea

UMR-1280 PhAN

QAMERIEUX N

des

I NutriSciences i
Dr. Francoise Le Vacon Dr. Catherine Michel
Dr. Thomas Carton Agnes David-Sochard

Sébastien Leuillet Anthony Pagniez



