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Introduction

L'analyse de la respiration est un domaine de recherche récent dont les racines remontent a
I'Antiquité. Pendant des siecles, comme ce f(t le cas pour reconnaitre la gangrene gazeuse sur
le champ de bataille de la guerre 14-18 (1), notre sens de l'odorat a été utilisé comme outil de

diagnostic dans la pratique de la médecine.

Antoine Lavoisier, chimiste francais du XVIlle siecle, fut le pionnier dans I’analyse du souffle
et démontra qu'il contenait du dioxyde de carbone (2) (Figure 1). Wilhelm Petters, quant a lui

découvrit I'acétone dans 1’haleine dés 1857 (3).

Figure 1 : Illustration scéne Antoine Lavoisier dans son laboratoire (2)

Les odeurs émanant de la respiration ont ainsi été explorées a la recherche de corrélations entre
maladies et odeurs de fluides biologiques. Classiquement, les explorations d’odeurs portaient
sur celles provenant des urines : par exemple, une odeur douce et fruitée, attribuée aujourd’hui
a I’acétone, était associée a un diabéte sucré (4), ajoutons celles provenant de I’haleine, dont
I’odeur semblable a celle de poisson guidait vers une maladie du foie ou bien une odeur

semblable a une urine, qui orientait vers une maladie rénale (5).

L'ére moderne des tests d'haleine a commencé en 1971, date a laquelle le lauréat du prix Nobel
Linus Pauling a respiré a travers un tube trés froid pour "geler", et donc isoler, les composées
organiques volatils (COV) (1).Par la suite, il a analysé ces composés congelés par
chromatographie en phase gazeuse constatant ainsi que la respiration humaine normale

contenait de nombreux COV différents a de trés faibles concentrations.
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Tout particulierement en oncologie, la détection précoce de pathologie, est un facteur clé pour
accroitre les taux de survie des patients affectes.

Les maladies cancéreuses entrainent chaque année plusieurs millions de déceés dans le
monde. On sait aujourd’hui que plus tét un cancer est dépisté, plus les chances de guérison
augmentent. La chimiothérapie a d’autant plus de chances d’étre efficace si elle est appliquée

précocement.

Aujourd’hui, de nombreuses méthodes différentes sont utilisées pour le diagnostic de
tumeur. Les plus répandues sont : la tomographie par ordinateur (scanner), I’imagerie nucléaire
par résonance magnétique (IRM), la tomographie par émission de positons (PET-Scan), la
mammographie et la tomodensitométrie par émission de photons uniques. Cependant, elles sont

colteuses et ne sont pas sans danger pour les patients (6).

Depuis la fin du XXe siécle, des progres considérables ont été realisés dans le domaine du
traitement médical des cancers. Les années 2000 ont connu le développement d’environ 800
agents anticancéreux (cytotoxiques, inhibiteur de tyrosine kinase, anticorps monoclonaux, etc.),
soit une croissance de 143% en un peu plus de dix ans (7). Cela a été possible grace aux
avancées de la biologie moléculaire et de la génétique qui ont permis I’identification de

nouvelles cibles thérapeutiques.

Pour le diagnostic et la détection précoce du cancer, I'analyse des biomarqueurs émis par le

souffle expiré, est prometteuse en tant qu'outil non invasif.

Ont éte abordées dans plusieurs études, les capacités olfactives des animaux pour le repérage
de maladie humaine via la libération de biomarqueurs volatils particuliers, toutes suggerent une

précision similaire, voire supérieur aux méthodes classiques.

Les empreintes olfactives des différents types de cancer, sont aujourd’hui sur le point d’étre
caractérisées, et pourraient conduire au développement de moyens de dépistage portables,
faciles a utiliser, capables de détecter les cancers des poumons, des seins, colorectaux, de la
prostate, etc., et ce, par un seul test de souffle. Ces méthodes une fois généralisés, et accessibles,

pourraient avoir un impact significatif sur la mortalité par cancer.

Elles pourraient également aider a distinguer le cancer primaire des métastases, controler

rapidement et régulierement la réponse au traitement administré. Ce suivi de routine périodique

23



ouvrirait la porte a la réussite thérapeutique, ainsi qu’a la détection d’une récurrence précoce
(8).

On observe un intérét de plus en plus soutenu pour I’analyse de ce type de biomarqueurs
retrouveés dans la respiration sous forme de composés organiques volatils en raison, notamment,
de la possibilité de prendre des mesures répétées avec peu de désagrément ou d'inconfort pour
la personne dépistée.

L’intérét est également accru pour le diagnostic d’autres pathologies, comme certaines maladies
infectieuses ; en effet, il a été montré que certains micro-organismes généraient de grandes
quantités de composés volatils diversifiés et qu’il est possible de les distinguer par leur
empreinte olfactive. Ces composés organiques volatils microbiens (MCOV) sont issus du

métabolisme propre des micro-organismes.

Le but de cette thése est de mettre en évidence les progrés technologiques dans le domaine de
I'analyse de I'haleine, ainsi que I’implication des capacités olfactives surprenantes des animaux,

dans le dépistage et le diagnostic médical.
Pour ce faire, ce document de synthése va se diviser en trois parties

La premicre partie est consacrée a un rapide tour d’horizon bibliographique sur les différentes
méthodes de depistage et de diagnostics medicaux, utilisés en routine, en mettant I’accent sur
leurs points forts et leurs points faibles. Des pistes vers de nouvelles générations de dépistage

et/ou diagnostic seront présentées.

Dans un deuxiéme temps, nous entrerons au cceur de cette problématique en nous intéressant a

I’haleine, a ces caractéristiques et son exploitation dans le domaine du diagnostic médical.

Ensuite, nous argumenterons autour de différents biomarqueurs candidats pour des cancer a
travers des exemples d’études, ainsi que des mises en application de tests d’haleine approuvés
et de leur potentiel en tant qu’outils de diagnostic au sein de la médecine moderne. Cette
troisiéme partie permettra également de nous projeter dans un futur proche, ou I’haleine pourra

étre exploitée dans le diagnostic médical de routine.

Enfin, au-dela d’une conclusion, nous mettrons en avant les limites auxquelles sont confrontées
larecherche de I'analyse respiratoire, les points d'améliorations a envisager pour une application
en routine médicale. Se méleront a cette réflexion les atouts du pharmacien pour endosser un

réle dans les programmes de dépistage organisés, grace a ces outils révolutionnaires.
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|. DEPISTAGE ET DIAGNOSTIC EN
CANCEROLOGIE: ETAT DES LIEUX ET
RECOMMANDATIONS

D’aprés les derniéeres statistiques de l'organisation mondiale de la santé (OMS) de 2015, le
nombre de décés a la suite de cancers s’¢élevait a 8,8 millions de déces, ce qui en fait I'une des

principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde.

Environ 14 millions de nouveaux cas de cancers dans le monde ont été recensé en 2015, et ce

nombre devrait augmenter de 70% environ au cours des deux prochaines décennies (9).

A 1’échelle mondiale, le cancer du poumon est parmi les plus graves dans le monde, comme en
témoigne son incidence et sa mortalité ; c’est également le cas d'autres cancers, comme celui
de I'estomac, du foie, du cdlon et du cancer du sein, responsables de nombreux déces chaque

année (Tableau 1).

Tableau 1 : Principaux cancers, classés en fonction du nombre de déces dans le monde Source OMS.

Les principaux types de cancer Nombre de déces
CANCER DU POUMON 1690 000
CANCER DU FOIE 788 000
CANCER COLORECTAL 774000
CANCER DE L’ESTOMAC 754 000
CANCER DU SEIN 571000

Environ un tiers des décés par cancer sont dus a 5 principaux facteurs de risque

comportementaux et alimentaires (10) (11) :

- Un indice élevé de masse corporelle

- Une faible consommation de fruits et Iégumes
- Le manque d’exercice physique

- Le tabagisme

- La consommation d’alcool
Dans certains cas, la cause du cancer est héréditaire.
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Les profils d'incidence et de mortalité du cancer different fortement d'un pays a l'autre ; on
observe dans les pays les moins développés plus de 50% de l'incidence du cancer et générant
60% des déces (9).

En France, suivant les données de 2014 de ’'OMS (12), le nombre de décés des suites d’un
cancer a atteint 554 000 personnes. Avec un profil assez distinct entre les deux sexes, comme

le montre la Figure 2, extraite d’un rapport de ’OMS, en 2014.

Femmes

Hommes

Trachée,

e Foie 108%

% 65%

Figure 2 : Répartition selon le sexe de la mortalité par cancer, en France 2014 (OMS)

Dans la pratique clinique, diverses techniques de diagnostic et de stadification sont

traditionnellement utilisées et different selon le type de cancer.
Ces techniques comprennent :

- Des tests sanguins,
- Des outils d’imageric médicales, notamment les techniques de radiographie,
mammographies, tomodensitométriec (TDM), d’imagerie par résonance magnétique

(IRM), échographie, coloscopie, etc.

Il est bien entendu nécessaire de combiner plusieurs de ces techniques pour établir la présence,
I'emplacement et la taille d'une masse anormale, ensuite la détermination finale du cancer est

en régle générale posée apres analyse d’une biopsie prélevée sur le tissu suspecté.
Néanmoins, une biopsie n'est confortable pour le patient ni exempte de complications.

En outre, il est possible de manquer de petites lésions, car les zones malades peuvent étre
parcellaires. Dans certains cas, comme dans les stades inférieurs de l'atrophie de la muqueuse
gastrique (13), il existe de grandes variations inter-observateurs dans I'identification des lésions
pré-malignes. Dans d'autres cas, comme dans la biopsie pulmonaire ou hépatique, il existe un
risque de morbidité et méme de mortalité suite a un processus de biopsie, principalement di a
des saignements (14).
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Actuellement, on estime que 30 a 50% des cancers pourraient étre prévenus. La prévention
comprend la réduction des facteurs de risque et I’application des stratégies préventives

existantes fondées sur des bases factuelles.

On peut aussi réduire I’incidence des cancers par le dépistage précoce et la prise en charge des
patients. En effet, avec une détection précoce et un traitement adéquat, les chances de guérison

sont étendues pour de nombreux cancers.

Le Plan Cancer 2014-2019 encourage un juste équilibre entre ’accessibilité a I’innovation sur

le plan territorial et la sécurité des patients (15).

C’est ainsi que le dépistage vise a repérer les sujets asymptomatiques presentant des anomalies
évocatrices d’un cancer particulier ou d’un stade précancéreux et a les adresser rapidement a
une structure compétente pour un diagnostic de certitude et un traitement

approprié (Tableau 2).

Les outils utilisés pour le dépistage sont parfois différents des examens diagnostiques car ils

doivent pouvoir étre utilisés sans risque sur de larges populations a un co(t unitaire faible.

Tableau 2 : Principales différences entre test de dépistage et test diagnostique. HAS guide du dépistage (16)

Test de dépistage Examen diagnostique
Etape préalable au diagnostic Etape donnant une certitude diagnostique
Appliqué aux sujets asymptomatiques Appliqué aux sujets présentant des troubles spécifiques
Pratiqué sur un groupe d’individus a haut risque Essentiellement individuel

Ne constitue pas une aide a la décision thérapeutique = Débouche sur une décision thérapeutique

Les programmes de dépistage peuvent étre efficaces pour certains types de cancers, en utilisant

et en appliquant correctement des tests appropriés et en assurant la qualité des interventions.

En général, un programme préventif constitue une intervention de santé publique bien plus

complexe qu’un diagnostic précoce (16).
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1.1. METHODES DE DEPISTAGE UTILISEES EN
CANCEROLOGIE

Un programme de dépistage s'adresse par définition a des individus asymptomatiques ou
apparemment en bonne santé. 1l convient donc de toujours veérifier par une évaluation que les

avantages du programme l'emportent sur les inconvénients.

Les termes attribués a ses modalités n’ont pas toujours eu la méme signification dans la

littérature. La source officielle la plus récente retrouvée est celle de I’OMS publiée en 1970.

Selon ’OMS, le dépistage consiste a « identifier de maniére présomptive, a 1’aide de tests
appliqués de fagon systématique et standardis€e, les sujets atteints d’une maladie ou d’une

anomalie passée jusque-la inapergue ».

Les tests adaptés doivent permettre de faire le partage entre les personnes apparemment en
bonne santé mais qui sont probablement atteintes d’une maladie ou d’une anomalie donnée et

celles qui en sont probablement exemptes.

La sous-population avec une probabilité plus ¢levée d’étre atteinte, une fois identifiée, fera

I’objet d’investigations a visée diagnostique, puis d’une intervention.

On entend par le mot « intervention » un traitement, une mesure préventive, ou une information

jugée importante pour la personne malade.

1.1.1 Types de dépistage

Il existe différents types de dépistage (16) :

1.1.1.1. Dépistage systématique dit « de masse »

La population recrutée est non sélectionnée. Dans le cas particulier du critére d’age, le dépistage

est considéré comme géneralisé a I’ensemble de la tranche d’age considérée.
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1.1.1.2. Dépistage sélectif ou ciblé

La population recrutée est sélectionnée sur des criteres préalablement définis (facteurs de risque

mis en évidence par des études contrblées).

1.1.1.3. Dépistage organisé ou communautaire

Le controle est proposé dans le cadre de campagnes de dépistage et il s’appuie sur la

participation volontaire des sujets.

1.1.1.4. Dépistage opportuniste

La population est recrutée pour le dépistage lors d’un recours aux soins : hospitalisation, visite

médicale, centre de santé ou de dépistage, médecine du travail.

1.1.1.5. Dépistage multiple

Il consiste en la recherche simultanée de plusieurs affections par I'utilisation simultanée de

plusieurs tests de dépistage.

1.1.2.Evaluation d’un programme de dépistage

1.1.2.1. Les indicateurs de performance

Des indicateurs précoces permettent d’évaluer le programme de dépistage en termes d’impact,

de qualité et d’efficacité (16).

a) Indicateurs d’impact

Ils correspondent au taux de participation au programme de dépistage et au taux de fidélisation.
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b) Indicateurs de gualité

Ils correspondent au taux de rappel, au taux de biopsies, a la valeur prédictive positive de

I’indication de biopsie.

Ils permettent d’analyser les pratiques et de vérifier que les examens complémentaires sont
effectués a bon escient, tout en évitant autant que possible d’effectuer des examens inutiles et

angoissants pour les patients.

c) Indicateurs précoces d’efficacité

Ils correspondent au taux de cancers, au pourcentage de cancers in situ parmi les cancers

identifiés, au pourcentage de cancers de bon pronostic parmi les cancers invasifs reconnus.

Ils ont pour objectifs de s’assurer que le diagnostic des cancers dépistés est suffisamment

précoce pour esperer une réduction de la mortalité associée a ce cancer.

1.1.2.2. Impact du résultat d’un test de dépistage

Le dépistage d’une maladie a des retombées favorables chez les sujets correctement identifiés

comme positifs ou négatifs.

Pour les vrais positifs, les avantages peuvent étre une meilleure efficacité de I’intervention
(traitement ou mesure préventive) instaurée plus précocement, de meilleures chances de survie
des patients, ou une amélioration de la qualité de vie des patients par réduction des traitements,
et une économie de ressources générée par une réduction du co(t total de la prise en charge de

la maladie (traitements initiaux moins radicaux et diminution de la morbi-mortalité).

Pour les vrais négatifs, les avantages peuvent étre un sentiment de tranquillité éprouveé par les

patients et un éventuel allegement des mesures de surveillance.
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1.1.3.Les programmes de dépistage organisés

disponibles en France

Le diagnostic précoce des cancers permet d’optimiser la prise en charge.

Trois programmes officiels de dépistage organisé existent en France : celui du cancer du sein,

du cancer colorectal et du col de l'utérus.

Pour d’autres cancers, des outils de dépistage ont été¢ développés mais ne permettent pas la mise
en place de programmes de dépistage de masse en raison de leurs rapport bénéfices/risques ou

gain/cott sur le plan de la santé publique. C’est par exemple le cas du cancer de la prostate.

1.1.3.1. Dépistage du cancer du sein

a) Population cible

Dans le cadre du programme de dépistage organisé du cancer du sein, une mammographie de

dépistage est proposee aux :

- Femmes de 50 a 69 ans,

- Sans symptome apparent, ni anomalie au niveau des seins,
- Ni facteur de risque de cancer du sein,

- Femmes ayant une hyperdensité mammaire

- Femmes sous traitement hormonal substitutif

Le dépistage systématique est limité a cette classe d'age, car il a montré son efficacité en termes

d’augmentation des chances de guérison grace a un traitement plus précoce.

Néanmoins, avant 50 ans et aprés 69 ans, il est conseillé aux femmes de discuter avec leur
médecin des avantages et inconvénients d'un dépistage, en tenant compte de leurs risques

individuels.

Les femmes a risque élevé, a cause de leurs antécédents personnel ou familiaux, ou tres éleve,
dues a des prédispositions génétiques, doivent bénéficier d’un suivi personnalisé et ne sont pas
éligibles a ce type de programme organisé.
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b) Déroulement de I’examen

La mammographie : il s’agit d’une radiographie des seins réalisée a l'aide d'un appareil

radiologique a rayons X, spécialement développé a cet effet.

Lors de cet examen, la patiente, torse nu, est debout face a I'appareil a rayons X. Chaque sein
est successivement comprimé entre deux plagues pour bien étaler le sein. La sensation de
compression du sein peut étre désagréable, voire méme parfois douloureuse, mais cette
compression est nécessaire pour obtenir une qualité d'image optimale. Un ou plusieurs clichés

de chaque sein sont réalisés.

c) Efficacité du dépistage du cancer du sein

Le test présente une sensibilité et une spécificité élevée.

Selon I’enquéte EDIFICE, la fidélisation au programme de dépistage du cancer du sein (c'est-
a-dire au moins une participation par femme éligible) est élevee. Seules les femmes agees de

65 a 74 ans sont moins nombreuses a suivre ces recommandations (17).

Cependant, malgré sa gratuité, le taux de participation en France reste moyen, avec 53,2% des
femmes de la population cible (18) (2,5 millions) ayant participé au dépistage organiseé en 2012

ce taux reste en deca des recommandations fixées a 70 %..

Les cancers identifiés sont majoritairement de petite taille (53 %) ou des carcinomes
in situ (17 %).

Les études ayant évalué I'impact des programmes de dépistage organisé contre le cancer du sein
rapportent un pourcentage de réduction de la mortalité liée au cancer du sein variant entre 3 %
et 35 % selon les pays (19). Le surdiagnostic (Iésion identifiée mais qui a un potentiel évolutif

faible comme les cancers in situ) est estimé a 6,5% du total des cancers diagnostiqués.

Les cancers manqueés (faux négatifs) dont le taux est réduit grace a la procédure de seconde
lecture des clichés mammographiques est estimés a 1,5%o. Les cancers radio-induits seraient
responsables de 1 a 5 déces pour 100 000 femmes ayant une mammographie tous les deux ans

a partir de 50 ans avec une irradiation standard [2 a 5 mGy] (20).

En cas d'anomalies dans le sein, des examens complémentaires seront réalisés : cliché d'un

détail ou agrandissement, échographie, IRM, scanner, ponction, biopsie ...
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d) Modalité de réalisation

Cet examen gratuit est proposé tous les deux ans.

La mammographie de dépistage permet une détection précoce des cancers du sein, avant
I'apparition des premiers symptdmes. La mammographie de dépistage est prise en charge a 100
% par I'Assurance maladie, sans avance de frais, mais il existe un reste a charge, financé par les
organismes complémentaires ou la patiente, pour les actes complémentaires éventuels

(échographie, ponction, biopsie).

Apres examen virtuel et palpation, le médecin pourra diagnostiquer une anomalie. Dans ce cas,
une mammographie s’avérera nécessaire. Ainsi, la nature de I’anomalie sera précisée : tumeurs

(bénignes ou malignes), kystes ou autres anomalies de la glande mammaire.

1.1.3.2. Dépistage du cancer colorectal

Le dépistage du cancer colorectal (CCR) est souhaitable en raison de son bon pronostic lorsqu'il
est détecté tot et ses chances de guérison dans 9 cas sur 10. Le programme national
de dépistage organisé du cancer colorectal a longtemps reposé sur un test de recherche de sang

dans les selles, le dispositif Hemoccult®.

Depuis 2015, un nouveau test immunologique, plus simple et encore plus performant que le
précédent est disponible (Tableau 3). Il est aujourd’hui recommandé pour le dépistage organisé

du cancer colorectal.

Tableau 3 : Comparaison des deux types de tests de dépistage du cancer colorectal (21).

Point de comparaison  Test au Guaiac Hemoccult® Test immunologique

Prélevement 6 préléevement de selles 1 seul prélevement

Simplicité Plus de manipulations de selles  Technique de prélevement plus simple et ergonomique
Performances Faible sensibilité Bonne sensibilité, détection des cancers et des lésions

précancéreuses (polypes, adénomes)

Fiabilité Faible fiabilité La lecture automatisée garantit une meilleure fiabilité

Colt / Rentabilité Faible rentabilité Bonne rentabilité
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Ces résultats expliquent la substitution du test au Guaiac (Hémoccult®) en faveur du test

immunologique dans l'organisation du dépistage du cancer colorectal.

L'utilisation d'un test immunologique a lecture automatisée a permis de donner un nouvel essor

a la généralisation du dépistage du cancer colorectal en France (22).

a) Population cible

Le dépistage organisé du cancer colorectal propose aux hommes et aux femmes de 50 a 74 ans,
a risque moyen, de réaliser tous les deux ans un test de recherche de sang dans les selles.

b) Déroulement de I’examen

Le test immunologique peut se faire au domicile du sujet, sa réalisation est rapide et indolore.
Ce test vise a deceler la présence de sang humain dans les selles, due a d’infimes saignements

provoqués par certains polypes ou cancers, difficiles voire impossibles a détecter a I'ceil nu.

Ce test consiste a prélever un échantillon de selles et a I'envoyer au laboratoire de biologie

médicale dont I'adresse est indiquée sur I'enveloppe T fournie avec le kit de test (Photo 1) (23).

Un mode d’emploi détaillé et illustré sont remis avec le test, ainsi qu’une vidéo explicative.

En fonction du résultat le test sera suivi ou non d’une coloscopie.

Photo 1 : Kit de dépistage immunologique du CCR (22)

c) Efficacité du dépistage

Il a été démontré qu’un dépistage régulier permettait de réduire de 15 % la mortalité

par cancer colorectal (5).

La simplicité d'utilisation devrait permettre d'augmenter la participation de la population-cible

au dépistage organise du cancer colorectal en France de 10 a 15 points.

Le taux de participation est de 33,5 % sur la période 2016/2017 (24). Cette participation reste
en deca des recommandations européennes (45 %) et des objectifs du Plan Cancer
2009-2013 (60 %).
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Apres la mise en place en 2015, du nouveau test immunologique de recherche de sang dans les
selles, de nouvelles données ont été recucillies par I’enquéte EDIFICE.
Le suivi des recommandations montre une hausse significative du taux de participation (64%),

avec une tendance identique chez les femmes et les hommes (17).

Une évaluation épidémiologique réalisée du 14 avril au 31 décembre 2015, montre que le
programme a permis de détecter prés de 4 300 cancers et 17 000 adénomes avances (lésions

précancéreuses).

Ainsi les cancers sont également dépistés plus précocement. Parmi les cancers invasifs, 46,5 %
ont été dépistés a un stade 1 par le nouveau test vs 38 % avec le test au Gaiac (24) .

Si le résultat de ce test est positif (4,5 % des cas), une prescription de coloscopie sera ordonnee,
bien que celle-ci ne révélera pas de lésion cancéreuse dans plus de 90 % des cas. On estime que
le test immunologique générera un nombre de coloscopies environ deux fois plus important que

I'ancien test.

d) Modalité de réalisation

A chaque campagne, 4 courriers successifs sont envoyés : les 2 premiers invitent les personnes
a se rendre chez leur médecin généraliste pour un dépistage du cancer colorectal. Ils sont suivis

d’un test a domicile. Le dernier envoi fait 1’objet d’une simple relance.

Le kit est remis gratuitement par le médecin traitant a son patient et I'analyse du test est

automatiquement prise en charge a 100 % par I'Assurance Maladie (25).

1.1.3.3. Dépistage du cancer du col de l'utérus

Le frottis de dépistage, encore appelé frottis Cervico-Utérin (FCU) ou Frottis Cervico-Vaginal
(FCV) est, avec la vaccination contre le papillomavirus, le meilleur moyen de lutter contre le

cancer du col de I'utérus (26).

Il permet de mettre en évidence d'éventuelles Iésions pré-cancéreuses et de les traiter avant

gu'elles ne se transforment en cancer.

36



Le Plan cancer 2014- 2019, prévoit de déployer un dispositif national de dépistage avec pour
objectif de réduire 1’incidence et le nombre de déces par cancer du col de 1’utérus de 30 % sur

10 ans (15).

a) Population cible

Pour toutes les femmes agées de 25 a 65 ans (ou de 20 a 65 ans dans les départements d’outre-

mer), sauf indication contraire du médecin.

b) Déroulement de I’examen

Examen cytologique généralement pratique par un gynécologue ou sage-femme le plus souvent,

mais aussi parfois un medecin geneéraliste.

Le frottis consiste pour le médecin a prélever des cellules au niveau de l'orifice du col de ’utérus
a ’aide d’une petite brosse douce, puis a deposer ces cellules dans un milieu de transport afin

de les confier au laboratoire d’analyse.

c) Efficacité du dépistage

Le but du frottis est de repérer d'éventuelles cellules anormales au niveau du col de 1’utérus,
souvent avant méme qu’elles ne deviennent cancéreuses. Plus une anomalie est détectee tot,

mieux elle se soigne.

Sa sensibilité n’est pas parfaite. En effet, il est possible d’avoir des anomalies présentes sur le
col qui ne soient pas détectées par le frottis (faux négatifs), ¢’est pourquoi il est important de le

répéter régulierement.

En France, les bénéfices du dépistage ont éte significatifs ces derniéres années. En 30 ans, nous
sommes passés de 7 000 a 3 000 cas annuels, ramenant I'incidence de 18 pour 100 000 a moins

de 10 pour 100 000, avec une diminution réguliére des cas par an (26).

Les programmes de dépistage du cancer du col de l'utérusont réduit I’incidence et la

mortalité du cancer du col de l'utérus.
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En 2014, la quasi-totalité des femmes interrogées (99%) dans I’enquéte EDIFICE, agées de 40
a 74 ans, ont déja réalisé dans leur vie un frottis vaginal pour le dépistage du cancer du col de

l'utérus et 81% d’entre elles déclarent suivre massivement les recommandations (un frottis tous

les trois ans) (17).

d) Modalité de réalisation

Recommandation : un premier frottis a 1’age de 25 ans, puis deux frottis a un an d’intervalle. Si

les résultats sont normaux, un frottis tous les trois ans suffit.

Prises en charge dans les conditions habituelles de remboursement : I’analyse du frottis de
dépistage du cancer du col de I'utérus et les consultations chez votre médecin ou votre sage-

femme.

1.1.3.4. Dépistage du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez les hommes.
Il se déclare en générale entre 50 et 70 ans.

En France, il n’y a pas de programme de dépistage systématique du cancer de la prostate,

recommandé officiellement par les autorités de santé chez les hommes sans symptdme.

a) Population cible

La maladie ne donnant pas de symptomes au début, il est recommandé de se faire dépister
régulierement & partir de 50 ans (27). Toutefois, s’ils le souhaitent, certains peuvent demander
a bénéficier d’un dépistage du cancer de la prostate. Le médecin généraliste est egalement

habilité & prescrire cet examen s’il le juge nécessaire.
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b) Déroulement de I’examen

Deux examens de dépistage sont possibles :

- Letoucher rectal : il permet au médecin de vérifier le volume, la consistance et la texture
de la surface de la prostate. Auscultation inconfortable mais indolore.

- Le dosage du PSA (antigene prostatique spécifique) par prise de sang : il permet de
mesurer le taux de PSA dans le sang. Il s’agit d’une protéine produite par la prostate,
habituellement présente en faible quantité dans le sang.

c) Efficacité du dépistage

Le bénéfice du dépistage du cancer de la prostate par dosage du PSA n’est pas clairement
démontré. En effet, les deux tests de depistage disponibles (dosage du PSA et toucher rectal)
manquent de fiabilité : 1), un toucher rectal normal n’exclut pas un cancer car cet examen ne
permet de détecter que des tumeurs palpables ; 2), un taux de PSA éleve ne signifie pas toujours
qu'il y a un cancer, car d’autres maladies (hypertrophie bénigne de la prostate ou adenome de
la prostate, prostatite, infection urinaire ou cystite aigu€) peuvent aussi étre a 1’origine d’une
augmentation du taux de PSA dans le sang. En présence d’un taux de PSA augmenté, une
biopsie complémentaire est généralement prescrite pour verifier la présence d’un cancer,
néanmoins absent dans 70 % des cas d’augmentation de PSA. En présence d’un taux de PSA
diminué, une absence de cancer est constatée dans 90% des cas, toutefois, dans les 10% des cas

restant, un cancer est bien présent malgré un faible taux de PSA.

De surcroit, il existe un réel probleme de surdiagnostic et de surtraitement, face a un cancer
détecté mais dont I’agressivité ne peut étre déterminée ; en effet, prés de la moitié des cancers
de la prostate dépistés vont rester « latents », c'est-a-dire ne se révéleront pas ou évolueront trés
lentement (souvent sur plus de 15 ans), ces derniers ne nécessitent pas de traitement, ni

d’opération.

d) Modalité de réalisation

Pour éviter de provoquer une augmentation du taux de PSA, le dosage de PSA doit étre réaliser

a distance d’un rapport sexuel, d’un toucher rectal, ou d’une activité physique.
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1.1.4. Avantages et inconvénients des tests de dépistage

en vigueur en France

Tableau 4 : Avantages et inconvénients des tests de dépistages organisés

Programme de dépistage Avantages

Outils de dépistage

Dépistage cancer du sein Sensibilité / spécificité

Mammographie Gratuit

Depistage cancer colorectal = Eaeiolle[-Musle(o] (o] (-BEY13(o] [

Test immunologique Bonne sensibilité,
spécificité Simple, se fait au
domicile

Dépistage cancer col de Détection de  cellules
Putérus anormales  avant  pré-

Frottis cervico utérin cancerisation

Bénéfices en santé publique

depuis 30 ans

Dépistage du cancer de la
prostate

Dosage PSA Résultats rapides

Fiabilité de 90% si taux
faible

Inconvénients

Risque de cancer radio-induit par
les mammaographies a répétition

Inconfort / douleur

Temps d’attente résultats

laboratoire

Coloscopie de confirmation

Inconfort
Consultation nécessaire

Temps d’analyse cytologique
laboratoire

Technicité  nécessitant  bonne

formation du praticien
Prise de sang

Seuil valeur anormal incertain (pas

de consensus)

Risque de  Surdiagnostic /
Surtraitement

Taux en hausse a cause d’autres

facteurs (pathologie, activités, ...)
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1.2. METHODES DE DIAGNOSTIC UTILISEES EN
CANCEROLOGIE

Selon le type de cancer, diverses techniques de diagnostic et de stadification sont appliquées en

medecine clinique.

Tout diagnostic de cancer commence par un examen clinique attentif, le plus souvent suivi d’un

bilan sanguin et d’un ou plusieurs examens par imagerie médicale.

Un seul ou plusieurs symptomes ne permettent jamais de conclure avec certitude a la présence

ou non d'un cancer.

Aussi, des examens meédicaux sont indispensables pour déterminer avec précision la nature,

I'étendue et la gravité du probléme.

Afin de pouvoir initier un traitement du cancer individuel, un diagnostic extrémement précis de

la tumeur cancéreuse est une condition essentielle.

1.2.1.L’analyse de sang

La prise de sang fournit des informations générales sur I'état de santé mais donne peu

d'indications sur la nature et le degré d'évolution d'un cancer.
Néanmoins, en oncologie, I’analyse du sang peut avoir des utilités en termes de :

- Orientation au diagnostic de certains cancers : la présence de certains cancers peut étre
révélée par la libération dans le sang de marqueurs tumoraux spécifiques.
D’autre part, la prise de sang est sans conteste indispensable dans les cancers sanguins
(leucémies et lymphomes), dans lesquels I’analyse du sang révelera la présence d'un
nombre anormalement éleve de globules blancs, mais également une baisse des globules
rouges et des plaguettes, en cas de leucémie.

- Suivi de la progression d’un cancer déeclaré, notamment en évaluant la réponse de
I’organisme aux traitements par une baisse des marqueurs tumoraux.

- Surveillance des effets secondaires des traitements : anémie, carences, infections,
saignements, etc.
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Des recherches sont en cours pour faire d’une simple prise de sang un outil permettant de
dépister des cancers de l'ovaire, du foie, de l'estomac, du pancréas, de I'eesophage, du colon et

du rectum, du poumon ou du sein, qui sont les plus fréquents (test CancerSEEK)(28).

De ces études est né le concept de « biopsie liquide », que nous verrons plus en détail en fin de
chapitre.

1.2.2.Imagerie médicale

L’imagerie médicale est aujourd’hui un des principaux outils de diagnostic des cancers.

Elle permet d’obtenir des images des organes internes, plus ou moins précises selon la technique

employée, et de visualiser ainsi les éventuelles tumeurs présentes.

Ces images apportent des informations sur la localisation, la taille et le stade évolutif des lésions
tumorales. Au-dela de leur valeur diagnostique, elles sont trés utiles dans la mise en place d’une

stratégie thérapeutique.

1.2.2.1. L’échographie

Cet examen repose sur ’utilisation d’ultrasons (ondes sonores a haute fréquence). Elle permet
d’examiner la  plupart des organes de I’abdomen (foie, pancréas, vésicule
biliaire, reins, ovaires, utérus...). Pour obtenir de meilleures images, il est parfois nécessaire
d’introduire  la  sonde  d’échographie  dans une cavit¢ de  I’organisme

(vagin, rectum ou cesophage) afin de la rapprocher de ’organe a étudier.

Dans le cadre du diagnostic des cancers, cet examen permet :

- Différencier un kyste rempli de liquide d’une tumeur solide
- Rechercher des anomalies dans les os ou les poumons

- Guider une ponction a I’aiguille ou une biopsie

- Déterminer le stade de la tumeur

- Evaluation de la propagation d’un cancer (métastases)
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- Localiser une tumeur en observant la circulation du sang dans les vaisseaux
(échographie Doppler), car la circulation sanguine n’est pas la méme dans une tumeur

que dans du tissu normal.

Cependant, I’échographie ne permet pas toujours de faire la différence entre une tumeur

cancéreuse (maligne) et une tumeur non cancéreuse (bénigne) (29).

1.2.2.2. Laradiographie

La radiographie est une technique classique d'imagerie médicale qui utilise des rayons
X découverts a la fin du XIXéme siecle par le physicien allemand Wilhelm Conrad Rontgen. Il
est possible de radiographier toutes les parties du corps. Pour obtenir des images plus détaillées,
un CT-scan (cf. chap. ) ou une IRM peuvent étre nécessaires.

Cet examen sert principalement a examiner le thorax, ’abdomen et les seins (mammographie).
Cette méthode d’imagerie se fonde sur I'utilisation de rayons X. Dans certains cas, I’examen
est réalisé apres une injection de produits dits « de contraste », afin d’obtenir des images

précises de ’organe a étudier. Il existe plusieurs types de radiographies (Tableau 5).
La radiographie peut aider les médecins a :

- Evaluer la taille d’une tumeur
- Etablir la propagation de la tumeur
- Comparer la tumeur avant, pendant et apres le traitement

- Dépister un cancer

Néanmoins, une radiographie ne permet pas de faire la différence entre une tumeur cancéreuse

(maligne) et une tumeur non cancéreuse (bénigne).

Tableau 5 : Exemples de radiographies selon les zones investiguées

TYPE DE RADIOGRAPHIE REGIONS INVESTIGUEES
MAMMOGRAPHIE Seins

RADIOGRAPHIE OSSEUSE ‘ Os

RADIOGRAPHIE PULMONAIRE Thorax, poumons, coeur et os adjacents a la zone
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1.2.2.3. L’IRM

L’imagerie par Résonance Magnétique est une technique encore plus sophistiquée, tres utile a
I’examen des organes mous et riches en eau comme le cerveau. Elle se base sur I'utilisation de
champs magnétiques qui vont agir sur les molécules d’hydrogene présentes dans les tissus. Elle

conduit & I’obtention d’images tridimensionnelles trés précises des organes étudiés (30).

L'IRM permet de caractériser la tumeur detectée et de contrdler l'efficacité de certains

traitements.

I donne également une visibilité de la circulation des vaisseaux sanguin grice a la I’injection

d'un produit de contraste.

Cet examen est le plus adapté pour détecter les tumeurs, une infection ou une hemorragie(31).

1.2.2.4. Le scanner

Egalement appelé TDM pour tomodensitométrie, il s’agit d’un appareil qui utilise aussi des

rayons X. Il permet toutefois 1’obtention d’images beaucoup plus fines que la radiographie.

Par ailleurs, la méthode conduit non pas a I’obtention d’une seule image plane mais a celle
d’une séric de clichés correspondant a autant de coupes de l’organe étudié (tranches

horizontales de 1 a 6 millimetres d’épaisseur).

Le scanner permet ainsi de reconstituer une image en trois dimensions relativement précises de

I’organe et des anomalies qu’il comporte.

La encore, I’injection de produit de contraste peut précéder I’examen.

Dans le cadre diagnostic des cancers, un scanner permet :

- Lalocalisation d’une tumeur dans un organe, et si présence, aide a mieux la caractériser.
- Le contrble de l'efficacité de certains traitements
- Lasurveillance de I'évolution d'une anomalie

- Le guidage des prélevements percutanés (biopsies, ponctions)

Un scanner vient souvent en complément d'autres examens radiologiques, lorsque dans certains
cas la rechercher d’anomalies est moins bien repérable avec d'autres techniques d'imagerie

médicale.
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1.2.2.5. CT-scan

Un CT-scanner (CT pour Computer Tomography, tomodensitométrie) fournit des images trés

détaillées des organes, avec une précision de l'ordre du millimeétre.

L'appareil se présente comme un énorme anneau, dans l'ouverture duquel glisse le patient,

allongé sur une table mobile.

A chaque déplacement de la table vers l'intérieur de I'appareil, ce dernier prend une série de

clichés.
Un CT-scan peut étre réalisé avec ou sans produit de contraste.

Dans le premier cas, le produit de contraste doit étre administré avant et / ou pendant I'examen,

le plus souvent via perfusion.

1.2.2.6. Le PET-scan

Egalement appelé tomographie d’émission par positons, il s’agit d’une technique d’imagerie
dynamique qui permet de visualiser le fonctionnement des organes. Son principe associe
I’injection d’une molécule radioactive qui va « marquer » les cellules actives de 1’organisme,

notamment les cellules cancéreuses, et 1’utilisation d’un scanner.

1.2.2.7. La scintigraphie

La scintigraphie est une autre méthode qui permet de visualiser I’activité des cellules de certains
organes ou un tissu (ceeur, thyroide, poumons, 0s), a l'aide d'un produit faiblement radioactif.
Le produit est injecté dans l'organisme via une veine et va se fixer dans l'organe ou le tissu a

examiner. Le type de produit differe en fonction de I'organe.

Ce traceur est ensuite détecté a ’aide d’une caméra spéciale (gamma-caméra) qui permet de
reconstituer une image dynamique de ’organe et d’étre ensuite examiner, en général apres

quelgues heures, une fois la répartition de ce produit effectue.
Exemples pratiques :

- La scintigraphie de la glande thyroide utilise de I'iode radioactif car cette glande a la
particularité de capter activement l'iode. Cet examen fournit des informations sur
I'activité fonctionnelle, I'étendue et le nombre des éventuelles anomalies.
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- La scintigraphie du squelette utilise du calcium radioactif. Ce dernier se fixe sur les 0s

et permet par exemple de mettre en évidence les éventuelles métastases osseuses.

1.2.2.8. L’endoscopie

Cette autre technique d’imagerie médicale permet la visualisation de I’intérieur des conduits ou

des cavités de I’organisme.

Elle est fondée sur I'utilisation d’un tube optique muni d’un systéme d’éclairage, couplé a une
caméra miniaturisée et le plus souvent, a des pinces qui permettent de réaliser des prélevements
en vue d’analyse (biopsie). Ce systéme, nommée endoscope peut étre introduit dans 1’organisme

par les voies naturelles ou par une petite incision pratiquée en regard de I’organe a examiner.

L’endoscopie est nhommeée différemment selon 1’organe étudié : pour le cblon on parle de
coloscopie, pour celle de la vessie on parle de cystoscopie, dans le cas de I’exploration des voies

digestives supérieures on parle de fibroscopie, etc. ...

a) Lacoloscopie

Elle est effectuee par un gastroentérologue assisté d'un médecin anesthésiste, constitue I'examen
de reference pour visualiser l'intérieur de l'intestin. Il permet aussi de déceler et retirer

d'éventuels polypes avant qu'ils n'évoluent en cancer.

Le risque de complications liées a la coloscopie existe mais il est rare. Outres les risques liés a
toute anesthésie, celui de complications est de l'ordre de 1 a 4,5 pour 1 000 coloscopies
réalisées, avec un risque plus important a partir de 70 ans. Le risque de déces est estime entre 1

pour 18 000 coloscopies et 1 pour 10 000 coloscopies. Il est accru apres 75 ans.

b) Laparoscopie

Il s’agit d’un examen au cours duquel le meédecin examine l'intérieur de la cavité abdominale a

I'aide d'un laparoscope, un tube long et fin équipé d'une caméra a son extrémité.

La laparoscopie permet de dépister les causes de différents symptémes au niveau de la cavité
abdominale (laparoscopie exploratoire ou diagnostique) et, si possible, d'intervenir
immédiatement (laparoscopie thérapeutique ou opératoire), ou encore de décider de la nécessité

de procéder ultérieurement a une autre intervention.
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1.2.3.La biopsie

Bien qu'une seule ou une combinaison des techniques présentées ci-dessus puissent montrer,
dans une mesure limitée, la présence, lI'emplacement et la taille d'une masse anormale, la

détermination finale du cancer est faite par une biopsie prélevée sur le tissu spécifique.

Une biopsie n'est néanmoins ni pratique pour le patient ni exempte de complications.

Ce type d'analyse microscopique requiert le préléevement d’un fragment de tissu suspect. Ce

prélevement peut s'effectuer de diverses maniéres :

= Par frottis (col de l'utérus par exemple)

= Lorsd'une endoscopie (systeme digestif, bronches ou vessie) : prélevements recueillis a
I'aide de forceps placés en bout de I’endoscope.

= Par ponction (sein ou prostate)

= Par prélevement chirurgical sous anesthésie locale ou générale (biopsie)

Les cellules isolées obtenues par ponction ou par frottis ne constituent généralement pas une

base suffisante pour un diagnostic precis.
Une biopsie est donc également nécessaire, afin de prélever un fragment de tissu suspect.

Cet examen est presque toujours incontournable pour poser avec certitude un diagnostic de
cancer : c’est le seul moyen de savoir si une anomalie, observée lors de I'examen clinique ou
des examens complémentaire d'imagerie médicale, est bénigne ou maligne et le cas échéant, de

connaitre le type de cancer auquel on est confronté.

Dans cette approche, le pathologiste examine le tissu prélevé au microscope afin de déterminer
la forme et/ou la concentration des cellules qui, a leur tour, pourraient donner des indications

sur la ou les sous-type(s) et/ou des mutations génétiques de la maladie.
Ces informations sont essentielles au choix de la stratégie thérapeutique a mettre en place.

Malgré son grand intérét diagnostic c’est un examen invasif qui n'est pas sans risque.
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a) Contres indications de la biopsie

Facteurs de risques infectieux
Facteurs de risques hémorragiques : troubles de la coagulation sanguine ou

malformation vasculaires

b) Complications de la biopsie

Risque de dégénérescence maligne : transformation d’une lésion bénigne chronique
en cancer.

Risque de compromettre la continuité de la tumeur : modifications de forme ou de
volume

Risque d'aggravation d'un processus malin évolutif.

Risque de dissémination des cellules cancéreuses,

Risque hémorragique grave a la suite de I’effraction vasculaire
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1.2.4. Avantages / Inconvénients des différentes techniques diagnostic

Dans le cadre d’un diagnostic oncologique, il n’y a pas de technique idéale, mais le choix d’un

examen par rapport a un autre dépend surtout de ce que recherche le médecin.

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des techniques de diagnostic en cancérologie

METHODES INVASIF COUTEUX CONTRAINTE DELAIS DES
RESULTATS
ANALYSE DE SANG Oui En  fonction des Prise de sang +/- long
constantes recherchées  Inconfort
TOMODENSITOMETRIE | Non Colteuse Radiation Immédiat
(SCANNER X OU CT) 100 a 200 fois plus de
rayons X que la
radiographie
IRM Non Tres colteuse Immédiat
ECHOGRAPHIE Non Oui Inconfort possible Immeédiat
RADIOGRAPHIE Non Elevé Risque de cancers si Immédiat
accumulation de rayon
X(32)
BIOPSIE Oui Oui Risques liés a I’acte +/-long
chirurgical.

Tableau 7 : Dose de rayons X regue par type d'examen (32)

IRM* cou Echographie*

= 0 cliché pulmonaire = 0 jour de rayonnement naturel

A Radiographie d®um r

.

= 0.2 cliché pulmonaire = 1,5 jour de rayonnement naturel

E. Panoramigue dentaire

= 0,5 cliché pulmonaire = 4 jours de rayonnement natunel

C. Radiographi

P =
= 1 cliché pulmonaire = 7 jours de rayonnement naturel

D. Mammographie

= 3 cliches pulmonaires = 20 jours de rayonnement naturel

E. Scanner du crane

F. Radiographie de IFabdomen

= 40 clichés pulmonaires = 300 jours de rayonnement naturel

. Un an de rayonnement naturel
= 50 dichés pulmonaires = 365 jours de rayonnement naturel

H. Scanner du thorax

¥

= 120 clichés pulmonaires = 900 jours de rayonmnement naturel

I. Scanner abdominopelvien

= 200 clicheés pulmonaires = 1300 jours de rayonnement naturel

* L'IAM (imagerie par resonance magnetigue) et Vechographie n'whilisemt pas

les rayons X
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1.3. METHODES NON CONVENTIONNELLES : INNOVATIONS
DANS LE DEPISTAGE ET LE DIAGNOSTIC EN
CANCEROLOGIE

A T’heure actuelle, toute recherche de mutation somatique nécessite au préalable la réalisation

d’une biopsie.

Sa réalisation comporte de multiples inconvénients, exposés dans le chapitre précedent, a
savoir : les contraintes liées a ’invasivité et a la douleur que peut provoquer ce geste médical,
et surtout les risques de complications. D’ou I’intérét de développer des techniques de plus en
plus innovantes, pouvant apporter les mémes informations que les pratiques conventionnelles,

tout en étant moins invasives, moins douloureuses et moins contraignantes pour le patient.

En matiére d’innovation, une attention toute particuliére est portée sur la recherche et la
validation de biomarqueurs accessibles directement a partir d’un prélévement sanguin,

caractérisant le concept de « biopsie liquide ».

L’aboutissement de ce concept permettrait la mise en place d’analyses réalisables dans les
délais reduits et pouvant étre réitérées au cours du suivi des patients. Dans tous les cas, les
biomarqueurs identifiés devront étre validés et atteindre un niveau de preuve avant d’étre

proposes en application diagnostique.

1.3.1.Exploration génomique

En présence d’une tumeur, on distingue deux types de génome :

- Le génome de I’hote (génome constitutionnel)

- Le génome de la tumeur

Ces deux entités représentent une source d’information capitale, aussi bien pour le diagnostic,

que le pronostic, mais aussi pour la mise en place d’une stratégie thérapeutique.
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Le profil d'expression génique des cellules cancereuses est associe a I'hétérogénéité tumorale et

au résultat du traitement, permettant ainsi une vision globale du fonctionnement cellulaire.

Le profil d'expression protéique des cellules cancéreuses fournit quant a lui des informations
importantes pour I’instauration d’un traitement, car la plupart des agents thérapeutiques ciblés

sont congus pour inhiber l'activité des protéines (33).

1.3.1.1. Génome constitutionnel

Les informations fournies par le génome du patient sont essentiellement les mutations

germinales. Ces derniéres permettront de caractériser certaines dispositions génétiques :

- Les prédispositions aux cancers,

- Les polymorphismes associés a 1’évolution de la maladie ou aux effets des traitements

Exemple de mutation germinale :

Genes BCRAL et BCRAZ2 : leur présence évoque ’existence d’un syndrome de prédisposition

familiale. Ils sont recherchés de fagon systématique dans les cancers du sein.
La disponibilité du séquencage du génome humain a incite a proposer le séquencage
systématique des génomes cancereux, conduisant a la découverte de nombreux génes cancéreux

supplémentaires (34).

1.3.1.2. Génome tumoral
Les génomes de toutes les cellules cancéreuses portent des mutations somatiques (35) :

- Substitutions de base
- Insertions et délétions (« indels »)
- Reéarrangements et des altérations du nombre de copies

- Changements épigénétiques

Ces 30 dernieres années, environ 400 génes du cancer ont pu étre identifiés. Ils sont répertoriés
dans le COSMIC, catalogue des mutations somatiques dans le cancer (36), la plus vaste base

de données mondiale de mutation somatiques des cancers humain.
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Les anomalies moléculaires présentes dans le génome tumoral sont maintenant recherchées afin
de justifier la prescription de certains agents anticancéreux dont 1’activité n’est possible que sur

les cellules présentant I’altération génétique considérée.
Exemple d’anomalies moléculaire :

Mutation du domaine kinase du géne EGFR des cancers du poumon : sa présence conditionne
la prescription de Géfitinib et Erlotinib (35) (37).

1.3.2.La théranostique

Cette nouvelle discipline, dont le nom est dérivé du terme « thérapie » associé au terme
« diagnostique », permet a la fois d’établir un diagnostic et de mettre en place une intervention
thérapeutique en libérant un principe actif de facon ciblée, tout ceci a 1’aide de nanoparticules

développees a cet effet. La Figure 3 ci-dessous schématise le principe de la théranostique.

r groupe hydrophile
1 )

Dispersion solution aqueuse _)

‘\j’

Post-fonctionnalisation

site d'ancrage

controle a
distance de la
cytotoxicité

L Thé!apie )

Figure 3 : Principe de la théranostique. Nanoparticule combinant imagerie et thérapie (38)

Grace a cette technologie, utilisant des stratégies multidisciplinaires de pointe, la détection
précoce d’une tumeur ainsi que le suivi de son évolution est envisageable, permettant ainsi

d’instaurer un traitement adapté par libération de principe actif via les nanoparticules.
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En effet, dans le cas du cancer, les nanoparticules vont sélectivement cibler les tissus tumoraux,
grace a leffet EPR (Enhanced Permeability and Retention). Ce concept selon lequel
des molécules de tailles nano-moléculaires ont tendance a s’accumuler dans le tissu tumoral
beaucoup plus que dans les tissus normaux (39), permet d’observer sélectivement les tissus

malades par des techniques d’imagerie médicale comme I’IRM.

Un exemple typique en théranostique est 1’utilisation de traceurs marqués au gallium 68 (Ga%®)
pour le diagnostic. Une thérapie s’ensuit en utilisant des radionucléides thérapeutiques comme
le lutécium 177 (Lu’") pour le traitement, puis I'yttrium 90 (Y*°) pour une radiothérapie

métabolique (PRRT) permettant le suivi de la thérapie (40).

Cette approche, ou le diagnostic et la thérapie sont couplés, peut conduire a des soins plus
efficaces, en adaptant I’intervention thérapeutique des patients qui en bénéficieront le plus tot

possible, tout en réduisant ou en éliminant les traitements inutiles (37).

1.3.3.Technique du ganglion sentinelle (GS)

Ce concept a été développé en 1992 par Morton, en vue d’améliorer le taux de détection de
métastases par analyse histologique (41). La théorie du ganglion sentinelle est née en supposant
que si le premier relais d'une chaine ganglionnaire est sain, les autres ganglions le sont
également et donc le curage ganglionnaire, dont la morbidité n'est pas négligeable, est inutile
(42).

En effet, les ganglions dénommeés « sentinelles » sont les premiers de la chaine ganglionnaire

dans laquelle se draine la lymphe et par conséquent les métastases d’une tumeur.

Cette notion a été caractérisée la premiere fois en injectant du bleu Patent dans le derme
entourant  le mélanome cutané, tout en observant le drainage lymphatique.

Le ganglion sentinelle est repéré en peropératoire par sa couleur bleue.

Cette technique chirurgicale permet de prélever et d'analyser le premier relais d'une chaine
ganglionnaire et de rechercher des micro-métastases qui signeraient I'envahissement

ganglionnaire, dans le cadre du bilan d'extension de certains cancers.
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L’absence d'envahissement par des cellules métastatiques semble étre un signe fiable de
I'absence d'envahissement des autres ganglions et permet d'éviter au patient la morbidité d'un
curage ganglionnaire (Figure 4). La lymphadénectomie est, de ce fait, réservee aux patients

présentant un ou plusieurs ganglions envahis (7).

Cette technique est utilisable pour les tumeurs cutanées ayant un fort potentiel lymphophile, en
particulier le mélanome malin cutané. On lutilise également pour les carcinomes
neuroendocrines de Merkel et certains carcinomes épidermoides cutanéomuqueux a haut risque
de récidive (42).

Cette technique de détection a ensuite été améliorée par Alex et al., en 1993 par l'utilisation de
la lympho-scintigraphie au sulfure colloidal de rhénium marqué au technétium 99 métastable
(®®™Tc), associée a une détection peropératoire a l'aide d'une sonde de détection gamma. Le taux
de succés de cette procédure était de 97 %. Il s'agit maintenant de la technique de référence.

Critéres d'inclusion™*

~

Chirurgie : exérése du
ganglion sentinelle

~
Examen histologique :
-histologie standard
-immunohistochimie
-biologie moléculaire

v v

Positif 20 %% Megatif

! l

Surwveillance rapprochee
(risque de recidive
locoregionale)
Discuter un traitement
adjuvant™™

Curage
ganglionnaire
Traitement
adjuwvant

!

Mauvais
pronostic
(stade 1)

Figure 4 : Arbre décisionnel selon I'histologie du ganglion sentinelle (42)
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1.3.4.Les biomarqueurs en cancérologie

Dans un méme souci d’amélioration des conditions de diagnostic médicale et d’efficacité
thérapeutique, la médecine moderne fait de plus en plus appel a I’analyse des parameétres
biologiques du malade. L’étude de ces paramétres permet, de surcroit, ’identification de

marqueurs biologiques, autrement dit les biomarqueurs.

La mise en évidence de nouveaux biomarqueurs occupe une place importante dans la recherche

en oncologie, impliquant ainsi de plus en plus la biologie moléculaire.

L’un des objectifs d’identification des marqueurs biologiques est d’aider le clinicien a établir
un diagnostic et de fournir une thérapeutique la plus personnalisée possible, adaptée a chaque

type de tumeur et a chaque patient.

Au fil des ans, des biomarqueurs ont été découverts pour un grand nombre de cancers. La
recherche dans ce domaine évolue rapidement. Certains biomarqueurs du cancer sont déja
utilisés dans la pratique hospitaliere quotidienne, d'autres sont encore en phase

d'expérimentation.

1.3.4.1. Définition d’un biomarqueur

Le terme de biomarqueurs a été défini par le National Institute of Health, en 1998, comme «
une caractéristique mesurée objectivement (c’est a dire avec une précision et une
reproductibilité suffisante) et évaluée comme indicateur de processus physiologique,
pathologique ou de I’action des médicaments, permettant ainsi de distinguer un état médical

normal d’un état pathologique ou de mesurer une réponse a un traitement » (43).

Toutefois, cette définition s’avere non réaliste, car les différences entre les teneurs pour une

cellules malades et une cellule normale sont essentiellement quantitatives.

Si on reprend la définition issue de I’ouvrage de Biochimie médicale, rédigé par I’association
des enseignants de biochimie et biologie moléculaire des facultés de pharmacie, un marqueur

biologique est « un composé biochimique dont les teneurs chez un ensemble homogéne de
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malades, sont statistiquement trés éloignées de celles d’un ensemble de sujets sains, donnant

un caractere discriminant a sa mesure » (44).

Ces marqueurs peuvent appartenir a tous les types de familles de molécules biologiques
existant, néanmoins la majorité des marqueurs biologiques appartiennent a la famille des

protéines.

1.3.4.2. Les différents types de biomarqueurs

On distingue des biomarqueurs de différentes natures :

- Physiopathologiques : en lien avec des modifications des fonctions de 1’organisme

- Diagnostiques : permettent d’identifier une pathologie

- Pronostiques : permettent de prédire 1I’évolution de la pathologie et de déterminer le
risque de la récurrence (pronostic)

- Pharmacodynamique prédictible : définit la dose optimale de médicaments chez un
patient donné

- Génétiques (constitutionnels) : permettent de prédire une éventuelle toxicité
pharmacogénétiques ou pharmacogénomiques, d’envisager la réponse du patient au

traitement proposé et de déterminer la susceptibilité vis-a-vis des traitements

Certains biomarqueurs sont déja utilisés en cancérologie pour aider au diagnostic, par exemple
a I’identification des cancers dans les premiers stades de leur développement, ou prévoir

I’agressivité de la tumeur.

Les biomarqueurs génétiques informent du contenu du matériel génétique présent dans chaque
cellule. L’augmentation des connaissances sur les mutations héréditaires a permis le
développement d'un dépistage génétique dans certaines situations bien particuliéres. Les
personnes pour lesquelles on identifie ce risque héréditaire peuvent alors bénéficier de mesures

de prévention ou de dépistage spécifiques.

Il est probable de découvrir dans un proche avenir, davantage de mutations prédisposant au

cancer, ce qui multipliera les possibilités de dépistage et de prévention.
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Les marqueurs tumoraux sont des substances - généralement des protéines - présentes chez
chaque individu en tres faibles quantités. Ces marqueurs peuvent aussi étre produits en exces
par certaines cellules cancéreuses. Des quantités anormales de ces protéines dans le sang,
I'urine, les selles ou dans certains tissus, peuvent donc indiquer I'existence d'une tumeur. Mais
la présence ou l'absence d'un marqueur tumoral n'est pas une preuve suffisante de I'existence
d'un cancer. Des examens complémentaires sont nécessaires pour obtenir un diagnostic de

certitude.

A titre d'exemple, une augmentation du taux de PSA (Prostate-Specific Antigen - antigéne
prostatique spécifique) dans le sang peut révéler un cancer de la prostate mais aussi avoir bien
d'autres causes (inflammation, augmentation banale du volume de la prostate, tumeur bénigne,
etc.). A l'inverse, un taux normal de PSA ne garantit pas I'absence d'un cancer de la prostate.

L'interprétation des taux de marqueurs tumoraux est donc délicate.

Pour pouvoir étre utilisés dans le diagnostic, I'idéal serait davoir des marqueurs tumoraux

parfaitement spécifiques a différents cancers.

1.3.4.3. Biomarqueurs et traitements

Il est important d'établir avec un maximum de précision la nature et le degré d'agressivité d'un
cancer pour pouvoir adapter le traitement au cas par cas. Certains biomarqueurs peuvent y

contribuer.

Dans le cancer du sein, par exemple, il est possible, en analysant l'activité de sept genes
différents, de prévoir le risque de micro métastases susceptibles de provoquer une rechute (45).

L'intensité du traitement peut donc étre adaptée en fonction des résultats.

Autre exemple, la présence de I'anomalie appelée chromosome de Philadelphie, spécifique a

certaines formes de leucémies, est importante pour le choix d'un traitement sur mesure.
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1.3.4.4. Validation d’un biomarqueur

Les conditions des phases pré-analytiques et analytiques, en particulier les modalités de
prélevement, d’acheminement, de stabilisation, sont a prendre en compte dans I’application en

pratique clinique de ces biomarqueurs (46) (47).

Il est possible d’attribuer un degré de preuve a un facteur biologique grace au diagramme Tumor
marker utility grading system (TMUGS) (Figure 5), permettant d’établir une classification

selon leur niveau d’utilité et leur niveau de preuve.

Hypothese: cible moléculaire potentielle

Objectif caractérisation et mesure de la cible : définition de la

méthode analytique

l Acteur(s) : laboratoire de recherche
Méthodes : étude de faisabilité : large étude rétrospective
Objectif standardisation, controle qualité
Acteur(s) : laboratoire expert
l Méthodes : analyse® de protocoles cliniques prospectifs ou I'étude
du marqueur est un objectif secondaire tant sur le plan LOE
du descriptif du protocole aue de I'étude statistiaue il
Objectif utilité clinique
Acteur(s) : réseau de laboratoires et groupes cliniques
l Méthodes compilation positive et concordante des études de niveau
Il et Il (études rétrospectives) ou méta-analyses positives
Objectif : valeurs pronostique et/ou prédictive
Acteur(s) : groupes cliniques
Méthodes : essal prospectif dédié ou I'évaluation du biomarqueur
tumoral est I'objectif principal de |I'étude dans son
descriptif et analyse statistique (inclusion de groupes
homogeéenes de patients sur les plans cliniques et
LOE

thérapeutiques)

i

Figure 5 : Diagramme TMUGS (grille de Hayes) (48)
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La grille de Hayes a été mis a jour par Simon, en 2009. Dans cette derniére version les
attributions des niveaux de preuves ont été précisés (Tableau 8).

Tableau 8 : Grille de SIMON (49)

Niveau de preuve  Description des études Etudes de validation disponibles

LOE IA Prospectives Mon nécessaires

LOE IB Prospectives-Rétrospectives utilisant 1 étude ou plus avee des résultats concordants
des échantillons archivés prospectivement Echantillons provenant d’essais cliniques ditférents
dans le cadre d'un essai elinique (*)

LOE 11IB Prospectives-Rétrospectives utilisant Aucune dude ou plusieurs Sudes aves des résultats
des échantillons archivés prospectivement non concordants
dans le cadre d’un essai elinique

LOE 1IC Prospectives-observationnelles (registre) 2 études ou plus avec des résultats concordants

LOE 11IC Prospectives-ohservationnelles (registre) Aucune Sude ou 1 étude avec des résultats

concordants ou hon concordants

LOE IV-¥D Rétraspectives-observationnelles Mon applicable

(*) Particularie® : « attribution d'un niveaw de preuve LOE 1B 4 des études rétrospectives s’appuyant sur des échantillons archivés
d'un bicmarqueur qui avaient été collectds prospectivement dans 12 cadre d™un essai randomisé non dédié 4 1"&tude de ce marqueut s
[42] [18].

En vue d’une validation, un marqueur doit répondre a des criteres de qualites :

- Stabilité : il ne doit pas varier au cours de la maladie, mais le faire de maniére rapide ;
- Spécificité
- Sensibilité.

Les méthodes de mesures adaptées a ces marqueurs devront également répondre a des exigences

strictes quant a leurs qualités analytiques.

Les points clés d’une méthode d’analyse sont : sa sensibilité, sa précision, sa reproductibilite,

sa fiabilité et sa justesse.

1.3.4.5. Biomarqueurs sérologiques ou concept de la « biopsie liquide »

a) Autoanticorps

En raison de leur stabilité et de leur persistance dans les échantillons de sérum, les autoanticorps

ont attiré I'attention en tant que marqueurs sérologiques.

Avec I'amélioration des technologies de détection des anticorps, on s'intéresse de plus en plus
a lutilit¢ des auto-anticorps en tant que biomarqueurs diagnostiques et pronostiques,

notamment dans le cancer de I'eesophage.
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b) Les cellules tumorales circulantes (CTC)

Les cellules tumorales circulantes proviennent de la tumeur primaire et sont libérées dans la

circulation, ou elles peuvent former des micro-métastases.

Différents tests ont été développés et utilisés pour évaluer le potentiel diagnostique et
pronostique des CTC dans plusieurs types de cancer, y compris le cancer du sein, colorectal,
gastrique et cesophagien.

c) ADN tumoral circulant

Lors de la croissance tumorale, certaines cellules tumorales meurent et libérent leur contenue
dans la circulation sanguine (50). Il a eété mis en évidence que le plasma contenait une
représentation de ’ensemble du génome de la tumeur et donc les mémes altérations géniques

et épigéniques que la tumeur dont il provient (51).

L’idée est d’isoler de I’ADN libéré par la tumeur dans les systemes fluides (sang, sécretions,

urine...) et de détecter les mutations somatiques.

Cette technique offre au patient un meilleur confort par sa mise en ceuvre aisé. L’ADN tumoral
circulant pourrait ainsi devenir un biomarqueur de choix dans le diagnostic, le suivi mais

également dans la thérapeutique des cancers.

Cependant, la présence d’ADN en quantité tres faible dans le sang rend sa détection difficile et
exige le développement de techniques tres sensibles et spécifiques, sans toutefois étre colteuses

et complexes (52).

Les études réalisées sur ADN tumoral circulant ont été effectuées a différents stades de la
maladie afin d’établir une corrélation entre les mutations identifiées, la taille de la tumeur et le
stade de la maladie, ce qui a permis de mettre en évidence une concordances entre les mutations

détectées par prise de sang et a partir de la biopsie de la tumeur primitive (51).

La capacité de cet examen a prédire la récidive de la maladie est un point particulierement
intéressant. Les techniques de détection actuellement disponibles sont cependant, pour la
plupart, toujours a 1’état de recherche et ne sont pas reconnues comme des examens

diagnostiques validés (Tableau 9).
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L’étude récente d’une équipe de Montpellier a démontré la faisabilité clinique sur 106 patients
atteints d’un cancer colorectal métastatique et I’existence d’une corrélation forte entre I’ADN

tumoral retrouve dans la circulation et le génome tumoral (53).

La faisabilité de ces techniques en routine reste cependant a démontrer.

Tableau 9 : Différentes techniques de détection d’ADN circulant par PCR (7)

Technique Volume de Qpcr  Précision Multiplexage
I’échantillon
QX200™ Droplet Digital™ PCR WAt} Non  +/- 10% Oui
System -détection jusqu’a 2 mutations
RainDrop™ Digital PCR System [RESONVl] Non  Imutant/25 Oui
x10P4 -détection jusqu’a 10 mutations
Intplex 1 ml de plasma Oui <0.01 % Oui
5 ul d’ADN extrait -détection jusqu’a 10 mutations
BEAMing 05 - 4 ml de Non <0.1% Oui
plasma/sérum -détection jusqu’a 10 mutations
QuantStudio™ 12K Flex System [sl0EKo[o]i Oui <1 copie Oui
-détection jusqu’a 2 mutations
Digital PCR Biomark HD 8 ul Oui 1copie Oui
/0.85nl -détection jusqu’a 5 mutations

d) Les microARN circulants

Les microARN (miARN) sont de petits ARN non codants (~ 22 nt), capables de réguler
I'expression des genes et des protéines. Les miARN sont abondamment exprimés dans une
forme stable, avec des niveaux tres constants dans les fluides corporels par rapport aux protéines

et aux ARNm, et ont attiré I'attention comme biomarqueurs du cancer et de la maladie.

Des études récentes ont rapporté que les miARN circulants / plasmatiques sont des marqueurs
potentiels de diagnostic et de pronostic dans certains cancers gastro-intestinaux,

adénocarcinome cesophagien, gastrique et colorectal.

Les miARN sont facilement détectés dans les fluides corporels, par exemple, le sérum, le
plasma, l'urine, ainsi que des cellules tumorales circulantes. Leur potentiel en tant que
biomarqueurs diagnostiques et pronostiques facilement accessibles, non invasifs et
thérapeutiques reste a exploiter (54) .En tant que tel, la mutation des mIARN, le
dysfonctionnement de la biogenése des miARN et le déreglement des miARN et de leurs cibles
peuvent entrainer diverses maladies. Actuellement, il a été rapporté que ~70 maladies sont
associées a des miIARN(55).
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1.3.4.6. Biomarqueurs respiratoires ou concept de la « biopsie respiratoire »

Une nouvelle approche basée sur I’identification et I’analyse des composés organiques volatils
(COV) est en pleine évolution dans le diagnostic du cancer. Les COV sont des composés
organiques caractérisés par une pression de vapeur élevée dans des conditions normales de
température ambiante, et présents dans les échantillons corporels tels que I'air expiré, le sang,

I'urine, les matieres fécales, les sécrétions cutanées, le lait maternel, la salive.

Parmi ces diverses sources de COV de I’organisme, I’haleine est une matrice trés intéressante.
L’air expulsé lors de I’expiration contient en plus du dioxyde de carbone et de l'oxygene,
plusieurs autres gaz élémentaires comme l'oxyde nitrique (NO), et un grand nombre de

composes organiques volatils (COV), pouvant étre exploités en tant que biomarqueurs (56).

Ce mélange complexe constitue une sorte d’empreinte, 1’"empreinte de souffle"”, et transporte
une multitude d’informations sur notre état de santé. Sa composition chez des patients atteints,
par exemple, dun cancer du poumon, dune maladie pulmonaire inflammatoire, d'un
dysfonctionnement hépatique ou renal peut étre caractérisee par un profil de COV particulier
(57).

En effet, les COV genérés dans l'organisme voyagent a travers le corps via le sang, puis

traversent I’interface alvéolaire avant d’apparaitre dans le souffle expiré a I'état de trace.

Le principe d’observer des modifications de concentrations de COV lors d’un stress oxydatif,
lui-méme provoqué en réponse a un processus pathologique, ou produit par des cellules

cancéreuses ou par des micro-organismes, a bati cette hypothése.

Le lien entre odeur de I’haleine et maladie est reconnue depuis 1'époque d'Hippocrate dans la
Grece antique, qui a décrit fetor hepaticus et fetor oris dans son traité sur I'ardme et la maladie

respiratoire (58).

Dans le cadre de cette synthese, c’est le point de vue diagnostique de ’analyse des COV qui est
mis en avant. |l a été récemment décrit qu'une seule respiration humaine peut délivrer plus de
2000 COV uniques, représentant ainsi un conséquent réservoir de biomarqueurs potentiels du
cancer. Certains ont déja démontré leur utilité clinique en tant que biomarqueurs potentiel du
cancer du poumon, du cancer du sein, du cancer de la prostate, du cancer colorectal, du

cancer gastrique et, plus recemment, du cancer de l'cesophage.
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Parce qu’elle est totalement non invasive, relativement bon marché et qu’elle fournit un résultat
rapide aprés la collecte des échantillons, l'analyse de I'haleine représente une solution
intéressante pour la détection précoce du cancer, en comparaison aux méthodes
conventionnelles de diagnostic histopathologique qui nécessitent beaucoup de temps et de
travail et qui peuvent de ce fait retarder la prise de décision au cours des procédures
diagnostiques et thérapeutiques.

Bien que les développements dans les méthodes de diagnostic et les technologies de
surveillance se sont concentrés sur I'analyse de sang et d'urine pour le diagnostic clinique, le
souffle expiré est une matrice évidente pour un dépistage précoce grace a l'analyse des COV.
Ces COV, a I’état de traces, sont mesurés en parties par million en volume (ppmv) et en parties

par milliard en volume (ppbv), voire moins (59).

En termes d'avancee technologique, les techniques analytiques actuelles permettent la mesure
adaptée des composes organiques volatils (COV) émis par des échantillons cliniques, tels que

la respiration exhalée, l'urine, le sang, le serum, les expectorations et les feces.

L'analyse des concentrations de COV dans la respiration avec une précision acceptable peut
fournir un indicateur de I'état métabolique, permettant une distinction entre les états sains et
malades. En dépit de ses avantages, les diagnostics basés sur le profilage des COV ne sont pas

encore largement utilisés en pratique clinique (60).

Il est bien établi que la recherche de biomarqueurs moléculaires constitue un complément dans
les méthodes de diagnostic conventionnelles et une amélioration du rendement

diagnostique. C’est pourquoi, la poursuite dans ce domaine de recherche est indispensable.

Cette tendance actuelle vers la médecine personnalisée dans le traitement du cancer est

essentielle pour optimiser la réponse clinique et minimiser la toxicité des thérapies (33).

Beaucoup de progrés ont €té réalisés dans ces domaines, mais certaines difficultés persistent,
telles que [I'hétérogenéité tumorale, les effets génétiques, épigénétiques et micro

environnementaux, et doivent étre surmontées pour développer des biomarqueurs efficaces.

Néanmoins, lI'analyse de la respiration est un domaine de recherche récent et doit faire face a
des défis de taille, principalement dus au manque de connaissance des mécanismes

biochimiques derriere la formation des COV.
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PARTIE II

ANALYSE ET EXPLOITATION DE L’AIR
EXPIRE

ASPECTS BIOCHIMIQUES,
METHODLOGIQUES ET ANALYTIQUES DES
TESTS D’HALEINE
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II. ANALYSE ET EXPLOITATION DE L’AIR
EXPIRE

2.1. GENERALITES: DEFINITIONET COMPOSITION DE
« L’HALEINE »

2.1.1.Définition

Le dictionnaire Larousse définit 1’haleine comme « I’air qui sort des poumons pendant
I’expiration » (61) ; cet « air » est plus complexe qu’il n’y parait. Il s’agit, plus précisément,

d’un ensemble de composés sous forme gazeux, pouvant avoir diverses origines.

En effet, I'naleine est un melange d'air, de vapeur d'eau, de gaz carbonique et de différentes
molécules émanant des voies respiratoires inférieures (poumons) et superieures (cavité

buccale) du sujet qui expire.

Elle véhicule notamment les « odeurs buccales » dont les caractéristiques changent tout au long

de la vie et selon I’état de santé.

Comme d'autres fluides corporels, I'naleine renferme de larges quantités de métabolites, des
composes produits par le métabolisme de I’organisme, ce qui lui confére la possibilité de

transmettre des informations pertinentes sur 1’état physiopathologique d’un organisme.

En effet, les métabolites sont des molécules instables et suffisamment petites pour passer du

sang aux Vvoies respiratoires, et se retrouver ainsi dans le souffle.

Les résultats de diverses études mettent en évidence une composition de métabolites propre a

chaque individu.

Dans la littérature scientifique, I’ensemble de ces composés est défini comme le "breathprint",

littéralement "empreinte d'haleine".

En matiére d’empreinte, mise a part I’empreinte digitale, déja bien exploitée, une autre sorte de
signature intéresse de plus en plus I’odorologie, notamment a des fins de criminologie. Il s’agit
de I’empreinte d’odeur corporelle. Proche de I’empreinte d’haleine compte tenu de sa
composition riche en composés organiques volatils, elle se distingue néanmoins de celle-ci car

la nature et la quantité des COV qu’elle contient sont déterminés selon des prédispositions
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génétiques propre a chaque individu, ce qui explique leur caractere stable et inchange, telle une

véritable empreinte.

En effet, contrairement a elle, "l'empreinte d'haleine™ differe selon les habitudes de
consommation du sujet et éventuellement les facteurs influant sur son organisme, comme une
pathologie particuliére. Les changements dans les concentrations de composés organiques
volatils biogéniques peuvent étre utilisés pour refléter les processus métaboliques,
pathologiques, et physiologiques dans le corps entier ou estimer les concentrations sanguines

d’un médicament.

Ainsi, ces propriétés de I’haleine laissent entrevoir une nouvelle génération de tests non intrusif.

2.1.2.Composition de I'air expiré

2.1.2.1. Principaux composeés

En termes de proportion, la respiration expirée est principalement composée :

- D’Azote (N) : 78%

- D’Oxygeéne (O) 13%

- De Dioxyde de carbone (CO3) : 5%
- D’Argon (Ar) : traces

- De vapeur d'eau (H20) : 4%

- De composes organiques volatils (COV) : présents a I'état de traces (ppmv-ppbv) (60)

2.1.2.2.  Autres composeés présents dans I'haleine

La respiration alvéolaire contient également des composés organiques non volatils (CONV), et
des composés inorganiques non volatils (CINV), comme par exemple le dihydrogéne (H2), le
NH3, le méthane (CH4), etc... Ainsi que d’autre gaz inertes tels que I'oxyde nitrique et le

monoxyde de carbone.
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Les gaz respiratoires comprennent des gaz organiques et inorganiques, telle que le :

e COzetCO

NO : catalysée par des synthases d'oxyde nitrique, impliquées dans la vasodilatation ou
la neurotransmission

NHs : issus du métabolisme des protéines

CHy : issus du métabolisme des hydrates de carbone de I'intestin

H> : issus du métabolisme bactérien de l'intestin

H>S : issus du métabolisme bactérien des protéines thiols

L air expirée contient également d’autres composés normalement non volatils, tels que le
peroxyde d'hydrogene, les leucotrienes, les prostaglandines, les isoprostanes, les produits
dérivés de I'oxyde nitrique et les ions hydrogene. Ces substances sont présentes sous forme de
particules d'aérosol (62).

2.1.3.Facteurs influencant la composition des COV

La composition des COV dans la respiration varie considérablement d'une personne a l'autre, a

la fois qualitativement et quantitativement.

De multiples facteurs sont a 1’origine de cette variation : régime alimentaire, condition
physique, exposition a des polluants environnementaux, style de vie, état de santé général du
sujet, etc (63).

Ces interférences potentielles peuvent genérer des profils tout autant variés.

Plusieurs études utilisant la GC-MS ont montré que I'age, le genre, le mode de vie, la nutrition,
les médicaments, le tabagisme et d'autres facteurs de confusion, influent sur la composition
chimique de la respiration (64) et par conséquent, la sensibilité et la spécificité du diagnostic
(65).

D’autres paramétres sont a prendre en compte : les taux d'excrétion des moleécules dans I'naleine
sont directement liés aux taux de ventilation et au débit cardiaque du sujet qui expire, par
exemple, lorsque la ventilation alvéolaire augmente, cela génére un effet de dilution et donc

une diminution de la concentration en isopréne en fin du souffle (88).

Les propriétés physiques et chimiques des molécules affectent également leurs taux d'excrétion
(72).
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2.1.3.1.  Facteurs endogenes

a) Effets de I'age et du sexe sur le profil des composés organigues

volatils expirés :

Selon les résultats obtenus par une équipe de chercheurs Italiens, en 2016, apres avoir pris des
mesures, par nez électronique, chez 68 adultes non-fumeurs en bonne santé (66), le sexe ne

semble pas affecter le profil global des composés organiques volatils expirés.

Néanmoins, cette conclusion est différente si 'on s’intéresse aux effets de I’age. 1l est bien
connu que le stress oxydatif a tendance a augmenter avec I'age chez les insectes et les
mammiféeres ; ce phénomene biochimique est essentiel pour comprendre I’augmentation de
I’exhalation des alcanes avec 1’age, étant donné qu’il constitue une source importante de COV
(cf. 2.2.3 : Mécanismes de formation des COV). D’autres études confirment cet effet, avec
I’augmentations significative avec I'age des gradients alvéolaires de plusieurs alcanes C4 a C20

et alcanes monométhylés dans le souffle de sujet normaux (67).

b) Effets de la présence de comorbidités

Il a été observé que dans les états pathologiques de l'organisme de nouveaux composes
supplémentaires sont produits ou leur concentration est changée ; c’est précisément cette
caractéristique qui est exploité dans la recherche de I’analyse de la respiration et qui est mis en

lumiére dans ce travail.

Par exemple, des changements de concentration concernant 1’lsopréne est assez bien
documentée, et touche un certain nombre de trouble : un taux significativement plus faible
d'isopréne a été trouve dans l'air expiré de patients souffrant d'insuffisance cardiaque (68) et de

cancer du poumon (69,70).

D’avantage de changement de concentration COV en relation avec des pathologie, seront

détaillés plus loin.

c) Effet de I'effort physique sur le profil de COV

Un stress physique peut également influencer la composition de la respiration.
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L'acétate de méthyle est un exemple de composé qui augmente en concentration pendant I'effort
(71).

D'autres COV comme l'isopréne augmente rapidement pendant la charge de travail modérée
suggérant que les muscles peuvent libérer des quantités substantielles de cet analyte (72), en
particulier pendant 'activité physique. D’ailleurs, ce composé (numéro CAS 78-79-5) possede
certainement un statut distingué, puisqu'il peut étre considéré comme le prototype d'un souffle
exhalé COV présentant des transitions prononcées de repos au travail (72,73). Des recherches
récentes avec des patients souffrant de dystrophie musculaire démontrent que les tissus
musculaires peuvent agir comme des sites extra-hépatiques responsables de la production
substantielle d'isoprene (72). En dehors de I'isoprene, d'autres composés augmentent également
pendant l'effort. Parmi ces composés, on trouve le méthylacétate, le diméthylsulfure et le 2-

pentanone (74).

D’autre étude, comme celle de King et al., s’est basée sur la méthode d'analyse SPME-GCMS
et a trouvé que la concentration de cing composes étaient modifiée sensiblement en réponse a
une séquence de charge de travail, et pour qui on observait une augmentation ou une diminution

: I’isopréne, le butane, 1’acétate de méthyle, le DMS et le 2-pentanone (71).

2.1.3.2.  Facteurs exogenes

Bien que de nombreux résultats d'analyses respiratoires aient été publiés jusqu'a présent,
l'influence des COV inspirés sur la composition de 'air expiré n’est pas encore suffisamment
maitrisée.

Cependant, il est bien démontré que la composition de la respiration exhalée est

considérablement impactée par des polluants environnementaux (pollution, contaminants de

I’air intérieur, tabagisme, etc...), soit par :

- Inhalation directe
- Exposition cutanée

- Consommation d’aliments, de médicaments.

En effet, I'exposition par la peau, I'inhalation ou l'ingestion par les aliments peuvent entrainer
une accumulation temporaire ou prolongée de polluants en fonction de leurs propriétés

hydrophiles et lipophiles (75).
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a) Aliments et boissons

L’influence des aliments et des boissons sur la composition de COV a été confirmé par de
nombreuses analyses respiratoires d’individus a jeun en comparaison au statut « non a jeun »,

au cours desquelles les gradients alvéolaires de plusieurs COV se sont révélés positifs (76).

D’autre COV comme I’acide propionique voient directement leur métabolisme influencé par le

régime alimentaire (77).

De plus, les concentrations d’hydrocarbures sont influencées par la supplémentation en
vitamine E et en béta-caroténe, avec une tendance a la baisse sur leur excrétion. Néanmoins,
I'utilisation & long terme d'un régime riche en acides gras polyinsaturés, comme dans les régimes
de nutrition parentérale, peut entrainer une augmentation de l'exhalation des hydrocarbures
(78).

Le café semble étre un produit important en ce qui concerne la concentration en furanes. Les
infusions de café des machines de type expresso contiendraient des quantités de furane
considérablement plus élevees que les autres infusions de café. Ce type de café est considéré
par les experts comme ayant le meilleur ardme de café. On suppose que pour les consommateurs

réguliers de cafe, le café est la principale source d'ingestion de furane (79).

Pour ces raisons, et c¢’est le cas dans le protocole de la plupart des études, un temps a jeun de

plusieurs heures doit étre respecté avant la collecte d’air.

b) Composés apparentés au tabac

Selon les résultats présentés par 1’équipe Autrichienne de Filipiak en 2012, divers
hydrocarbures insaturés sont liés a I'nabitude de fumer, dont 30 composés (comprenant 19

diénes) non retrouvés dans l'air exhalé des non-fumeurs (75).

Alors que de nombreux hydrocarbures insaturés sont des constituants de la fumée de cigarette
(créée principalement lors de la combustion du tabac), d'autres peuvent provenir de I'oxydation
des phospholipides des membranes causée par des produits chimiques réactifs issus de la fumée
de cigarette (80).

En dehors des hydrocarbures insaturés, le groupe de composés aromatiques appelé BTEX
(benzene, toluéne, éthyle-benzéne et xylene), présente également une relation avec le
tabagisme. Les fumeurs passifs sont également exposés a ces composes (81).
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c) Polluants environnementaux

Divers aldehydes sont détectables dans I'air inspiré a des niveaux sensiblement plus élevés que
dans l'air expiré des non-fumeurs. C’est le cas par exemple du benzaldéhyde qui se trouve en
deuxieme position parmi les aldéhydes, et qui pourrait provenir de I'apport exogéne lorsqu'il est
rejeté dans I'environnement par les émissions provenant des processus de combustion, comme
les moteurs a essence et diesel, les incinérateurs et le chauffage au bois, qui est révélé des taux

dans le niveau inspiratoire supérieur au niveau expiratoire (75).

d) Médicaments

Un certain nombre de composés volatils peuvent étre liés a la consommation de médicaments

(74). En effet, leurs métabolisations peuvent conduire a la libération de composés volatils.

A ce titre, des évaluations pharmacocinétiques de la respiration peuvent étre appliquées pour la
surveillance directe de composés administrés ou permettre un suivi thérapeutique des
médicaments (82). Un exemple a été decrit pour le Valproate de sodium, médicament
administré chez les patients épileptiques ou les personnes souffrant d'acidémie propionique
(53). Le valproate est métabolisé en 3-heptanone, détectable dans I'air expiré. Il a été observé
dans cette étude que la concentration de 3-heptanone chez les volontaires sains normaux
était inférieure a 1 ppb, ainsi toute trace de 3-heptanone dans la respiration exhalée peut étre

attribuée raisonnablement a I’administration de valproate métabolisé.

L'utilisation de l'analyse des gaz respiratoires expirés pour des études d'exposition
pharmacocinétique et environnementale a jusqu'ici fait I'objet d'une attention limitée malgré

son énorme potentiel.

Les analyses diagnostiques de I'haleine doivent considérées avec précaution des taux élevés de
certains composes tels que les hydrocarbures et en particulier les aldéhydes dont leur exhalaison
peut révéler un lien avec le tabac ou I'exposition aux polluants atmosphériques plutdt qu'a un
cancer du poumon. De méme, la présence de certains COV tels que les furannes pourraient
résulter d'une alimentation spécifique et non d'une infection pulmonaire bactérienne ou d'un
dysfonctionnement hépatique. Par conséquent, lors de l'analyse de I'haleine a des fins
médicales, il est essentiel d'étre informé de I'histoire immédiate du sujet, y compris les

medicaments, le régime alimentaire, ainsi que 1’environnement de résidence.
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2.1.4.Les approches « omiques » en lien avec I’analyse

de larespiration

La nécessité d'étudier de nouvelles méthodes de détection précoce du cancer a conduit la

recherche a mettre en application la mesure globale d’un ensemble de constituants biologiques :

géne (génome), ARN (transcriptome), protéines (protéome), métabolites (métabolome),

COMPOSEs Vo

latils (volatilome), etc.

Parmi I’ensemble de ces analyses, regroupées sous le terme de « omiques », les deux derniéres

disciplines, le métabolome et le volatilome, nous intéresse tout particulierement dans cette

synthése.

Ces approches tendent vers une médecine personnalisée en déterminant des profils d’expression

pour une pathologie donnée (Figure 6).
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Figure 6 : les approches « omiques » au service de l’analyse du souffle (83)
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2.1.4.1. Notion de métabolome

La métabolomique est définie comme I'étude des métabolites.

Selon une définition simple et largement utilisé, un métabolite est une petite molécule de bas
poids moléculaire, impliquée dans le métabolisme soit en tant que produit du métabolisme ou

nécessaire pour le métabolisme.

Cependant, les données de métabolites ne permettent pas a elles seules une compréhension du
meétabolisme. En effet, pour donner un sens & ces données, les métabolites doivent d'abord étre

compris dans le contexte de leurs voies biochimiques.

La compréhension des voies biochimiques qui composent le métabolisme humain représente
l'une des réalisations majeures de la recherche au cours du siécle dernier. Les enzymes,
cofacteurs, substrats, produits et intermédiaires a travers la multitude de voies moléculaires sont

quasiment complétement compris (84).

L'étude du métabolome peut avoir deux orientations :

- Détermination de profil métabolique : concerne I'étude d'un groupe de métabolites
specifiques a une voie metabolique ; cette approche quantitative est développée pour
une voie ou une classe de composeés. Elle fournit des informations indépendamment des
interactions physiologiques connus, pouvant étre collectées dans une base de données.

- Détermination d’empreintes métaboliques : caractérisation de profils métaboliques
variant en réponse a la maladie. Dans cette approche, l'intention n’est pas d’identifier
chaque composé observé, mais de comparer des modéles ou un ensemble de métabolites
qui changent en réponse a l'exposition d’une maladie. Cette comparaison d’

« empreintes métaboliques » est réalisée a l'aide d'outils statistiques.

La combinaison du profilage quantitative du métabolisme et des « empreintes métaboliques »

conduira a la globalité de la métabolomique.

Le métabolome varis selon le contexte physiologique ou pathologique de la cellule, du tissu, de

I'organe ou de l'organisme.
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Ainsi le métabolisme individuel est finalement un apercu de I'état génétique, nutritionnel,
pharmacologique et environnemental de I’individu en question. Autrement dit, les changements
dans le métabolome sont l'ultime réponse d'un organisme a des altérations génétiques, des

maladies ou des influences environnementales (85).

Pour preuve, plutdt que des carences nutritionnelles, les principaux probléemes de santé des pays
riches sont la conséquence d’un métabolisme perturbé. Les analyses métaboliques des tumeurs
ont montré que la progression de la tumeur entraine souvent un « recablage » métabolique de
la cellule ( par exemple, I' effet Warburg), qui résulte d'altérations des genes du cancer ou des
enzymes métaboliques elles-mémes (86).

Par consequent, la métabolomique contribue a la compréhension biologique tant sur le plan
mécanistique, que sur le plan prédictif des pathologies, et pourrait ainsi atteindre la pratique

clinique pour aider a ameliorer la santé humaine.

L'avantage de la métabolomique est que les métabolites se situent en aval de la transcription et
de la traduction, a I'extrémité de la cascade «omique» et peuvent donc étre les plus prédictifs

du phénotype (87).

Le métabolome est considéré par les scientifigues comme le point finale de la cascade des

sciences « omiques » (85).

Comme pour toute discipline « omique », la métabolomique dépend fortement de la
disponibilité et de la qualité des bases de données électroniques. C’est pourquoi, en 2007, une
nouvelle base de données du métabolome humain a été créée: The Human Metabolome
Database (HMD), dont la derniere version publiée en 2009 releve plus de 6800 métabolites

entierement annotées (88).

La mise en ceuvre réussie de la métabolomique nécessite une instrumentation analytique qui
offre un débit, une résolution, une reproductibilité et une sensibilité élevés. Seul un ensemble
de plates-formes analytiques différentes fournira actuellement une couverture maximale du
métabolome. Néanmoins, en raison de la diversité et de la variabilité des propriétés physiques
des métabolites aucun procédé unique pour leur détection n’est encore défini. A ce jour, les
études de type métabolomiques utilisent principalement la résonance magnétique nucléaire

(RMN) ou spectrométrie de masse couplée a une chromatographie (GC-SM).
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Bien que la métabolomique soit encore dans un stade précoce de son évolution, nous pouvons

nous attendre a voir de nouveaux développements dans ce domaine dans un avenir proche.

C’est le cas de l'application de la métabolomique a des échantillons biologiques, tel que I’air
expiré, a e€té un élément clé de la recherche de diagnostic rapide et de médecine personnalisée.
Cet exemple d’évolution est a ’origine du développement de la volatolomique. En effet,
comme le processus d'échantillonnage utilisé pour recueillir I’air expiré est non intrusif et
relativement peu colteux et qu'il utilise une série de méthodes largement acceptées, I'analyse
métabolomique de la respiration est un domaine en croissance rapide et a montré son potentiel
pour détecter et diagnostiquer les premiers stades de nombreuses maladies et infections dans

les études précliniques (89).

2.1.4.2. Notion de volatilome

En 1971, Linus Pauling rapporte une découverte inattendue grace a I’utilisation d’une nouvelle
technique de microanalyse de la respiration, la chromatographie en phase gazeuse, qui lui a
permis de réveéler que les humains expirent un grand nombre de composés organiques volatils
(COV) en faibles concentrations (1).

Depuis cette découverte, des COV ont ensuite été observés dans le métabolisme animal, végétal

et bactériologique.

a) Définition
Le volatilome d’un individu comprend 1’ensemble des métabolites volatils, sous forme de

composés organiques volatils (COV) ou inorganiques volatils, provenant de ce

méme organisme (90).

C’est pourquoi, il est tout a fait légitime de considérer les COV comme la partie volatile du
métabolome, et par extension, considérer le volatilome comme un sous-ensemble

du métabolome.

Néanmoins, le volatilome contient également des composés exogénes qui ne proviennent pas
de processus métaboliques (p. ex. contaminants environnementaux) ; par conséquent, le
volatilome peut aussi étre considéré comme une entité distincte du métabolome.
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En effet, les humains émettent des centaines de COV associés a leur propre processus
métabolique, mais aussi d'autres COV formés dans le corps humain par le biais du métabolisme

des aliments, des boissons, des médicaments ou par I'exposition aux COV environnementaux.

Les composés organiques volatils (COV) offrent un apercu unique des processus biochimiques
en cours chez les humains sains et malades. Pourtant, leur utilisation diagnostique est freinée
faute de compréhension de leur origine biochimique ou cellulaire et leur lien souvent mal défini

avec les maladies sous-jacentes. C’est ce que la recherche du volatilome tente d’éclaircir.

Cependant, les nombreuses tentatives d’identification des composés du volatilome ces derniéres

décennies illustrent la complexité du volatilome humain.

b) Volatilome humain

Les COV humains apparaissent aussi bien dans I'naleine expirée, qu’a travers la peau, I’urine,

la salive, le lait maternel humain, le sang et les selles (Figure 7).

Figure 7A : Sources du volatilome dans ’organisme humain

Les premiéres études ont révélé des différences quantitatives et qualitatives importantes entre
de petits groupes de sujets sains : les concentrations de COV dans les haleines variaient
considérablement et un certain nombre de COV étaient détectables dans la respiration de

certains sujets mais pas dans d'autres.

En effet, il existe de larges variations inter-individuelles, sur le plan quantitatif et qualitatif, des
composeés organiques volatils (COV) présents dans la respiration.
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Dans une étude américaine datant de 1999, dans laquelle des échantillons d'haleine dans une
population typique ont été étudiés, il a été observé environ 3000 COV différents au total, la
plupart du temps a de faibles concentrations allant de pptv a ppbv (91). Cette étude, menée par
un des pionniers dans la recherche sur la respiration, le docteur Phillips Michael, a confirmé les
larges variations interindividuelles et la présence d'un « noyau commun » de COV respiratoires

chez tous les sujets.

Les résultats de cette étude concordent avec les rapports précédents selon lesquels les humains
en bonne santé difféerent largement les uns des autres dans la composition de leurs COV

respiratoires, a la fois qualitativement et quantitativement.

Cette étude a permis de mettre en avant deux points de similitude entre les individus qui n'ont

pas été rapportés précédemment :

- Le nombre total de COV respiratoires varie dans une fourchette assez étroite d’un
individu a I’autre : un échantillon d'haleine présentait une moyenne de 200 COV (écart-
type = 19,8, intervalle 157-241), pour un total de 3481 COV différents observés ;

- La présence d'un « noyau commun » de 27 COV chez les cinquante sujets examines a

été observé et ce malgré le grand nombre total de COV.
Néanmoins, il est important de souligner que cette étude portait sur seulement 50 sujets (92).

Ainsi une grande partie du spectre des COV varie selon les individus, alors que peu de COV

partagent un état de santé commun dans une population donnée.

Plus recemment, en 2014, et pour la premiere fois, une équipe de chercheurs Anglais a proposé
une compilation de tous les COV analysés a travers la littérature scientifique, avec la volonté
de générer les prémisses d’une base de données du volatilome (74). Dans cette étude un total
de 1840 composes a €té identifié comme volatils, chez des sujets en bonne santé, et listé selon
leur provenance dans I’organisme. L’observation des ces listes montre de maniére inattendue
gue peu de composés sont omniprésents dans toutes les sources de COV. L’ensemble des
fluides corporels et la respiration partagent seulement 12 composés en commun, soit 0.7% des
COV signaleés :

- Acétaldéhyde - 2-butanone - Pentanol
- 2-propanone (Acétone) - Hexanal - Benzene
- Benzaldéhyde - Heptanal - Styréne

- 1-butanol - Octanal - Toluéne
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Des données quantitatives pour chacune des différentes sources seront détaillées plus loin et

s’appuient essenticllement cette base de données établit par 1’équipe de chercheur encadrée par

B de Lacy Costello. Les composés rapportés ont recu des numéros d'enregistrement CAS et ont

été nommés selon une convention commune. Puis ils ont ensuite été regroupés en fonction de

leur classe chimique, sous forme de tableaux, permettant ainsi une comparaison facile.

La figure ci-dessous repartie selon les classes chimiques de composés et leurs nombres relatifs

retrouvés pour chacune des sources.

Urine Breath

Skin Milk

—_—

Blood Saliva

» others

u chloro biphenyls

« halogen containing

H nitrogen containing
sulphur containing

W furans and ethers

# ketones

u aldehydes

u alcohols

mesters

# acids

¥ hydrocarbons

Figure 7B : Sources du volatilome : nombres relatifs de composés classés par famille chimique répartis détectées dans les

selles, I'urine, la respiration, les sécrétions de la peau, le lait, le sang et la salive (Sur la base de différents composés identifiés,

non pas sur leurs concentrations relatives.) d’aprés B de Lacy Costello (74).
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Parmi les nombreuses publications sur ’analyse de la respiration, parues dans la littérature
scientifique, 1’étude de Costello a listé 872 COV attribués a la respiration. Pour beaucoup de

ces composeés, on ne sait pas s'ils sont produits de maniére endogéne.

Les composés volatils endogeénes les plus importants sont I'isoprene et I'acétone. L’isopréne est
un sous-produit de la voie du mévalonate. L'acétone peut étre formée a partir d'acétoacétate par
I'acétoacétate-décarboxylase. Dans les mesures pendant le sommeil, l'isoprene et l'acétone
présentent des caractéristiques de concentration tres différentes. Les deux montrent des
concentrations croissantes pendant la nuit. La concentration en isopréne présente une structure
en pic tres prononcée, qui est due aux mouvements du corps ou aux changements du stade du
sommeil. L'acétone ne montre pas une telle structure de pic mais juste une augmentation
réguliére.

D’autres composes retrouvés dans la respiration expirée ont vraisemblablement une origine
exogene, comme le tabagisme. Ainsi, les fumeurs présentent des concentrations plus élevées
pour : 29 dienes, 27 alcénes et 3 alcynes (75). D'autres exemples de COV mentionnés comme
étant liés au tabagisme sont l'acétonitrile, divers furanes et de nombreux dienes spécifiques, tels

que le 1,3-cyclohexadiene, le 1,3-pentadiéene, le 1,4-pentadiéne ou le 1,4-hexadiene (75).

Les composes volatils retrouvés dans la respiration peuvent également étreliésa la
consommation alimentaire ou aux médicaments (93) [53], produits par des bactéries dans

I'intestin, comme I'hydrogene H 2 (94).

L'analyse des COV dans le sang est un domaine de recherche actif car il peut refléter
directement I'environnement interne du corps, comprenant I'état nutritionnel, métabolique et
immunitaire. Les nombres de substances volatiles identifiées dans le sang sont relativement
peu nombreux comparés a ceux identifiés dans I'haleine. L’étude de Costello a répertorié 154

COV dérivés du sang.

Toutefois, cette matrice est moins bien supportée par les patients par rapport a la production
d'un échantillon d'urine ou de souffle, ajouté a cela le colt et le temps de prétraitement d’un

prélevement sanguin, généralement élevé. Ces points pourraient expliquer le manque d'études
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rapportant l'analyse des composés volatils dans le sang ou comparant des profils volatils chez
des volontaires sains par rapport a un groupe malade. Il s’agit plutét d’études basées sur la
surveillance de I'exposition aux polluants environnementaux (95) ou la quantification de

l'alcool dans le sang ou d'autres inhalant dérives des solvants (96).

L’analyse de l'alcoolémie est l'analyse des gaz sanguins la plus courante en raison de la
consommation importante d'alcool aux Etats-Unis et en Europe, et implique généralement la
mesure du méthanol, de I'éthanol, de l'alcool isopropylique, du 1-propanol, de l'acétaldéhyde et
de l'acétone. De nombreux laboratoires médico-légaux s'intéressent également a la mesure et a
la quantification d'un nombre élevé de COV a travers le sang, pouvant étre dérivés de
I'inhalation et de I'ingestion de substances volatiles dangereuses telles que I'éther diéthylique,
le butane, l'acétate d'éthyle, I'hexane, le toluene, le xylene et certains hydrocarbures halogénés
COV couramment utilisé en mésusage (renfilage) (97).

Point intéressant pour notre recherche, Horvath et al. ont décrit les résultats d'une étude ou des
chiens entrainés pouvaient faire la distinction entre des échantillons sanguins de patients atteints
de cancer de l'ovaire et des échantillons de sang préleves sur des patients atteints d'autres

cancers gynecologigues ou de sujets témoins sains (98).

Par ailleurs, la mesure de I'ammoniac dans le sang est également un test clinique bien établi
(99). Des niveaux élevés d'ammoniac dans le sang sont considérés comme un indicateur
important d'une anomalie de I'homéostasie liée a l'azote, la raison la plus fréquente étant liée a
un dysfonctionnement hépatique. L'hyperammoniémie résulte d'une production excessive de
bactéries coliques et de lintestin gréle. A des niveaux élevés, 'ammoniac est une toxine

puissante du systeme nerveux central et a été associée a I'encéphalopathie hépatique (HE).

L’¢tude de Penne et al, publiée en 2007 (100), indique que les individus ont leur propre parfum
distinctif, analogue a une empreinte digitale. Bien que I’odeur d'un individu puisse changer
en raison de divers facteurs, tels que le cycle menstruel, I'état émotionnel, la santé, chaque
I'individu peut conserver son propre parfum. De méme, les meres peuvent reconnaitre leurs
nouveau-neés par des signaux olfactifs apres quelques heures de contact et les bébés apprennent

rapidement a reconnaitre le parfum de leur mére. La recherche de COV issus de la peau,
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s’intéresse également aux odeurs para-axillaires et de l'aréole pour élucider les interactions

chimiques dans la reconnaissance mére-nourrisson (101).

En sachant que I'odeur particuliére d’un individu peut étre distinguée a la fois par les personnes
et par les chiens, ces derniers sont capables de distinguer des jumeaux homozygotes par leur
odeur corporelle (102), on s’attend a ce que le nombre de composés différents identifiés a partir
des sécrétions cutanées humaines soit trés important. L’étude documentaire de Costello and al

a révélé 532 composes volatils issus de la peau.

Néanmoins, la peau n'est pas homogéne et on peut s'attendre a ce que la distribution des
différents types de glandes et de la flore bactérienne a travers le corps conduise a des profils de
COV différents. De la méme maniere, les odeurs d'un seul individu varient avec le régime

alimentaire, I'état émotionnel, le cycle menstruel, I'4ge et bien d'autres facteurs (103,104).

Les etudes sur les secrétions de la peau sont particulierement sensibles aux interférences telles
que les produits de soin. Bien que des précautions soient prises lors des procédures
expérimentales pour minimiser la présence de composés exogeénes, comme I’interdiction
d’utiliser des cosmétiques pendant un certain temps avant le test, certains composés identifiés

sont hautement susceptibles de provenir de sources exogenes.

L'analyse des COV dans la salive est assez limitée. L’étude Costello et al a rapporté 359 COV

depuis la littérature scientifique (74).

L'enquéte la plus compléte sur les COV issus de lasalive a été réalisée a recemment
par al Kateb et al (105). lls ont rapporté dans une revue, une base de données de composés
volatils, identifiés par la méthode GC-MS. Il s'agissait d'une enquéte longitudinale dans laquelle
I'espace de téte d’échantillons salivaire de dix personnes ont été évalués sur une période de dix
jours. lls ont signalé la présence de 317 composés, dont 41 % d’hydrocarbures, 13 % de cétones
et de lactones, 10% d'aldéhydes, tandis que les aromatiques et les alcools représentaient tous
deux 8%.

Certaines études signalent la présence de composés volatils de la salive attribués a diverses
sources extérieures : air, eau potable, régime alimentaire et préparations cosmétiques (106).

Alagendran et ses collaborateurs ont également étudié les COV salivaires pendant le cycle
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menstruel (107), et ont trouvé 15 composés associés a I'ovulation et aux cycles menstruels des
volontaires ; ces substances volatiles comprennent les acides, les aldéhydes, les amines et les

alcools.

Les substances volatiles dans I'urine couvrent une large gamme de classes chimiques, tels que
les acides, alcools, cétones, aldéhydes, amines, N-hétérocycles, O-hétérocycles, composés
soufrés et hydrocarbures, ainsi que quelques esters. Un grand nombre de terpenes sont décrits
et ont été considérés comme derivés d'aliments (108).

La recherche documentaire de I’équipe de Costello a répertori¢ 279 COV. Parmi toutes les
publications a ce sujet, neuf composés étaient communs a toutes les études : propanone, 2-
butanone, 2-pentanone, 2-heptanone, 3-hexanone, 4-heptanone, 2,5-dirnéthylfurane, 2- éthyl-
5- méthyl uréthane, toluéne et ainsi considéré comme présent avec un trés haut degré de
certitude. L’intestin peut étre une source de quelques-uns de ces composés. Le grand nombre
de cétones dans l'urine découle, au moins en partie, de l'action de décarboxylation des acides
des bactéries dans l'intestin (108). Les bactéries intestinales sont également susceptibles
d'étre impliquées dans la production de méthylamine (probablement a partir de la créatinine)

car les rats sans bactéries intestinales produisent moins de la moitié de la production(109).

L’étude de Costello a listé 381 COV dans les selles.

Le premier rapport d'analyse de gaz provenant de feces date de 1861, lorsque Ruge a rapporté
que le gaz rectal humain contenait de I'nydrogene, du dioxyde de carbone et du méthane, en

plus d'autres gaz non identifiés (74).

En effet, les gaz provenant de I’intestin est un mélange d'hydrogene (0-50 %), d'azote (5 - 90%),
d'oxygéne (0- 10 %), du dioxyde de carbone (10 a 30 %) et le méthane (0-10%). La production

de méthane est corrélée avec les bactéries méthanogénes.

Des concentrations significatives d'une gamme, d'acides gras a chaine courte (AGCC), d'indoles

et de phénols ont également été observées dans les feces.
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La fermentation des hydrates de carbone dans l'intestin, en particulier par les bactéries, produit

des acides éthanoique, propionique, butanoique, pentanoique et hexanoique.

Des études in vitro ont démontreé que les aliments protéiniques produisent également des AGCC
par l'action de bactéries telles que Clostridium. Les substances volatiles telles que le
méthanethiol et 'ammoniac sont considérées comme pouvant étre dérivées de la méthionine par

I'action de cette méme bactérie telle.

Les deux études les plus récentes indiquent que 297 et 135 COV différents ont été identifiés
respectivement par Garner et al (110) et De Preter et al (111) dans l'espace libre des feces

d'individus apparemment en bonne santé.

Les alcools étaient classiqguement considerés comme rares dans les feces adultes, mais on sait
maintenant qu'au moins 52 alcools différents peuvent étre présents. Il est probable que les

bactéries intestinales peuvent réduire les acides en alcools.

De plus, les champignons, bien connus pour étre des organismes commensaux de l'intestin,

seraient a l'origine de la production de furanes, possiblement via le métabolisme du fructose.

Des composés tels que diméthylbenzénes, [1’éthylbenzéne, et du toluéne (constituants

d'essence) proviennent probablement de la pollution de l'air.

Les aldéhydes éthanal, propanal, butanal et hexanal, ont été rapportés dans les selles d'un
grand nombre d'individus (16). Ethanal est particuliérement intéressante en raison de son
abondance et du fait qu’il soit considéré comme favorisant de la mutagenése, notamment en

association avec le cancer de l'intestin.

L'acétone et le butan-2-one ont été rapportés dans 100% des échantillons fécaux d'une étude de
cohorte longitudinale (110), qui proviennent probablement du métabolisme des acides gras et
des glucides. De nombreux hydrocarbures ont également été découverts dans les feces, bien
que les espéces a chaine plus longue aient été trouvées en petit nombre (110). L’isoprene,
considéré comme I'hydrocarbure le plus commun dans le corps humain, a également été extrait

des feces.

De nombreux composés éthers ont été isolés de I'espace libre des féces : le 2-éthoxyéthanol,
retrouvé fréquemment dans les produits manufacturés tels que les savons et les produits
cosmétiques et le 1, 3- diméthoxybenzene, utilisé comme additif alimentaire (110). De méme,

il est tres peu probable que les composés chlorés retrouvés dans les féces soient d'origine
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biologique. La consommation de nourriture contaminée ou d'eau est la source probable de ces
composés. Le chloroforme peut se présenter comme un composant de COV provenant de
plusieurs sources, il est un contaminant de I'air et a été détecte dans les aliments. La chloration
pour la désinfection de l'eau potable est une autre source de production de chloroforme et de
méthanes halogénés.

L'ammoniac fécal résulte de I'activité des microorganismes.

Une gamme variée de composés soufrés a été identifiée. Par exemple, le méthanethiol et le
diméthylsulfure ont été couramment observés dans cette matrice ; le premier est, au moins en
partie, considéré comme produit a partir de la méthionine par Clostridium. Le méthanethiol a
une toxicité approchant le cyanure et les facteurs contrélant sa concentration et sa biosynthése
pourraient justifier une étude plus poussée. Le méthanethiol et le sulfure de diméthyle peuvent
également étre produits par methylation du sulfure d’hydrogéne en tant que mécanisme de
détoxification par le thiol S-méthyltransférase.

L’étude de Costello a classé 256 COV provenant du lait maternel. La liste la plus compléte des
substances volatiles probables a été fournie par Pellizari et al., Qui ont identifié 156 composeés
(112). Il existe de nombreux articles sur sa composition nutritionnelle, mais peu d’entre eux
sont relatif a ses composants volatils spécifiques. En effet, la plupart des études analytiques
visent généralement a identifier la présence d'un polluant spécifique, d'une substance
médicinale ou d'un groupe de composes environnementaux, afin de déterminer I'exposition
chimique du nourrisson. La recherche documentaire de 1’équipe de Costello, a révélé que de
nombreux articles portés sur les pesticides organochlorés, les diphényléthers bromés, les
dioxines, les polychlorobiphényles, les parabénes, les triclos, les parfums de musc
polycycliques, les flavonoides et bien d'autres. Cependant, tous ces composés ne peuvent étre
considérés comme volatils aux températures corporelles. Une étude plus vaste, utilisant la
méthode SPME, a tenté de quantifier 36 différents COV (113) et Buettner (114) a analysé les

substances volatiles du lait maternel qui lui a permis d’identifier 45 constituants olfactifs.

La connaissance du volatilome corps humain sain dans sa globalité et des informations

quantitatives certifiées pour chaque fluide corporel, permettrait de me mieux appréhender
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I’analyse de la respiration. Les études rapportées ont montré des similitudes en fonction de la
source, néanmoins, des différences sont observées selon I'age, I'alimentation, le sexe, la taille,

la graisse corporelle, la flore intestinale, les métabolismes des individus.

L'une des utilisations de ce type de base de données, serait d'aider dans le choix d’un liquide
corporel a collecter pour évaluer un composé ou des composes particuliers. Elle peut également
étre utilisée pour aider a l'identification de l'origine d'un COV qui pourrait étre de valeur

médicale.

En résumé, plus de travail est nécessaire pour définir une gamme de normalité des COV
humains, ainsi que des plages de concentration dans les fluides corporels et la respiration. Ces

données pourraient ensuite étre utilisées dans le dépistage de masse des populations.

c) Volatilome environnemental

Plusieurs milliers de substances commercialisées répondent a la définition de COV. Parmi
celles-ci, plusieurs centaines sont largement utilisées, dans 1’industrie notamment, et sont

susceptibles d’étre retrouvées dans les différents milieux (air, eau, sol).
Ainsi, plus de 400 COV sont identifiables dans I’air (PPA, 2006).

Parmi les principaux COV étudiés, on retrouve le benzene, le toluene, les isomeres du xylene

(m-xyléne, o-xylene, p-xyléne), I’éthylbenzéne, le formaldéhyde, etc. (Tableau 10).

Tableau 10 : Concentration (ug/m3) d'une sélection de COV dans I'air ambiant, et I'air expiré, chez deux groupes de sujet :

fumeur et non-fumeur. Nd = non détecté

No smoking FTobacco cigarette smoking
Compound Indoor an Exhaled breath Smoke Exhaled breath
Pent-1-ene 0.5 0.6 700 68
n-Pentane nd nd 1200 63
Pent-2-ene nd 0.5 625 52
Isoprene 0.4 87 2700 670
Pent-2-ene nd 0.3 460 32
n-Hexane 1 nd 975 14
Benzene 0.6 4 1100 49
Isooctane 0.4 0.2 nd nd
n-Heptane 0.2 0.4 590 26
Toluene 5 11 1400 60
n-Octane nd 0.2 560 3
Ethylbenzene 0.2 0.6 660 6
m-Xylene 0.2 0.5 980 7
p-Xylene 0.1 0.2 420 2
o-Xvylene 0.1 0.2 590 2
Naphthalene 0.05 0.1 240 3
Nicotine nd nd 1300 7
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2.2. ASPECT BIOCHIMIQUES ET PROPRIETES DES
COMPOSES ORGANIQUES VOLATILS

2.2.1.Définition

La définition d’un COV repose a la fois sur des criteres chimiques et physiques. Il existe donc
des hétérogénéités, voire des ambiguités, dans les définitions couramment utilisées. Ces
hétérogénéités s’expliquent en partie par ces différents criteres qui peuvent étre utilisés pour
déterminer si un composé organique est volatil, notamment sa pression de vapeur saturante ou

sa température d’ébullition.

La température d’ébullition d’un composé correspond a la température a laquelle le changement
d’état liquide-gaz a lieu. Aux températures supérieures a cette température d’ébullition, le

composé n’est plus que sous sa forme gazeuse.

Plus la température d’ébullition d’un composé est faible, plus ce composé possede ce caractére

volatil.

La pression de vapeur saturante correspond, quant a elle, a la pression de la phase gazeuse du

compose se trouvant en équilibre au-dessus de sa phase liquide, a une température donnée.

Plus la pression de vapeur saturante d’un composé est €levée, plus le composé est volatil. Il est
donc possible de raisonner a partir de 1’'un ou I’autre des critéres pour aboutir a une définition

des COV.

2.2.1.1. Critéres chimiques

Les COV sont avant tout des composés organiques, ¢’est-a-dire des composes contenant au
moins 1’élément carbone et un ou plusieurs autres ¢léments tels que 1’hydrogene, 1’oxygene,

I’azote, les halogénes (fluor, chlore, brome, iode), le souftre, le phosphore, le silicium, etc.
Ce sont plutét de petites molécules, sous forme de gaz ou de liquide a température ambiante.

Au vu de ces criteres chimiques, toutes les familles chimiques sont susceptibles d’étre

concernées.

Les COV appartiennent donc a des familles chimiques tres diverses telles que :
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- Des hydrocarbures : alcanes, alcénes, alcynes, hydrocarbures aromatiques,
- Desalcools

- Des aldéhydes

- Des acides carboxyliques

- Des cétones

- Desesters

- Des dérivés chlorés, nitrés, aminés, etc.

2.2.1.2. Critéres physiques

Les COV se caractérisent par leur grande volatilité ; autrement dit, dans les conditions normales

de pression et de température, ils passent tres facilement de 1’état liquide a I’état gazeux.

Une définition précise, et souvent reprise, est celle de la directive européenne n° 1999/13/CE

(115), qui repose sur la pression de vapeur saturante.

Cette directive définit un composé organique volatil comme « un composé organique ayant une
pression de vapeur de 0,01 kPa ou plus a une température de 293,15 K (c’est-a-dire 20 °C) ou

ayant une volatilité correspondante dans les conditions d'utilisation particuliéres ».

Plus la pression de vapeur est élevée, plus une excrétion de ces composés est possible au travers

de la respiration, 1’urine ou la peau.

Une autre facon de définir les COV est celle du décret n° 2006-623 (116) basee sur la

température d’ébullition.

D’apres ce décret, les COV regroupent tous les composés organiques dont le point d’ébullition,
mesuré a la pression standard de 101,3 kPa, est inférieur ou égal a 250 °C. De méme, la norme
NF 1SO 16000-6 définit les COV selon leur température d’ébullition et distingue, d’apres la
classification adoptée par 'OMS en 1989, les composés organiques trés volatils, volatils et

semi-volatils (OQAI, 2001) (Tableau 11).

Tableau 11. Classification des COV selon leur température d’ébullition

[240 - 260 °C] & [380 - 400 °C]
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2.2.2.Propriétés

D’aprés les définitions des COV, un tres grand nombre de composés organiques peuvent étre
considérés comme volatils.

Les COV peuvent étre inodores ou avoir une odeur plus ou moins caractéristique (Tableau 12).

Parmi les plus odorants, on retrouve les amines, les composés soufrés, les dérivés oxygénés
(aldéhydes, cétones) et quelques composés aromatiques. En outre, leur volatilité leur confére

I'aptitude a se propager plus ou moins loin de leur lieu d'émission.

Tableau 12 Propriétés de quelques COV. Source : fiches toxicologiques de I'INERIS et de I'INRS

© MNom IUPAC* | N°CAS | Formule | Pression
ot brute | de vapeur
saturante
(Pad
2077
Alcanes éthane éthane T4-8440 CaHy 3,85.10°  Gaz incolore, inodore
n-hexane n-hexane 110543  CgHl,  1g1¢* Liduide incolore, odeur
caractéristique
Alcénes . . . (Gaz incolore, odeur
éthyléne éthéne T4-85-1 CaHy 8,1.10° caractéristique
propyléne propéne 115-07-1 CyHy 1,16.10°  (iaz incolore
1,3-butadiéne 1,3-butadiéne 106-99-0 C4H, Gaz incolore
Alcynes acétyléne éthyne T4-86-2 CaHs 4.5, 10°  Gaz incolore, inodore
Alcools méthanol méthanol 67-56-1 CH,0 1,23 10" Liquide incolore, odeur agréable
éthyléne glycol éthane-1,2-diol 107-21-1  CyHgDy 7 Liguide incolore
propyléne plycol  propane-1,2-diol 57-55-6  C3Hg 10,6 Liguide incolore, inodore
EI:JF:;? éthylamine éthylamine 75.04-7  CHN  LIT.10°  Gaz incolore, forte odeur
Dérivés nitrés  2-nitropropane 2-nitropropans 79-46-9  C;H;NO,  1,73.10°  Liquide incolore, odeur agréable
Hydrocarbures dichlorométhane dichlorométhane 75-09-2 CHoCly  4,65.10° Liguide incolore, odeur éthérée
halogénés trichlorométhane trichlorométhane 6 7-Hb-3 CHCly 2,13.10°  Liquide incolore, odeur éthérée
trichloroéthyléne  trichloroéthyléne To01-6  CHCI, 86100 Liquide incolore, odewr douce
tétrachloroéthyléne tétrachloroéthyléne  127-184  CyCl,  19.1¢°  Liquide incolore, odeur
caractéristique
Hydrocarbures . sne benzéne 71432 CeH,  997.1¢° Liquide incolore, odeur
aromatiques aromatique
. . Liguide incolore, odeur
toluéne méthylbenzéne 108-88-3 CqHy 3B 10 caractéristique
1,2- . Liguide incolore, odeur
o- xyléne diméthylbenzéne 3416 CsHua 663 caractéristique
éthylbenzéne éthylbenzéne 100414 CgHyy gop  Liquide incolore, odeur
aromatique
Aldéhydes formaldéhyde méthanal S0-00-00 CH,0 44.10°  Gaz incolore, odeur piguante
acétaldéhyde éthanal 75070  CsH O 1,01.10°  Liguide incolore, odeur fruitée
Cétones acétone 2-propanone 67-04-1 CyHGO 24, 10 Liguide incolore, odeur suave
Ethers éther éthylique éther diethyligue 60297  CiHO  5,89.10° ;i';‘:;‘i‘:e‘m'“’*' Odeur SCKe
éthyléne glyeol n- g L .
butyl éther (EGBE) 2-butoxyéthanol 111-T6-2  CgHy04 [L1) Liguide incolore, odeur éthénée
Esters acétate de méthyle mrﬁte de 79209 CHO; 217.10°  Liquide incolore, odeur fruitée

* IUPAC = nomenclature de référence, développée par I'International Union of Pure and Applied Chemistry
** 0" CAS = numéro d’enregistrement auprés du Chemical Abstracts Service, une division de I American
Chemical Society, Cette numérotation sert de référence en chimie.
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2.2.3.Mécanismes de formation

D’un point de vu général, les composés organiques volatils expirés peuvent provenir de deux

sources :

- Soit de I’environnement = COV exogenes : introduits par la nourriture, inhalés avec l'air
ou absorbés par la peau.
- Soit de I’h6te = COV endogenes : générés au cours de différents processus biochimiques

cellulaires dans I’organisme

2.2.3.1. COV d’origine exogene

D'autres sources de COV sont liées au tabagisme, a I'apport alimentaire ou a lI'exposition aux

polluants de l'air intérieur.
- Acétones

La concentration d’acétones excrétés dans I’air expiré peut varier en fonction de la

consommation alimentaire (cf. Partie 3.3.2 : COV d’origine alimentaire).
- Esters

Ce groupe de composés peut étre trouve dans les graisses naturelles et les huiles grasses, la cire

naturelle et les huiles essentielles de fruits en grandes quantités.

Les esters peuvent étre hydrolysés par des estérases pour donner des alcools et des acides, a des

températures inférieures a 40 ° C.

Un exemple d'une telle enzyme est la lipase qui catalyse 1’hydrolyse des lipides dans le cadre

du métabolisme naturel du corps.
- Nitriles et composés aromatiques

Les nitriles et les COV aromatiques retrouvés dans 1’haleine, sont genéralement considérés

comme des polluants de sources exogenes.

Ces sources comprennent I'exposition a la fumée de cigarette, a l'alcool, et a la pollution de I’air
(117).
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Bien que ces composés soient plus susceptibles d'étre d'origine exogeéne, ils pourraient étre
intéressants pour le suivi des patients atteints de cancer, car certains sont connus pour étre des

cancérogenes.

En effet, il s’agit de molécules tres réactives, pouvant entrainer des dégats de peroxydation des
AGPI, de structure des protéines et d’ADN. Ces dommages s'accumulent au cours de la vie,
tandis que les mécanismes de fixation naturels dans le corps deviennent moins efficaces, ce qui

conduit a des maladies dépendantes de I'age comme le cancer.

Ces composés sont stockés dans les tissus adipeux du corps ; il est donc probable que des
patients cancéreux, préalablement exposés a des polluants professionnels continus ou a un
tabagisme excessif, pourraient les libérer lentement a des concentrations significatives a travers

la respiration expirée.

Un de ces composés est I'acétonitrile que I'on trouve chez les fumeurs. La voie suggérée pour
I'acétonitrile est la biotransformation en cyanohydrine par le cytochrome P450 monooxygeéenase,
qui se décompose spontanément en cyanure d'hydrogeéne et en formaldéhyde. En raison du
métabolisme plutdt lent de I'acétonitrile dans le corps, des quantites substantielles d'acétonitrile
peuvent étre émises telles quelles par le souffle expiré et / ou l'urine. L'acétonitrile (CAS: 75-
05-8) est prédominant dans le souffle expiré des fumeurs et pratiquement absent dans la

respiration des non-fumeurs.
- Aldéhydes

Une source d'aldéhydes dans le corps concerne le tabagisme. Les aldéhydes saturés et insatures

tels que le formaldéhyde, l'acétaldehyde et I'acroléine sont présents dans la fumée de tabac.

Des aldéhydes sont également issus du processus de détoxication par le cytochrome P450 a la

suite du sous-produit du métabolisme du tabac.

Enfin, les aldéhydes peuvent également provenir de sources alimentaires. L'origine de certains
aldéhydes peut étre diététique, par exemple le 2-méthylpropanal, le 3-méthylpropanal I'hexanal,
le nonanal, le décanal et le benzaldéhyde se trouvent dans les tubercules patata et I'nexanal dans

les carottes.
- Cétones

D'autres sources exogénes comme les industries alimentaires ou chimiques peuvent entrainer

une production de cétone qui pourrait éventuellement étre absorbée dans le corps.
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2.2.3.2. COQV d’origine endogene

Seul les COV de ce groupe peuvent donner un apercgu des fonctions du corps et étre considérés

comme biomarqueur de maladies.

En effet, les composés organiques volatils, détectés dans des échantillons d'haleine, de sang ou
d'urine, sont produits a l'intérieur du corps et fournissent des informations précieuses sur I'état

de santé d’un individu.

Quelle que soit la distance de l'organe ou il est produit, les COV peuvent étre transportés via le
sang vers les poumons et étre expirés pendant la respiration. Par conséquent, l'origine des COV

expirés est supposé étre principalement alvéolaire.

Malgré I’avancée dans la recherche sur les biomarqueurs volatils respiratoires, les voies

métaboliques de plusieurs d’entre eux restent inconnues.

Cependant, un lien entre le métabolisme énergétique, et en particulier le stress oxydatif, et la
formation de COV est bien documenté dans la littérature scientifique (Figure 8).

Oxidative stress = e I Airway inflammation

I~ Reactive oxygen species from mitochondria

L 4 L
Lipid peroxidation of Oxidation of
poly-unsaturated biologically

fatty acids in cell important molecules
membranes (DNA, proteins) in
cytoplasm

h x L w

MNon-volatiles Volatiles (VOCs) Production of
« Alkanes inflammation-
« Methyl alkanes specific WVOCs
« Aldehydes
= 2tc.

h .

Metabolism via Excreted in breath
cytochrome p450 or
Enzymes

Figure 8 : Cascade du stress oxydatif aboutissant a la production de COV excrétés dans [ ’haleine (118)
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e Le stress oxydatif :

L'effet de l'oxygéne sur les marqueurs du stress oxydatif a été partiellement élucidé.

Dans le cadre du processus cellulaire dans les mitochondries, la cellule fabrique des especes
réactives de l'oxygene (ROS) qui ont un électron non apparié dans leur enveloppe
externe. D'autres sources de ROS pourraient provenir d'origines exogenes, par exemple la

fumée de cigarette, la pollution, les médicaments et les rayonnements gamma ou ultra-violet.

La contrainte oxydative d’un organisme est liée a I'équilibre général entre la formation et la
désactivation des ROS et des radicaux libres. Un déséquilibre de la balance pro-oxydant/anti-
oxydant induit le phénomene de stress oxydatif.

Pendant le stress oxydatif, les ROS et les radicaux libres sont excrétés des mitochondries dans
la cellule. Une fois accumulés dans le tissu, les ROS peuvent attaquer differentes molécules

dans I'organisme telles que les acides gras polyinsaturés (AGPI) et les protéines.

Le stress oxydatif provoque desdommages cellulaires irréversibles, structurelle et
fonctionnelle : changements structurelle dans les protéines essentielles, peroxydation lipidique,
rupture de brin d'ADN, modification de base azotée, forte augmentation du calcium libre

intracellulaire et, dans certains cas, lI'apoptose ou la nécrose (119).

Or, on sait qu’un des facteurs de risque au développement du cancer est lié au stress oxydatif
et a l'induction des enzymes du cytochrome p-450 (le CYP450), groupe d'enzymes oxydases

qui catalysent lI'oxydation de substances chimiques organiques (120).

En outre, il a été démontré gque cette famille d'enzymes est surexprimée dans le tissu de certains
cancers, comme par exemple le cancer du sein humain au cours duquel I'aromatase synthétise

les cestrogenes.

A noter que la plupart des processus inflammatoires sont associées a la production de ROS, et,

par conséquent, les produits ROS pourraient ne pas étre spécifiques du cancer.

L'état tumoral ou inflammatoire, de différentes maniéres, modifie le métabolisme des COV des

deux origines endogene et exogene.

Le tabagisme est un facteur de risque de pathologies telles que le cancer du poumon, la
bronchopneumopathie chronique obstructive et les maladies cardiovasculaires, entre

autres. Dans la plupart de ces maladies, un degré élevé de stress oxydatif se produit
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principalement en raison de la quantité de radicaux libres et d'espéces réactives d'oxygeéne et

d'azote provenant de la fumée du tabac.

La plupart des composés organiques volatils (COV) sont créés au cours de l'explosion

oxydative. En effet, les ROS et les RL excrétés en dehors des mitochondries produisent des

alcanes volatils qui sont émis dans la respiration alvéolaire humaine. Pour le cas du cancer du

poumon par exemple, ce cancer résulterait de I’interaction de facteurs héréditaires et

environnementaux. Plusieurs CYP450 sont activés a la suite de I’exposition de toxiques

environnementaux comme la fumée du tabac (Figure 9).
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Figure 9 : Base hypothétique du test de I’haleine pour le cancer du poumon
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En outre, la détection et la quantification du stress oxydatif, et sa surveillance pendant la

chirurgie en se référant a la composition de la respiration exhalée, ont permis de faire des

progres considérables (121).
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e Voies biochimiques des principales familles de COV endogénes

La connaissance combinée de la source cellulaire et du processus biochimique sous-jacent
fournira une base logique pour l'utilisation des COV dans la détection des altérations
métaboliques, qui sont causées ou associées a des maladies.

Les voies biochimiques menant a la production de diverses classes de COV (hydrocarbures,
alcools, aldéhydes, cétones, esters, nitriles et composés aromatiques) ont été examinées dans la
littérature scientifique.

o Peroxydation lipidique :
De tous les changements causés par l'augmentation du stress oxydatif, la peroxydation lipidique
génere un grand nombre de métabolites de réactions d'oxydation catalysées par les enzymes
cytochrome P450 avec des systemes associes.

La peroxydation lipidique est responsable de 'endommagement des tissus in vivo, pouvant étre
le point de départ d’un cancer, de maladies inflammatoires, dathérosclérose et de
vieillissement. Le corps humain essaie de contréler et de reduire la peroxydation des lipides par

I'utilisation d'antioxydants.

A titre d’exemple, la présence des substances dans l'air expiré telles que, les composés Heptanal

et Nonanal a pour origine le processus de peroxydation lipidique. Il s’agit de métabolites issus

des acides gras omega3 et w6, principaux composants des phospholipides formant une partie
des membranes cellulaires.

Alcanes, alcools et aldéhydes sont produits par divers systémes, y compris la réduction de
I'nydroperoxyde par le cytochrome P450, en tant que produit secondaire de la peroxydation

lipidique.

- Hydrocarbures
Les alcanes sont principalement produits par peroxydation de PUFA (Acides gras
polyinsaturés), principalement dans les membranes cellulaires et subcellulaires (peroxydation

lipidique).

La peroxydation des lipides et d'autres biomolécules par des especes réactives de l'oxygeéne,

produit des composés volatils de la famille des Alcanes, comme I'éthane et le 1-pentane.
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Ces hydrocarbures saturés, produits finaux de la peroxydation lipidique, ont été largement

utilisés comme indicateurs in vivo non invasifs de la peroxydation lipidique.

Bien que I'apparition d'autres hydrocarbures saturés (par exemple, C 3 -C 11) puisse étre liée
au processus de peroxydation des lipides, dans le cas des hydrocarbures ramifiés, ce mécanisme
ne semble pas pertinent. En raison de leur faible solubilité dans le sang, les hydrocarbures qui

ne sont pas métabolisés dans le corps sont émis dans la respiration en quelques minutes.

Le propane, le n- butane et le n- pentane ont été retrouvés dans I'haleine avec une fréquence
élevée de 87%, 99% et 90%, respectivement. Les deux premiers sont considérés comme les

produits métaboliques des bactéries et de I'oxydation des protéines.

- Acétone

L’acétone formé par la décarboxylation de l'acétoacétate provient également de peroxydation
lipidique. Plus précisément, I'acétoacétate et le b-hydroxybutyrate synthétisés dans le foie en
quantités significatives, subissent une décarboxylation spontanée de I'acétoacétate pour donner

de l'acétone ( Figure 10).

{. Zhydroksy-3-methyl
glutaryl-CoA

2 acelyl-CoA acetoacetyl-CoA |

aceloacelale

- =

D-3-hydroksybutyrate acetone

Figure 10. Mécanisme de formation de I’acétone
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Par ailleurs, au cours de la progression du cancer, une augmentation du taux d'oxydation des
acides gras due a des changements dans les conditions métaboliques entraine la formation de

corps cétoniques, dont l'acétone.

- Aldéhydes

L'hydroperoxyde, en tant que produit secondaire de la peroxydation des lipides, subit une
réduction enzymatique par le cytochrome P450, ce qui aboutit a la formation de composés
Aldehydes (Figure 11).

D'autres aldéhydes, tels que l'acroléine et la méthacroléine sont considérés comme les produits

finaux de la peroxydation lipidique.

Les aldéhydes sont egalement générés par le catabolisme des acides aminés et des hydrates de

carbone.

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs

'
OOH = ¥~~~ HOH

F atty acids hydroperoxides PGS Conjugated

Aldehydes 3 P eroxylradica

Figure 11. Produits générés dans l'oxydation des acides gras polyinsaturés (36)

o Meétabolisme de I’acide mévalonique
La principale source d'isoprene est une synthese endogéne d'acide mévalonique, précurseur de
la biosynthese du cholestérol. Ce composé est présent de fagon universel chez tous les individu,
a hauteur de 30 a 70% de tous les hydrocarbures (74)
D’autres sources d'isoprene sont connues, principalement I'industrie pétrochimique (fabrication

de caoutchoucs synthétiques) et la production naturelle par les plantes.
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o Métabolisme du glucose et des acides aminés

L'acétone provient egalement du métabolisme du glucose.

Le métabolisme des protéines peut également produire des corps cétoniques. Dans I'état de
cachexie, typique dans des conditions pathologiques telles que le cancer, le métabolisme des

protéines augmente, ce qui entraine des niveaux plus élevés de corps cétoniques.

Cependant, l'acétone ne peut pas étre utilisée comme biomarqueur du cancer car ses niveaux de
concentration dans I'hnaleine sont altérés par l'exercice, le jelne et / ou la consommation de

nourriture.

L'acide acétique, ainsi que la 2,3-butanedione, le 1-butanol, le 2-propanol, l'acétaldéhyde et
I'éthanol, peuvent également étre formes par les fermentations glycolytiques et non-
glycolytiques des hydrates de carbone (oxydation de l'acétaldéhyde par lI'enzyme aldéhyde
déshydrogénase ), mais aussi les fermentations d'acides amines (par exemple l'alanine, la

glycine et surtout le glutamate) (74).

- Métabolisme des alcools
Constitue la premiére source d’aldéhydes.

Les alcools peuvent étre absorbés par toutes les parties du tractus gastro-intestinal
principalement par diffusion dans le sang. Les alcools peuvent également étre un produit du

métabolisme des hydrocarbures.

Des enzymes telles que I'alcool déshydrogénase (ADH) et le cytochrome P450 (CYP2EL, qui
agissent principalement dans le foie) sont responsables du métabolisme de l'alcool dans
l'organisme. L'ADH peut catalyser I'oxydation de plusieurs alcools différents chez I’homme ;
les COV restants sont éliminés par l'excrétion d'alcool dans I'haleine, I'urine, la sueur, les féces,

le lait maternel et la salive.

L’analyse de I'éthanol de souffle a été un test pour l'intoxication a I’alcool pendant beaucoup
d'années, cependant de petites quantités d'éthanol exhalé peuvent étre mesurées chez les
individus qui s'abstiennent de l'alcool. L'éthanol produit de maniere endogene peut étre un sous-

produit métabolique du métabolisme bactérien (58).
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les alcools respiratoires, tels que le méthanol et I'éthanol, sont des produits métaboliques bien
connus qui proviennent en partie d'une fermentation dans I'intestin. Le méthanol endogene est

également généré par le systéeme enzymatique méthyltransférase.

Tableau 13 : Origine des COV et leurs liens avec un type cancer

C Origine LIEN AVEC CANCERS

ov
Catabolisme des acides gras Cancer du poumon (69)

Isopréne Biosynthese du cholestérol. VVoie mévalonique Cancer du poumon (122)
Cancer gastrique (13)
Ethanol Naturel par les plantes, diététique, Métabolisme Cancer du foie (123)
bactérien de I'intestin des sucres (117)

Acétonitrile Fumée de tabac Cancer du poumon (69)

2-propanol Produit d'une réduction a médiation enzymatique de  Cancer du poumon (57)
e Cancer du sein (65)
Xylene Essence, fumée de tabac Cancer de la téte et du
cou (65)

Naturel plante, essence, Peroxydation lipidique Cancer du poumon (65)

AV EabimeRES Contaminant plastiques, tubes, équipement médical Cancer de la téte et du
cou (124)

Déchet naturel ou industriel, alimentation Cancer du poumon (33)
Déchet naturel ou industriel Cancer de I’estomac (117)
Essence, fumée de tabac Cancer du poumon (69)
Naturel des plantes ou essence Cancer du sein (4)
Réfrigérant, plastiques Cancer du poumon (70)
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2.3. ASPECT METHODOLOGIQUE DE L’ANALYSE DE L’AIR
EXPIRE

Les composes organiques volatils constituent une part importante de la chimie actuelle.
L’étude d’échantillons gazeux est aujourd’hui un domaine a part entiére de la chimie analytique.

Cette progression dans la recherche est liée a I’intérét porté par de nombreux secteurs, allant de
I’agroalimentaire, le milieu médical, en passant par I’environnement, en quéte d’innovations

dans la production d’aréme, le contrdle ou le diagnostic.

En effet, I'analyse de 1’air expiré trouve son intérét dans la détection et la quantification de
composes organiques volatils (COV), notamment ceux d’entre eux liés a certains types de

cancers.

En 2006, le forum international MNT Gas Sensor Forum (Micro Nano Technology), annonce

comme « Grand défis de la recherche » les points suivants (125) :

e La caractérisation de COV

e [’identification des gaz expirés pour I’analyse médicale

e Mesure des variations anormales des marqueurs gazeux de maladies

e [’amélioration de la sélectivité et de la stabilité¢ pour les capteurs de gaz semi-
conducteurs

e Des microsystemes électromecaniques (MEMS) intégrés en utilisant des réseaux de

capteurs

En effet, ce type d’analyse constitue une nouvelle dynamique dans le diagnostic médical car
elle utilise des techniques de collecte de prélévements et d’échantillonnage non invasives qui

peuvent étre facilement acceptées par les patients et potentiellement peu codteuse (126).

Avant toute analyse respiratoire de COV, il est important de cibler la phase de I’expiration a
privilégier, les échantillons d'haleine sont ensuite recueillis dans des récipients prévus a cet effet
(cartouches ou sacs en plastique inerte), puis concentrés avec des dispositifs de concentration,

tels que la microextraction en phase solide (SPME) ou les tubes absorbants.
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2.3.1.Prélevements

Au cours du prélevement de 1’échantillon d'haleine, il est possible de choisir la partie de la

respiration qui peut étre collectée. En effet, la phase expiratoire peut étre divisée en 3 phases

distinctes en fonction des concentrations de composés gazeux (Figure 13 ) :

Chacun des trois principaux types d'échantillonnage sera discuté plus en détail.

Expiration tardive (late expiratory)
Expiration de fin de marée (end tidal)

Expiration mixte (mixed expiratory)

Rappel physiologique de la respiration

En physiologie pulmonaire, I'air expiré est un mélange de deux types d’air (Figure 12) :

Air contenu dans I'espace mort : c’est a dire les voies respiratoires qui ne participent pas

aux échanges gazeux. Il s’agit de I’air provenant de la cavité buccale, de la trachée et

des bronches.

L’air alvéolaire : il s’agit de la fraction d'air expiré qui a été en contact avec le sang dans

les alvéoles.
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Figure 12 : Schéma de la physiologie respiratoire (127)
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Figure 13. Cycle expiratoire (128)

Dans la plupart des articles disponibles, le contréle visuel du CO, en repérant
les concentrations de CO, pendant I'expiration, représente la méthode la plus couramment

utilisée pour situer le type d’air expiré recueillis,

Il existe en effet une corrélation entre la phase expiratoire et la quantité de CO; expire : au lcours
de la phase | de l'exhalation (Figure 13), les niveaux de CO, sont généralement faibles mais
augmentent pendant la transition (phase Il) et évoluent ensuite en plateau annoncant le début

de la phase I11, dite phase alvéolaire.

Cette méthode, permettant de visualiser les différentes phases de 1’expiration, est connu sous le
nom de capnométrie et offre la possibilité de savoir quand commencer la capture de I'haleine. 1l
existe des dispositifs qui permettent I'extraction manuelle de l'air lorsque la phase alvéolaire a
été atteinte (128) et d’autres de fagon automatisée (129). L'utilisation du contrdle visuel de la

respiration par le CO- peut également étre étendue aux patients ventilés (130).
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Figure 14. Représentation visuelle schématique représentant une seule phase respiratoire expirée par capnographie (128).

Z = espace mort anatomique
Y = espace mort alvéolaire Z + Y = espace mort physiologique
X = volume courant effectif

Vi = volume courant
Vpaw= espace mort des voies aériennes

Idéalement, la respiration devrait étre prélevée lorsque la concentration de dioxyde de carbone
atteint son plateau (Figure 14). D’autre part, il est important que la personne fournissant

I'échantillon ne n’hyperventile pas.

2.3.1.1. Souffle d’expiration mixte

L'échantillonnage expiratoire mixte de I'naleine englobe le souffle exhalé total, incluant l'air de
I'espace mort. Cependant, I’air de cet espace, correspondant a I’air logé dans la bouche et la

cavité nasale, n’est pas impliqué dans les échanges gazeux.

L’espace mort est une notion essentielle pour I’interprétation des problémes liés a la ventilation.
Il s’agit d’un espace dans lequel la ventilation s’effectue mais ou les échanges gazeux n’ont pas
lieu. Il comprend par exemple la bouche, le passage nasal, le pharynx, le larynx, la trachée, les
bronches et les bronchioles. Ces structures anatomiques ne participent jamais aux échanges de

gaz et constituent ce que ’on appelle 1’espace mort anatomique.

En plus de cet espace, quelques alvéoles sont ventilées, mais non perfusées, et ne participent

pas non plus aux échanges de gaz : ils constituent 1’espace mort alvéolaire.

La somme des espaces morts anatomiques et alvéolaires est I’espace mort physiologique.
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Alors que le volume de I’espace mort anatomique est généralement fixé pour un individu,
I’espace mort alvéolaire apparait plus variable et dépend notamment de la position spatiale de

I’individu (34) et de la survenue de diverses affections (131).

La respiration expiratoire mixte peut étre considérée comme le type de respiration le plus
simple, car elle regroupe toutes les phases de I'air exhalé illustrées sur la Figure 14. Cette option
peut étre intéressante en raison de sa simplicité, mais elle n’offre pas la meilleure qualité
d'échantillon d'haleine en raison de la plus grande abondance de contaminants de

I'environnement, issus de la bouche et du nez.

Ce temps de collecte n’est pas idéal car il peut encore y avoir de fortes chances d'obtenir un
faux résultat positif dans cette situation ; a savoir, l'identification d'un COV exogene en tant
que marqueur candidat. Cela a été reconnu par plusieurs études soulignant la nécessité d'un
contrble rigoureux et d'un échantillonnage reproductible lors de l'obtention d'échantillons
d'haleine (128).

Les autres types de souffle visent donc a minimiser la contamination de 1’air expiré par cet

espace mort.

2.3.1.2. Souffle d’expiration tardive

L'échantillonnage de I'haleine expiratoire tardive consiste a rejeter la partie initiale de
I'expiration expirée (espace mort estimé) et a capturer I'air a la fin du cycle respiratoire. Ce type
de respiration représente le choix d’une grande partie des études de biomarqueurs
respiratoires. La minimisation de I'espace mort permet une plus grande contribution relative des

COV endogenes dans I'échantillon.

Dans certaines méthodes, il suffit d'exclure les premieres secondes d'expiration d'un individu

avant que I'échantillon d'haleine ne soit collecté.
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2.3.1.3. Souffle de fin d'expiration

Egalement appelé expiration « alvéolaire », il s’agit de 'air collecté du début a la fin de la phase
[11 du cycle respiratoire (Figure 13). Durant cette phase, on note de fortes concentrations de

COV endogeénes et un minimum de contaminants.

L'utilisation du terme « alvéolaire » peut étre trompeuse car les modéles d'échange de gaz ont
montré que I'échange de COV avec les voies respiratoires peut se produire (132).

De la méme fagon qu'une respiration expiratoire tardive, les COV des voies respiratoires
peuvent étre perdus et comme tous les marqueurs endogénes ne sont pas systématiquement
produits, ce type de souffle ne convient pas pour étudier les maladies des voies respiratoires,
dans lesquelles il est utile d’explorer les marqueurs locaux d’une inflammation, comme par
exemple lI'oxyde nitrique, un marqueur respiratoire endogéne provenant des voies aériennes et

utilisé en clinique pour la caractérisation de l'asthme (133) .

Un échantillon d’air de fin d'expiration peut étre obtenu par ré-inhalation. Dans cette approche,
le but est de parvenir a un équilibre entre les voies respiratoires et la circulation sanguine. Etant
donné I’absence d'introduction d'une source d'air externe pendant ce processus, on considere

que la concentration recueillie refléte une concentration proche de la concentration sanguine.

Cette méthode fat utilisée en 1983 pour comparer une concentration d'éthanol dans sang et dans
I’air expiré (134). Cependant, cette étude concernait un seul analyte et peut ne pas s'appliquer

a tous les métabolites.

Un résultat similaire a été obtenu par Ohlsson et al. en utilisant une variation de ré-respiration
connue sous le nom de ré-respiration isotherme (135). Cette variante vise a minimiser la

condensation dans le récipient et les voies respiratoires.

La représentation visuelle des phases respiratoires est absente et peut ne pas étre nécessaire en

utilisant cette méthode car I'air ambiant n'est pas introduit apres la premiere exhalation.

Cette approche peut ne pas convenir a la clinique en raison d'une géne potentielle pour les
patients, genérée par la hausse des niveaux de dioxyde de carbone et la diminution de la
concentration d'oxygéne, et ne convient encore moins aux personnes souffrant de problemes

respiratoires aigus (ou chez les patients ventilés mécaniquement).

La condensation peut également avoir un impact sur la stabilité des COV recueillis de cette

maniére si elle n'est pas optimisée.
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2.3.1.4. Variabilités

Plusieurs précautions sont a prendre en compte lors du préléevement des échantillons pour

amoindrir le risque de contamination des échantillons par des COV contenu dans 1’air ambiant.

Les variabilités inter-individuelles sont également a prendre en considération pour exploiter au

mieux les résultats des analyses.

a) Air exteieur

L'air ambiant contient des composants organiques volatils a des concentrations pouvant
dépasser les quantités présentes dans I’air expiré, il est donc nécessaire de prendre un soin
particulier dans le nettoyage de l'air environnant en contact des personnes examinées avant de

prélever un échantillon d'haleine.

En effet, la plupart des analytes d'intérét sont également présents dans l'air inhalé et leur impact
sur les mesures représente un probleme fondamental (130) (Figure 15).
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Figure 15. Comparaison des concentrations des substances volatiles respiratoires inspirées et expirées (83).
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b) Reproductibilité

L’amplification et la fréquence de la respiration sont sous contrble du systéme nerveux
autonome. Cependant, les prélevements peuvent étre soumis a une variabilité. En effet,
lorsqu'on demande au patient de fournir un échantillon d'haleine, cette action entraine un

changement de la respiration autonome vers une respiration consciente.

D’autres préoccupations relatives a la reproductibilité se posent également en raison des
propriétés physiologiques distinctes entre individus tels que le débit cardiaque et la ventilation
pulmonaire qui peut également introduire une variabilité indésirable, méme au sein d’un méme

individu échantillonné a plusieurs reprises dans différents états physiologiques (136).

c) Tabac

Chez ’homme et la femme, respectivement 90% et 78% des cancers du poumon seraient dus
au tabac. En effet, un lien univoque entre la fumée de tabac et la carcinogénése pulmonaire a
été établi par des observations moléculaires ainsi que par des données expérimentales

précliniques et épidémiologiques sur les animaux.

La fumée de tabac contient de nombreux COV également retrouves dans I’haleine. Selon
Horvath et al., fumer est associé a ’altération des COV exhalé, car la fumée de tabac contient
une quantité importante de COV, et modifie le processus cellulaire relatif a la production de
COV en augmentant le stress oxydatif et la peroxydation des lipides (69). On pourrait s’attendre
ainsi a un facteur de confusion lorsque 1’on utilise le profil COV pour la détection du cancer du
poumon mais Philipps et al. ont montré que fumer ne modifiait pas le pouvoir discriminant des
tests de COV d’haleine (137).

Néanmoins, par précaution et pour une collecte d’échantillon optimale, il est nécessaire

d’interdire aux patients de fumer avant un prélevement d’air expiré.

d) Eau/humidité

L'interaction des COV avec de la vapeur d'eau, comprenant 99% en volume de liquide exhalés
est une autre considération importante lors de la prescription d'une collecte normalisée. Des
études ont montré une concentration réduite de COV clés en raison de leur absorption dans de

I'eau de condensation dans le dispositif de collecte (138).
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En général, une augmentation de I'humidité est associée a une augmentation de la conductivité

et donc a une diminution de la résistivité (139).

En résumé, un risque de contamination se pose en raison de l'inclusion de I'espace aérien mort,
mais aussi de la présence de contaminants exogénes, et ne doit étre pas négligée afin d’obtenir

des résultats représentatifs de la réalité et exploitables.

Ainsi, plus d'efforts sont encore nécessaires avant de pouvoir déterminer un standard de temps
expiratoire idéal, utilisable en clinique. Le systéme idéal aurait besoin d'étre adapté a I'état
physiologique de chaque individu pour recueillir un échantillon représentatif et réduire
au minimum la contamination de I'espace mort, mais ce serait au détriment de la simplicité et

I'aspect pratique de nombreux systémes actuels.

En revanche, l'utilisation d'un capteur de pression qui active I'échantillonnage au cours d'une
phase d'expiration predefinie, déterminée par la courbe de pression expiratoire de I'individu,
peut étre utilisée comme un systéeme personnalisé pour I'échantillonnage (140). Malgré un

volume imposant et sa complexité, il peut étre une alternative plus précise.

La méthode idéale du type de prélevement expiratoire de I'haleine devra répondre a des
exigences : simplicité, adaptée a la physiologie personnelle, permettant une sélection ciblée des
voies aériennes et / ou alvéolaires (selon la maladie étudiée) et éliminant I'air collecte de l'espace

mort et de I'environnement.

Cette combinaison n'est pas encore possible et toutes les méthodes actuelles nécessitent un

compromis dans un ou plusieurs domaines.

Comme l'analyse de la respiration n'en est encore qu'a ses débuts et que l'objectif principal est
la découverte de biomarqueurs, il apparait judicieux de minimiser les compromis, au détriment

de la simplicité.

107



2.3.2.Echantillonnage de I'air expiré

L'échantillonnage de l'air expiré est une étape cruciale dans I'analyse de la respiration.

L'échantillonnage direct est préférable au stockage pour une analyse ultérieure. De cette facon,
la décomposition des échantillons ou la perte de composeés par diffusion est évitée.

Lorsque I'analyse directe n'est pas possible, le stockage approprié de I'air expiré est une question

importante a considérer, car il expose a des risques :

- De transfert de contaminants de I’air,

- De perte par diffusion a travers le sac de stockage,

- D’adsorption sur les parois intérieures du sac de stockage,

- D’interactions entre les constituants de I'échantillon et/ou avec les COV presents sur les

parois du récipient de stockage (COV des adhésifs et des plastifiants des ballons).

Tout ceci peut altérer irréversiblement la composition initiale de I'échantillon et ainsi fausser

les résultats finaux des analyses (141).

2.3.2.1. Les difféerents types de collecteurs

Généralement, la respiration peut étre collectée de plusieurs fagons. Une liste non exhaustive

des moyens de collecte est présentée dans le Tableau 14.

L'échantillonnage direct de I'naleine préalablement concentrée est possible (140), mais une
grande partie des études examinées décrivent le stockage temporaire avant la concentration

préalable.
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Tableau 14 : Exemples de collecteurs d’haleine en vigueur dans la recherche de [’analyse respiratoire

Sacs en
polymere
type
Tedlar®

Sacs
Flexfoil®

Sacs
BreathBag
™

Sacs
Nalophan®

Flacons en

VErre

Désorption

thermique

Bio-COV

Sampler™

Appareil
BCA

Collecteur

Matiére

PTFE

PET / NY /
AL / CPE

NR

PET

Verre

Tubes avec
Différents

adsorbants

Particularités

Transparents ou noirs

Préconcentration
nécessaire
Utilisé pour le

prélevement d’air en

batiment d’élevage

Contient

Avantages Inconvénients

Absorption de certains
constituants de la
respiration pendant le

stockage.

Matériau limitant
I‘adsorption du NH3 sur

les parois

une bande chimique éliminant les

contaminants volatils de fond

Utilisation pour SPME

Utilisation pour SPME

Utilisé dans TD-GC TD

Plastique (présenté comme sdr et sans

émission)

Expiratoire tardif

Microprocesseurs piége absorbant en

acier inoxydable contenant du charbon

actif

Expiratoire tardif

Codt tres limité, inertie,
stabilité de I'échantillon
Ne libére pas de

composés organiques

Faible  volume  dair
collecté
Personnel non qualifié
possible

Appareil de prélevement
d'air portatif

Poly-tétra-fluor éthyléne/ polyéthyléne téréphtalate / nylon / feuille d'aluminium / polyéthyléne chloré polyéthyléne téréphtalate
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2.3.2.2. Fréquence d’utilisation par type de collecteur

En ce qui concerne le type de matiére, les sacs en polymere englobent la majorité des contenants

de collecte de I'haleine ; dont les sacs Tedlar ®, Mylar, et des sacs en aluminium.

Actuellement, les sacs Tedlar sont les matériaux les plus couramment utilisés pour la collecte
de l'air (142).
Les sacs Nalophan sont également populaires en raison de leur faible prix, de leur inertie et de

leur durabilité relativement bonne.

Bio-COV ™ Sampler, un appareil de collecte de I'haleine est I’échantillonneur le plus utilisé

apres les sacs en polyméres, comme on le voit dans le graphique ci-dessous (Figure 16) (143).

Polymer bags l
Bio-VOC
Other

Syringe, glass vial

Canister

BA | |

Figure 16 : Fréquence d'utilisation de procédé de collecte. répartition en pourcentage des types de récipients de collecte de
I'air expiré (133)

2.3.2.3. Qualité attendu d’un collecteur

Un collecteur doit présenter certaines qualités indispensables pour une éventuelle pratique
clinique :

- Economique

- Facilité d’utilisation

- Durabilité

- Inertie : contenant chimiquement inerte par rapport aux composés du souffle

- Imperméabilité : ne permettre ni I'entrée ni la sortie des COV de l'air expiré
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- Compatibilité avec de multiples dispositifs de piégeage de COV

D'autres facteurs tels que les niveaux de contaminant du contenant doivent étre pris en compte

afin de ne pas compromettre les précieux échantillons humains.

2.3.2.4. Apercgu sur les sacs en polymére

L’utilisation des sacs en polymere pour un échantillon complet d’air consiste a remplir un sac
spécial (Tedlar®, par exemple) avec le mélange gazeux a analyser et de le dégonfler dans

I’appareil prévu pour I’analyse.
Le grand désavantage de cette methode est qu’elle nécessite une étape de préconcentration.

Les composés volatils doivent étre focalisés a I’entrée du détecteur par un piege ou sur un
adsorbant. Cette technique engendre donc de nombreuses etapes de préparation, chacune
d’entre elles pouvant conduire a des pertes. Elle n’est donc pas toujours recommandée pour
I’analyse de COV. En revanche, elle est souvent employée pour réaliser des dosages

olfactométriques pour le contréle des nuisances olfactives.

2.3.2.5. Apercu sur le BCA (Breath collecting appared) :

Concu par Messana Research, organisation fondée par Michael Phillips, médecin pionnier dans

I’analyse de I’haleine.

I1 s’agit d’un appareil de prélevement d'air portatif pouvant recueillir des échantillons d'haleine

pratiquement n'importe ou (Photo 3).

La collecte se déroule pendant deux minutes, pendant lesquelles le sujet respire normalement a
I'intérieur d'un embout buccal jetable, tout en portant un pince-nez. Les COV respiratoires sont

ensuite captés sur un petit piege absorbant en acier inoxydable (Photo 2).

Ce piége est ensuite envoyé au laboratoire pour I’analyse par chromatographie en phase gazeuse
et spectrométrie de masse. Un deuxiéme piége adsorbant, séparé du premier, capture des

échantillons d'air ambiant.
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En effet, la sensibilité importante du BCA permet de recueillir également un échantillon d'air
ambiant, permettant ainsi de différencier les COV inhalés des COV respiratoires et calculer

I« empreinte respiratoire » provenant du corps.
Chaque analyse identifie généralement plus de 200 COV différents.

Le BCA permet la détection des COV présents en concentrations pico-molaires (10 "2 mol / I).

Photo 3 : Appareil BCA (77) Photo 2 : Tube BCA

Plus récemment, Messana R a développé un nouveau systeme d'analyse de I'haleine encore plus
performant, le BreathLink ™, qui en plus de recueillir I’air expiré, il concentre et analyse

I’échantillon d'haleine en quelques minutes via un transfert instantané par Internet.

2.3.2.6. Apercu sur le Bio-COV ™

Ce dispositif d'‘échantillonnage commercialisé sous le nom de Bio-COV Sampler™, a été

récemment introduit sur le marché et connait depuis une utilisation croissante (144).

Le principal avantage de cet échantillonneur est de recueillir la derniere partie de la respiration

exhalée, qui est plus susceptible de représenter l'air profondément dans les poumons.
L'échantillonneur d'haleine Bio-COV se compose :

- D’un embout buccal jetable
- D’un collecteur volumétrique (tube / seringue) : environ 100 ml d'air

- D’un piston.

Le sujet respire a travers un embout en carton jetable dans I'échantillonneur munis d’une

extrémité ouverte permettant a l'air d'étre déplacé au fur et a mesure de I'expiration.

En conséquence, cela permet la collecte de l'air alvéolaire.
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Une fois la collection de respiration terminée, les COV sont concentrés en utilisant des fibres
SPME, insérées directement dans I'échantillonneur.

La collecte d'échantillon d'haleine de fagon contrdlées est une exigence primordiale pour la
progression de la recherche d’analyse de I'haleine.

Dans ce sens, la mise en place de procédés standardisés, prenant en compte les critéres de
qualités, ainsi que les avantages et les inconvénients des différents types de collecteurs s’avérent

utiles pour démocratiser 1’utilisation de ’analyse du souffle.

Cependant, malgré 1’évolution de la recherche dans ce domaine, il n'existe pas a ’heure actuelle
de méthodes normalisées d'échantillonnage de I'haleine ou de lignes directrices sur les
meilleures pratiques, mais des efforts sont actuellement déployés pour établir un consensus

commun.

2.3.2.7 Alternative a I'’échantillonnage : I'analyse en temps réel

L’analyse en temps réel évite la collecte d'échantillons dans des sacs ou sur des pieges qui
peuvent étre source de dégradation partielle des métabolites de I'haleine ou d'introduction

d’impuretés dans 1’échantillon.

Au cours des derniéres décennies, des techniques analytiques de spectrométrie de masse a tube
d'écoulement (SIFT-MS) et de spectrométrie de masse a transfert de protons (PTR-MS) ont été
développees pour des applications medicales, utilisant I'analyse de souffle, l'analyse d'urine,

I'analyse fécale, les études in vivo de peau humaine, et les cultures cellulaires in vitro (74).

Ces deux techniques ont été développés pour la détection en ligne et la quantification en temps
réel des gaz, avec une sensibilité élevée. Elles sont par ailleurs suffisamment sensibles et rapides
pour permettre l'analyse simultanée de plusieurs metabolites gazeux a 1’état de traces dans des

collectes a respiration unique (145).
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2.3.3.Préconcentration

Les concentrations de nombreux biomarqueurs respiratoires, sous forme de composés
organiques volatils, se trouvent dans I’haleine a I’état de trace, généralement des parties par

million de volume (ppmv) voire moins (pptv-ppbv), et leur détection fiable pose un défi majeur.

C’est pourquoi, avant toute tentative de séparation et de détection a I’aide d’instrument

analytique, méme trés sensible, une préconcentration s’avére nécessaire.

En effet, cette préconcentration est indispensable pour améliorer les limites de détection (LOD)
des méthodes analytiques.

D’autant plus, que pour certaines méthodes de collecte, une dilution des COV peut se produire,
ce qui est particulierement le cas pour les échantillons d'haleine a prélévements de phases

expiratoires mixtes (mélange d’air alvéolaire et d’air de I’espace mort).

Les échantillons d’air sont des mélanges trés complexes, il est donc impératif de determiner
quel piege ou combinaison de piéges doit étre utilisé pour obtenir les meilleurs résultats dans le

contexte étudié.

Dans I’idéale, une préconcentration utilisera des piéges capables d’adsorber sélectivement et de
facon complete les composés organiques volatils dans le souffle, puis de les désorber
complétement, généralement par décomposition thermique, sans perte ou de contamination des

analytes d'intérét.
Les méthodes de pré-concentration couramment utilisées comprennent :

- Les tubes de désorption thermique (TD) contenant des adsorbants
- La microextraction en phase solide (SPME)

- Les dispositifs de piégeage d'aiguilles (MTN)

2.3.3.1. Choix de l'adsorbant
Le choix de ’adsorbant doit étre réalisé selon différents critéres.

En effet, chacune des deux opérations, absorption et désorption, est liées de facon déterminante

a la nature physico-chimique du liquide d’absorption employé avec des spécificités propres.

- Equilibre d’adsorption et transfert de matiére,

- Equilibre de désorption et transfert de matiére,
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- Criteres techniques de mise en ceuvre,
- Criteres de sécurité et économiques

- Non toxique et non moussant.

Une grande variété d'adsorbants permettant de réaliser I’analyse de COV est disponibles sur le
marché : Tenax®, Carbopack®, Zéolithe®, etc.

IIs different par leur propriété chimique, leur composition, leur structure poreuse et leur surface.

a) Polarité

Les sorbants solides tels que Carboxen sont adaptés pour piéger des composés organiques tres
volatils (~ C , -C,), tandis que Tenax sorbants piégent les COV moins volatils dans le souffle
("' C 7'C 15) (146)

En outre, les absorbants tels que Carboxen sont hydrophiles, ce qui retient 'hnumidité, et affecte
négativement la capture quantitative de certains analytes. L'introduction d'une étape de purge a

sec, en particulier lorsqu'on utilise un sorbant hydrophile, peut étre une solution (147).

b) Nombre de couches

D’autres facteurs doivent étre pris en considération, notamment I'utilisation de sorbants a une
ou plusieurs couches (ou multi-lits), dont le choix dépendra des analytes d'intérét investigués,

ainsi que la quantité de sorbants utilisée.

Alors que les sorbants multi-lits peuvent piéger un plus grand nombre d'espéces chimiques, tant
en termes de volatilité que de polarité, les interactions analyte-sorbant aux interfaces des lits

tasseés peuvent affecter la reproductibilité et donc la stabilité (148).

2.3.3.2. Tubes de désorption thermique (TD)

Les tubes TD sont tres populaires dans la pré-concentration des COV et représentent pres de

la moitié des méthodes de pré-concentration publiés a ce jour.
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Les absorbants peuvent étre emballés manuellement dans les tubes ou les tubes peuvent étre
achetés pré-emballés aupres des fournisseurs. Les sorbants couramment utilisés comprennent
Tenax TA & GR, Carbograph 5TD, Carboxen.

En raison des propriétés distinctes de ces matériaux, il existe une variabilité importante dans la
gamme de substances volatiles qui peuvent étre piégées, ainsi que la stabilité de I'interaction

des composés sorbants.

Le volume de I'échantillon doit étre pris en compte afin d'éviter la percée et la perte subséquente

des analytes.

Lorsque I'haleine a été stockée temporairement dans des sacs en polymeére par exemple, la
capture de COV se fait en attachant une extrémite du tube TD au sac et l'autre extrémité a une

pompe qui fonctionne pour tirer le souffle du sac a travers le sorbant.

Bien que l'utilisation de ces tubes TD contenant un sorbant soit déclarée trés sensible, cela peut

prendre beaucoup de temps.

Des préoccupations telles que la stabilité des COV piégés sur les matiéres adsorbantes, le

stockage et la logistique sont a prendre en compte.

Alternativement, les tubes peuvent étre temporairement stockes et envoyés aux laboratoires. Ce
qui rend cette méthode de préconcentration facilement adaptable pour une utilisation en

médecine clinique.

Une fois I’échantillon piégé, les composés sont désorbés thermiquement directement dans

I’injecteur (TD).

a) Avantages

Il a été montré que ces tubes peuvent étre conservés jusqu'a 2 semaines avant l'analyse, alors

qu'une autre étude suggére un temps plus long (148).

Cette méthode est intéressante car elle minimise les artéfacts, les pertes et les contaminations
et elle permet de diminuer la limite de détection (LOD). De plus, une automatisation complete

simplifie son utilisation.

Cette technique a I’avantage de ne pas utiliser tout I’échantillon lors de I’analyse.
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b) Inconvénients

Cependant, cette méthode est colteuse car elle nécessite le couplage de I’injecteur a un
appareillage spécifique. Il est aussi possible de désorber par solvant et d’injecter la solution par

la suite.

Le signal du solvant est trés intense et les manipulations de 1’échantillon sont nombreuses. Ces
dernieres peuvent mener a des pertes, car il s’agit de composés volatils. De plus, la dilution due
a I’extraction par solvant nécessite une plus grande concentration sur le piége que pour une TD.

Ce qui entraine une cadence d’échantillonnage plus lente.

Par ailleurs, il existe de nouveau systéeme permettant une recapture partielle des composés
volatils sur un deuxiéme piége. Markes International® commercialise ce type d’appareil sous
le nom d’Unity 2 TDU.

En conclusion, la TD permet une meilleure repétabilité et une meilleure LOD, car il n’y a pas
de dilution. Tout est injecté d’un coup dans la GC. La voie thermique est donc, en général,

favorisée.

2.3.3.3. La micro extraction en phase solide (SPME)

Une autre technique d’échantillonnage pour les composés volatils est la micro extraction en

phase solide (SPME).

Il s’agit d’une seringue en acier inoxydable contenant une aiguille creuse a I’intérieur de
laquelle se trouve une tige de silice fondue recouverte de I’adsorbant. Les matériaux de
revétement comprennent entre autres le polydiméthylsiloxane (PDMS) et le polyacrylate (PA),

entre autres (Tableau 15). Ces revétements piegent les COV par des mécanismes d'absorption.

Comme pour les autres méthodes, la phase polymére absorbante et les conditions d’adsorption
et désorption doivent étre choisies en fonction de I’échantillon. La fibre peut soit étre

directement introduite dans 1’échantillon, soit étre exposée a 1’espace de téte (Head pace).

Il ne s’agit pas d’une extraction totale, mais d’un équilibre qui se crée entre la matrice et le

polymere, si les conditions sont maintenues constantes.
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Tableau 15 Combinaisons courantes de revétements SPME

COMBINAISONS D’ADSORBANTS COMPOSES PIEGES
CAR / PDMS Gaz et composés bas poids moléculaire
PDMS 65 MM / DVB Composes volatils, les amines et les composés nitro-aromatiques

PA 85 MM Composes semi-volatils polaires

PDMS 7 MM Composé s non polaires de haut poids moléculaire

PDMS 30 MM Composeés semi-volatils non polaires

Ccw Alcools et les composés polaires
CAR : CARBOXEN / CW : CARBOWAX/ DVB : DIVINYLBENZENE / PA : POLYACRYLA/PDMS : POLYDIMETHYLSILOXANE

a) Avantages

La SPME est une méthode d’extraction sans solvant qui n’altére pas la structure de
I’échantillon. Cette technique est avantageuse car elle ne nécessite pas d’appareillage
spécifique comme des pompes calibrées et chaque fibre peut étre employée une cinquantaine

de fois.

La SPME n'est pas tres affectée par la teneur élevée en humidité de I'échantillon et les étapes

d'adsorption et de désorption peuvent étre facilement automatisées.

SPME représente une alternative intéressante pour préconcentrer les composes volatils de

I'hnaleine ou la désorption est réalisée par chauffage direct dans I'entrée GC.

b) Inconvénients

Toutes les substances volatiles respiratoires ne peuvent pas étre préconcentrées sur les fibres

SPME actuellement disponibles sur le marche.

L'échantillonnage est généralement terminé lorsque I'équilibre est établi entre la fibre et
I'échantillon, généralement rapide dans le cas d'analytes volatils. Le temps d'équilibre dépend

de plusieurs facteurs dont le type de fibre, 1'épaisseur, la longueur et le degré d’agitation.

Cette méthode a prouvé une sensibilité comparable aux tubes TD mais peut étre limitée par la
quantité de revétement et I'épaisseur des fibres (149).
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2.3.3.4. Les pieges a aiguilles (NTD)

La méthode vise a combiner les points forts de la SPME et des tubes TD, en réduisant les temps
d'échantillonnage tout en conservant une sensibilité adéquate (150).

Les matériaux sorbants sont confinés dans un dispositif sesmblable a une aiguille et la respiration

est aspirée a travers l'aiguille pour capturer les COV.

Comme pour les tubes TD, la sensibilité peut étre améliorée en augmentant le volume

d'échantillonnage (151).

Apreés chaque manceuvre, l'air collecté est transféré dans un tube de désorption recouvert de 3

matériaux absorbants : Tenax TA, noir de carbone graphitise, tamis moléculaire carbonisé

(Markes Int. ™) .

Le tube est ensuite scellé avec un bouchon DiffLocks (Marks Int. ™) pour une analyse
ultérieure.

2.3.3.5. Cryo focalisation directe

Le principe de cette méthode est de faire passer I’échantillon d’air prélevé a travers une boucle

immergée d’azote ou d’oxygene liquide afin de condenser les COV.

Le piége a froid est ensuite chauffé tres rapidement de maniere a diriger tous les composeés

volatils vers la colonne chromatographique dans un intervalle de temps trés court.
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2.4. ASPECT ANALYTIQUE DE L’ANALYSE DE L’AIR EXPIRE :
IDENTIFICATION, DETECTION, ET PROFILAGE DES
BIOMARQUEURS RESPIRATOIRES.

L’analyse du souffle a construit son fondement grace a I’avancée scientifique dans la recherche
du métabolome. L'une des approches métabolomiques les plus prometteuses est l'analyse des
composés organiques volatils (COV), représentants un domaine émergeant de la biochimie
analytique, le volatilome.

De plus, la miniaturisation des méthodes chromatographiques, les progrés de 1’électronique
appliquées a la spectrométrie de masse et ceux de 1’informatique ont permis, de développer de
nouvelles technologies d’analyse biologique au cours des dernieres années, dans le cadre de la

surveillance des troubles métaboliques.

L'analyse respiratoire suscite un intérét scientifique considerable du fait que I'échantillonnage
respiratoire soit une technique non invasive, totalement indolore et non désagréable pour les
patients (126).

L'étude des echantillons d'haleine humaine avec diverses méthodes d'analyse a montré une
correlation entre les profils de concentration des composés organiques volatils (COV) et la
survenue de certaines maladies (121). Les instruments analytiques modernes permettent ainsi
la détermination de nombreux composés présents dans I'haleine humaine, a des concentrations

normales et anormales.

Néanmoins, a I’heure actuelle il s’agit d’un domaine peu exploité dans la pratique quotidienne.
Le développement de techniques analytiques, aidant a la caractérisation d’échantillons gazeux
les plus complexes, contribuera indiscutablement a la pleine progression de la pratique clinique

en adéquation avec la recherche.

D’un point de vu méthodologique, une fois 1’échantillonnage réalisé, plusieurs possibilités
sont envisagées pour la séparation, la détection et le dosage des composés volatils présents

présent dans le volume d’air collecté.

Pendant longtemps, I'un des principaux problémes dans l'analyse des composeés volatils fut la

séparation et lidentification des substances. Cette phase était tres laborieuse avant



I’aboutissement des techniques de chromatographie gazeuse entre les années 1980 et 1990
(62).

A I'heure actuelle, d’autres progrés considérables ont été réalisé en chimie analytique.
L’analyse instrumentale de biomarqueurs du souffle peut étre divisée en deux sous-groupes.

- Les méthodes classiques qui utilisent la chromatographie en phase gazeuse (GC),
généralement couplés avec la spectrométrie de masse (MS) : il s’agit de méthodes
conventionnées et validées pour leur usage dans la pratique clinique.

- Les méthodes non conventionnelles, basées sur 1’odorologie, surtout utilisées en
recherche et développement, et faisant I’objet de plusieurs études pour démontrer leurs
applicabilités en pratique clinique :

o Utilisation des prédispositions olfactives des animaux,
o Analyse électronique via l'utilisation de capteurs, sous la forme de «nez

électroniques », ou eNose.

2.4.1.Méthodes conventionnelles d’analyse des COV

Il n’existe pas un seul choix de méthode pour I’analyse des COVs dans la respiration.

Les techniques de séparation et d’analyses doivent étre définies en fonction de 1I’échantillon et

de I’information que 1’on souhaite obtenir.

Idéalement les recherches sur les biomarqueurs doivent reposer sur des méthodes analytiques
qui offrent une sensibilité, une précision et une résolution élevées, en raison de leur faible

concentration.

2.4.1.1. Méthode de séparation : Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (GC) est sans conteste la reine de la discipline, impliquée
dans un grand nombre de méthodes analytiques, utilisée aussi bien en routine qu’en recherche

et développement. La GC tire parti du haut pouvoir de résolution des colonnes capillaires
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utilisées, de la disponibilité de détecteurs universels et de son couplage possible a la
spectrométrie de masse (MS) (Figure 17).

Un chromatographe en phase gazeuse comporte trois parties: un injecteur, une colonne de

séparation et un détecteur (152).

Bouteille de .
gaz sous manometre njecteur
pression ™2 Détecteur
, l Valve | _

1

{1

Filtres

Figure 17 : Schéma d'une chromatographie en phase gazeuse

Aprés avoir introduit I'échantillon au moyen d'une micro-seringue via l'injecteur, la séparation
des molécules s'effectue dans la colonne en fonction d'un gradient de température sous la

pression d’une phase mobile, le gaz vecteur (azote ou hélium).

En 1969 et 1971, elle a permis a deux chercheurs, Jansson et Pauling (62) de détecter plus de
200 composés différents dans la respiration humaine, dont la quantité était de 1’ordre du partie

par million (ppm).

Il existe une grande variété de chromatographie en phase gazeuse. Ce qui va différencier une

CG d’une autre sera la spécificité de sa phase stationnaire.

Une phase stationnaire est de qualité si elle présente une stabilité en cas de fortes température,
une inertie totale vis-a-vis du soluté, ainsi qu’un facteur de rétention et un facteur de sélectivité

situé dans la fourchette optimale des composeés a séparer.
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Phases en polymeres siliconés
Ce sont les phases les plus répandues, elles sont dérivées du diméthyle polysiloxane.

Cette phase est greffée sur la colonne en silice par une liaison -O-Si-O-.
La polarité de la chromatographie sera déterminée en fonction du nombre de groupement
radicaux (R) par rapport aux groupes méthyles (CHzs), c’est ainsi que les propriétés d’une

chromatographie peuvent varier :

- R= CH3: colonne complétement apolaire, séparation des produits suivant leur point
d'ébullition (noms commerciaux : DB-1, OV101, SE-30...)

- R= Phényle a 5% : colonne la plus utilisée en CG, elle est répertoriée sous les noms
commerciaux suivants : DB5, CPsil5, OV5...

- (R=-CH2-CH2-CH2-CN) (ajout d’un substituant cyanopropyle): colonne trés
polarisée (moment dipolaire du groupe -CN important). Ce sont les phases DB 1701,
CPsil 18...

Phases a base de PEG (les wax)
Ce sont des phases beaucoup plus polaires.

Elles sont greffées sur les parois en silice de la colonne par I'intermédiaire d'une liaison Si-O-
C.

Les dénominations commerciales de ces phases sont : Carbowax, DB-wax, CP wax 52.
Ces phases sont utilisables entre 20° et 250°C, elles sont moins inertes que les phases siliconées,

elles sont en particulier trés sensibles a I'oxygene.

a) Lachromatographie simple

Cette premiéere technique consiste a injecter la substance a analyser sur la téte de la colonne
chromatographique, pour ensuite passer a travers la colonne sous la pression continue d'une
phase gazeuse inerte. Tout au long de son passage a travers la colonne, les différents
constituants de l'analyte se séparent, dans un ordre dépendant en grande partie du matériau

utilisé pour la colonne.

Les phases Silicones ont tendance a séparer les analytes selon le point d'ébullition alors que les

phases polaires les séparent selon leurs polarités relatives (14).
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Cette méthode est couramment couplée a la spectrométrie de masse (MS) afin d’identifier les

especes séparees.

A I'heure actuelle cette méthode est la procédure de référence pour I’identification des COV

dans I'haleine humaine.

b) Lachromatographie multicentrigue

Ces derniéres années, de nouvelles méthodes performantes ont vu le jour, comme les techniques

chromatographiques multidimensionnelles (MDGC, GCxGC).

La GCxGC est une méthode étudiée et utilisée pour résoudre les problemes liés a la
complexité de certaines matrices. Elle commence a conquérir de plus en plus le secteur de

I’analyse de composés volatils, principalement occupé par la GC simple.

L’avantage de la chromatographie est la possibilité de la coupler a différents détecteurs.

2.4.1.2. Méthodes de détection
Il existe deux types de détecteur :

- Les détecteurs universels,

- Les détecteurs spécifiques.

Les détecteurs universels présentent une sensibilité moyenne pour la plupart des composés
organiques, alors que les détecteurs "spéecifiques” donnent une réponse beaucoup plus intense

pour certaines familles chimiques.

a) Détecteur universel

Le détecteur universel par excellence est celui a ionisation de flamme (FID en anglais). C’est

un des détecteurs les plus utilisées.

Les effluents a la sortie de la colonne sont brilés dans une flamme alimentée par un mélange

hydrogene-air. La combustion des composés organiques produit des ions qui sont collectés par
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une électrode entourant la flamme. Ce courant de flamme est amplifié par un électrometre

qui transforme le courant en tension puis cette tension est dirigée sur un enregistreur.

Ce détecteur est tres sensible, car il offre une limite de détection de 2 & 4 pg. Il est linéaire. En
revanche, il est discriminant, sa réponse varie suivant les produits injectés, ce qui impose un

étalonnage si on veut analyser un mélange.

Le détecteur a ionisation de flamme ne donne aucune réponse avec les gaz les composés

inorganiques et des corps trés simples comme H>O, NH3, CO2, H2C=0....

b) Détecteurs spécifigues

Considéré comme sélectif en raison de sa sensibilité importante vis-a-vis des déerivés halogénés.
Il est composé d’une source radioactive, lui imposant une réglementation particuliére. En régle

générale utilisé dans I’analyse des pesticides chlorés et des polychlorures de biphényle.

Détecteur spécifique sensible aux composés azotes (N) ou phosphores (P).

Ce détecteur est assez sélectif mais peu rependu, il convient aux hydrocarbures aromatiques,

ainsi qu’aux dérivés contenant S ou P.

Lorsque le chromatogramme présente des pics rapproches, des confusions de composés peuvent

se produire. Pour y remédier, on peut associer plusieurs détecteurs complémentaires (153)

(Figure 18). P —
F' [ \“._PJ_ Figure 18: Couplage de plusieurs détecteurs pour
{_ ﬂ & analyse chromatographique (108).
1 Tl 2 - 3 +
PID ECD FID

Méme si la plupart des appareils utilisés sont fixes, il existe des GC portables avec des
détecteurs PID, ECD ou FID permettant, par exemple, une analyse sur le terrain a partir de tige
SPME.
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2.4.1.3. Méthodes d’identification et de dosage

a) Spectrométrie de masse

source filtre multiplicateur

dions  quadripolaire d'électrons
déviateur

oy,

séparation

des

composés .L_
CHROMOTOGRAPHE SPECTROMETRE DE MASSE
e r
comparaison _
avec bibhothéque ordinateur

de spectres

b

| IDENTIFICATION

Figure 19 : principe de la spectrométrie de masse (108)

Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en

fonction de leur rapport masse/charge (m/z) (Figure 19).

Le jumelage de la spectrométrique de masse (MS) a la HPLC ou a la GC permet une

identification structurale des composés.

Différentes techniques de spectrométrie de masse comme la spectrométrie de masse a réaction
de transfert de protons (PTR-MS), la spectrométrie de masse a tubes a ions sélectionnés (SIFT-
MS), la spectrométrie de mobilité ionique (IMS), permettent de réaliser des tests respiratoires

en ligne.
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b) Les différentes techniques couplées ala spectrométrie de masse

L'utilisation d'un couplage GC-MS permet le dosage des différentes familles de composés
compatibles avec la chromatographie en phase gazeuse en utilisant un seul solvant d'extraction
(ex.: le dichlorométhane) et une seule séparation chromatographique. Les composés sortant du
chromatographe sont fragmentés par un bombardement d'électrons. L'ensemble des ions
détectés (masse/charge) constitue le spectre caractéristique de la molécule.

Les spectres sont ensuite exploités informatiquement. Ce détecteur est trés performant car il
permet une identification des molécules méme en cas de mauvaise séparation sur la colonne,

d'ou I'intérét de la spectrométrie de masse par rapport aux détecteurs spécifiques.

La spectromeétrie de masse a tube a écoulement ionique (SIFT-MS) est une forme de
spectrométrie de masse directe qui analyse les composes organiques volatils (COV), qui offre
des limites de detection de 1’ordre du partie par billion (pptv). L'analyse quantitative en temps
réel est réalisée en appliquant une ionisation chimique douce contrélée a 1’aide de huit agents
d'ionisation chimique (ions réactifs) : H:O+, NO*, O.*, O, O.-, OH-, NO.- et NOs-, qui réagissent
avec les COV de I’échantillon et les gaz inorganiques et non avec les composants majeurs de
I'air (N2 ,0: et Ar).

Ceci permet a SIFT-MS d'analyser I'air aux niveaux de traces et d'ultra-traces sans préparation

de I'échantillon, la pré-concentration et la chromatographie préalable (154).

Techniqgue SM constitué d'une source d'ions directement connectée a untube de
dérive (contrairement a SIFT-MS, aucun filtre de masse n'est interconnecté) et d'un systeme
d'analyse par spectrometre de masse a temps de vol. Les instruments PTR-MS disponibles dans
le commerce ont un temps de réponse trés rapide et atteignent une limite de détection dans

I’ordre du pptv (155). Cette technique présente I’avantage de ne pas avoir recours a une
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préconcentration ni une séparation par GC préalable de 1’échantillon, ce qui permet une analyse

en temps réel (156).

Innovation récente qui combine la spectrométrie de masse a temps de vol avec le réacteur a
transfert de protons. A I’avantage de fournir une plus grande résolution dans le spectrométre de

masse analytique et permet la séparation des molécules isobariques protonées.

Les procédés d’analyses des COV utilisant la mobilité ionique (IMS) font de plus en plus leur

apparition dans les domaines de I’analyse d’haleine ou d’urine dans un cadre médical. .

IMS peut étre intégré a une MS (IMMS), permettant un complément de leur performances
respectives, et ainsi améliorer la précision et l'efficacité. Cette combinaison en fait un outil
d'analyse puissant pour identifier la structure moléculaire et la séparation des échantillons
complexes que la MS seule peut ne pas étre en mesure de distinguer. Cette technique est

intéressante en raison de la diminution de [linfluence de I’humidité sur 1’IMS.

Technique capable d’analyser des concentrations d'analytes aussi faibles que quelques pptv.
Cela repose sur la protonation d’espéces chimiques, provenant d'un transfert de I'eau protonée.
La technique est particulierement avantageuse pour l'analyse d'haleine car I'eau n’interfére pas

avec la mesure.

Comme la MS, lidentification des especes se fait uniqguement sur un rapport m / e, ce qui
signifie que la masse de recouvrement est possible lorsque la fragmentation se produit. Pour
une précision accrue, la VPM-MS est généralement couplée avec la GC pour une meilleure

séparation (20).
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La technique d'ionisation par électronébulisation (SESI en anglais : Secondary electrospray
ionisation), a été découverte en 1988 et utilisée dés le milieu des années 1990, elle a conduit au
développement de médicaments appelés inhibiteurs de protéase, sauvant la vie des personnes
atteintes de sida. L'avantage de I'électronébulisation est la vitesse a laquelle elle peut analyser
les préparations pharmaceutiques complexes (qui consistent principalement en de grandes
macromolécules biologiques). Les chercheurs de 1’étude « Breath » ont utilisé la technique
SESI-MS pour surveiller les métabolites de I'haleine auprés d'un groupe témoin en bonne santé
sur plusieurs mois ; il en est ressorti que chaque personne possede sa propre « signature

respiratoire » caractéristique.

Tableau 16 : comparaison des caractéristiques des techniques de recherche de souffle disponible

Analytical Method  Mode of operation  Limit of detection (LOD) Sensitivity  Specificity

SIFT-MS Direct/Real time ppbv High High
PTR-MS Direct/Real time pptv High Medium-High
IMS Real-time ppbv Medum Medium
Sensor arrays Reference to a database ppbv Medmum Medium
GC-MS Pre-concentration pptv-ppbv Very-high  Very-high
LAS Real-time ppbv High High

Comparer a d’autres techniques disponibles, les techniques analytiques en ligne et en temps
réel SIFT-MS et PTR-MS présentent une limite de détection allant de ppbv a pptv, ce qui les
rend idéales pour I'analyse de la respiration (Tableau 16, Tableau 17) (157).
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Tableau 17 : Sensibilité des méthodes d’analyse disponibles pour les tests d’haleine (61)

meéthodes

analytiques

LEToa g ¥ o)

SIFT-MS

La mobilité des ions

Laser

PTR-MS

Capteur

Réseaux d=

capteurs

Mode de fonctionnement f

temps

Préconcentration — 20 min

Drirect
Temps reel {MIM)

Secondes-min (F5)

Colonne pré-multi-capillaire:

minutes

Direct

Temps reeél

Direct

Temps reél

Direct, temps réel

Préeconcentration

Composes

typigues
Hydrocarbures
Aldehydes

Sulfures

Ammoniac

Ethanol

Ammoniac
Acstone

lsopréns

Ethane

COo3

CoO

lzoprénsa

Composés

aromatigques

MNOM

Différents COW

Limite de détection
{(LOD)

PPbv-ppbw
pptv-ppbw

PPtv-ppbv

PPRbwv

PRbwv

PPRbwv
PPRbwv

PPRbwv

PPt

pptv-ppbv

PPty

Pptv

PPtv

ppt-ppbwv

PPRbwv

L'analyse de la respiration nécessite des méthodes élaborées d'analyse des données, y compris

des méthodes statistiques multivariées, permettant de montrer les différences statistiguement

significatives entre deux groupes (sain / malade).

En outre, il n’existe pas de convention entre les études quant a ’analyse des COV.

Malgré ces faits, les techniques analytiques de spectrométrie de masse se sont avérées adaptées

au défi et conviennent bien a la fois a la découverte de biomarqueurs et au profilage spectral

entier (158).
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2.4.2. Méthodes non conventionnelles de I’analyse

des COV, basées sur I’odorologie

2.4.2.1. Généralités

a) Physiologie de I'olfaction

Le sens de l'odorat dépend de la capacité des cellules sensorielles spécialisées du nez de 1’étre

vivant lorsqu’il percoit des composés volatils.

L'étre humain possede, avec la plupart des espéces animales, trois sens distincts qui opérent une
analyse chimiosensorielle de I'environnement. Il s'agit du godt, de l'odorat et du systeme

vomeronasal capable de décoder les odeurs de certaines substances non volatiles.

De ces trois sens, l'odorat est de loin le plus performant. Bien que 1’odorat humain soit moins
développe que celui d’autres mammiféres comme le chien, capable de percevoir jusqu'a 10 000
odeurs différentes, celle d’un parfumeur lui permet d’en mémorise facilement deux a trois mille
(159).

L'appareil olfactif fonctionne comme un détecteur moléculaire, doté d’un pouvoir de séparation

et d’une extréme sensibilité.

Ces qualités de précision, qui apparaissent trés tot dans I'évolution des especes et s'y
maintiennent en grande partie, expliquent le réle majeur joué par l'olfaction dans les
comportements animaux. Chez les invertébrés et la plupart des vertébrés, y compris les
mammiferes, l'organe olfactif constitue le systéeme sensoriel prépondérant de la sélection et du
contrble qualitatif des aliments. A ce titre, il est indispensable a la survie du sujet et de son
espece. Chez I'homme, il contribue a la formation du godt alimentaire, qui change selon les

aires geographiques et les époques historiques.

L'odorat exerce un role de contrble et de prévention purement biologique. Le dégolt de la
pourriture est inné, I'odeur nous avertit d'une nourriture avariée avant que nous ne prenions le

risque de l'absorber (159).

Physiologiquement, une odeur est une sensation générée lorsqu’une molécule odorante gazeuse

interagit avec un récepteur sur un cil situé sur un neurone olfactif du nez humain.
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Les chercheurs ont d’abord pensé qu’il s’agissait d’un schéma clé serrure ou pour chaque odeur

il existait une molécule et un récepteur spécifique. La réalité est beaucoup plus complexe.

L’odeur pergue est, en fait, le résultat d’une combinaison spécifique d’interactions des
molécules odorantes inhalées sur les récepteurs olfactifs. Chaque neurone ne porte qu’un seul
type de récepteurs en revanche une méme molécule odorante peut se fixer sur différents

récepteurs.

Les récepteurs olfactifs peuvent étre extrémement spécifiques : par exemple seul I’isoméres
R du limonene sent I’agrume ou encore certains composés ont une odeur tres différente en
fonction de leur concentration. Gréce a la découverte de Linda Buck et Richard Axel qui ont
identifié une nouvelle famille de génes correspondant aux récepteurs olfactifs en 1991, un

regain d’intérét pour la physiologie de 1’olfaction est apparu (160).

b) Odeur et mémoire

Les raisons pour lesquelles 1'odorat est considéré comme le sens de la mémoire s’expliquent
par le fait que tous deux sont tributaires du systéeme limbique. Les mécanismes neuronaux
établis dans le cerveau primitif par I'odorat se répercutent dans d'autres zones et se retrouvent

aux niveaux les plus élevés de l'activité cerébrale.

Ce travail de mémorisation est de plus en plus developpé et exploité dans la formation

d’animaux entrainés pour mémoriser des odeurs en lien avec des maladies.

Outre les animaux entrainés, la détection des odeurs par des nez électroniques (e-nez) est
également en cours de développement. Ces dispositifs peuvent identifier les profils d'odeur
spécifiques des maladies a travers les COV. Bien que les résultats de la recherche dans le
domaine du diagnostic des odeurs soient prometteurs, la communauté meédicale demeure

largement sceptique.

Il existe plusieurs études pour lesquelles les animaux et les eNose ont été utilise comme outil

de diagnostic de différents types de cancer (Tableau 18).
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Tableau 18 Caractéristiques des études clés de détection des odeurs par des chiens ou des nez électroniques (161)

Cancer Type de nez type de sensibilité échantillon | spécificité
{8%% Ci lorsquiils sant disponibles) ou taux taille de I"échantillon de réussite (malade | santé)

Pounans Chien Saufils T1% (51-88%) | 93% (87-98%) BOME0
Paumon Enose Soufile 71% [/ 100% B5/31
Pournans Enose Souffle 85% / 100% 56/36
Poumen = Enose Souffle 94% de réussite 35/25
Pauman Ennse Soufils T1% (42-82%) | 52% (B2-97%) 14/62
ovairea Chisn Tissus et le Tissw: 99% / 97% de 401200

sang sang: 100% / 98%
ovaire s Enose Tissu B4%h { BT% 1515
Sain Chien Saufile BB% (75-100%) / 98% (90-95%) 617
Saini e Enose Souffie 4% 1 T4% 511147
Sainw Enose Soufile 75% I 85% 54/204
Vassia s Chien Urine #1% de réussite (23-58% de) 9/54
Vassiex Enose Urine 100%: / 100% 2518
coloractzs - Chign Saufle et les Breath: 91% [ 99% Breath: 33/132

matires fEcales Faces: 97% / 99% Faces: 371148
Mélanome . Chign Tissu e des réussile 75-86% de 7198
Mélanome s Enose Tissu 70% / 90% 10147

2.4.2.2. Utilisation des capacités olfactives des animaux et des insectes

Outre les méthodes instrumentales typiques utilisées pour I'analyse des COV, étudiées dans le
chapitre précédent, d’autres méthodes non conventionnelles comme le sens de l'odorat des

animaux peut étre utilisées.

Ce moyen de détection s’est révélé attrayant depuis la fin des années 1980, lorsqu’un
phénomene anecdotique a fait parler de lui dans la communauté medicale. En 1989, la revue
britannique, The Lancet, rapporte le cas d'un chien qui reniflait constamment un grain de beauté

sur la jambe de sa maitresse.

Alertée par le comportement de son chien et apres une tentative de morsure par ce dernier, la
maitresse a jugé bon de consulter son dermatologue. Aprés examens, il s'est avéré qu'il s'agissait
d'un mélanome malin, a un stade précoce (162,163). C'est a partir de ce moment que I'hypothese
d'une odeur spécifique du cancer a été évoquée, et plusieurs études ont cherchées a confirmer
la détection des odeurs par les animaux comme potentiel outil de diagnostic.
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a) Les chiens

En raison des qualités olfactives trés développées, les chiens ont été mis au service de I'nomme
a travers des utilisations de recherches tres diversifiées :

- Recherche d’explosifs,

- Recherche de stupéfiants,

- Recherche d’odeurs de gaz,
- Recherche de personnes, ...

La littérature suggére que la détection olfactive canine de la malignité peut avoir un potentiel,
a la fois en termes d'application dans la pratique cliniqgue contemporaine et de voie de

recherches futures.

En 1989, Williams et ses collegues ont présenté la premiere hypothése suggérant que les chiens

peuvent étre en mesure de détecter des tumeurs malignes par l'odeur (163).

En effet, chez les chiens, l'odorat est le sens le plus développé (10000 fois plus que chez
I'homme). Les cellules cérébrales qui s'affairent au décryptage olfactif sont 40 fois plus
nombreuses chez le chien que chez I'homme (164).De plus, la surface de la muqueuse olfactive

canine mesure 150 cm? contre 3 cm?® chez I'homme (165).

- Seuil de détection

Le seuil de détection est tres faible chez le chien, et varie en fonction de la substance odorante
et de I’apprentissage. Le chien est capable de détecter une concentration de composant volatile
organique de moins de 0,001 particule par million (166). Il a besoin d’un trés faible nombre de

molécules odorantes pour déceler une odeur.

- Acuité olfactive et race

L’acuité olfactive varie selon la race du chien. Elle est tributaire de la surface de la muqueuse

olfactive, du nombre de récepteurs, de leur sensibilité et de I’anatomie qui va modifier le courant

134



aerien (167). Par exemple, un Berger Allemand posséde 200 millions de récepteurs tandis qu’un
Fox Terrier en possede 147 millions, un Teckel en posséde 125 millions et un Bouledogue 100
millions (168).

- Acuité olfactive et sexe du chien

Les femelles possedent un odorat plus développé que celui des males (169). Cette acuité est liee
a l'imprégnation cestrogénique et est dépendante du cycle sexuel. Leurs performances est
maximale au moment de 1’ovulation. Cependant, les femelles en chaleur occasionnent souvent
des nuisances au chenil, en étant la source de conflit entre les males, ce qui entraine souvent
une sterilisation de ces dernieres pour optimiser le travail. Chez les males, I’acuité olfactive

diminue aprés castration (168).

- Acuité olfactive et age

C’est un facteur de faiblesse olfactive. Avec I’age, la muqueuse nasale va s’atrophier,
I’hydratation tissulaire va étre perturbée et I’innervation va étre altérée. Tout cela va entrainer

a terme une défaillance du systeme olfactif.

- Acuité olfactive et alimentation

L’olfaction joue un réle fondamental dans le comportement alimentaire. Il est couramment
répandu que la sensation de faim augmente I’acuité olfactive, alors que la sensation de satiété

la diminue.

- Acuité olfactive et condition physique

L’influence de la condition physique sur I’acuité olfactive a été étudiée, et les résultats indiquent
une forte diminution de la capacité olfactive chez les chiens n’ayant pas d’entrainement
physique régulier. Ainsi, I’absence de conditionnement physique aboutit a une forte diminution

de I’acuité olfactive lors de périodes d’effort intense et stressant.
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Depuis une dizaine d'années, plusieurs études ont montré que des chiens peuvent détecter

« ’odeur du cancer » et déceler des cellules cancéreuses chez I'homme.

Cette hypothése a depuis été étudiée par plusieurs équipes a travers le monde. Et ces tests ont

été couronnés de succes.
Les études réalisées montrent une fiabilitée dans 88 & 100 % des cas, selon le type de cancer.

Limitée aux cancers urologiques, cette méthode de diagnostic a ensuite fait ses preuves pour
des tumeurs affectant les voies aériennes, des chiens entrainés ayant été capables d'identifier
I'naleine de patients atteints d'un cancer du poumon.

Cancer de la vessie

La reconnaissance du cancer par l'odorat canin a été pour la premiére fois atteste en 2004 lors
de la publication d'une étude portant sur le diagnostic du cancer de la vessie (170). Apreés six
mois de dressage, quatre chiens ont pu détecter les tumeurs a partir des urines dans 41% des

cas. Un résultat significatif par rapport aux 14% de reconnaissance par le hasard.

Cancer du sein

Des scientifiques de [I'Institut Curie (Paris) viennent de présenter de nouveaux résultats

confirmant sa fiabilité dans le dépistage du cancer du sein (171).

A TI'lnstitut Curie, les tests de dépistage du cancer du sein se déroulent & I’aide de lingettes
préalablement portées au niveau du sein par des patientes, qui sont ensuite envoyeées a un centre
agréé ou les chiens les analysent. En cas de dépistage positif (lorsque le chien s'arréte devant
I'échantillon), la patiente est prise en charge pour des examens d'imagerie complémentaires
172).

Lors de cette étude préliminaire menée a I'lnstitut Curie, les chiens ont réussi a détecter le cancer
du sein chez 100% des 31 patientes testées. A titre de comparaison, la mammographie donne

des résultats sirs dans 95 a 98 % des cas.
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Afin de valider leurs résultats, les chercheurs de I'Institut Curie se sont lancés dans une nouvelle
étude qui concernera 1000 femmes recrutées dans sept centres francais : six en Tle-de-France,
dont I'lnstitut Curie, et le CHU de Nantes. Premiers résultats attendus pour 2021 (171).

Cancer du poumon

Des travaux américains ont mis en évidence que les chiens peuvent détecter correctement le
cancer du poumon dans I'haleine chez 99 % des patients (173). Les auteurs ont utilisé une
méthode basée sur la récompense alimentaire pour former 5 chiens domestiques. La sensibilité
globale de la détection canine par rapport au diagnostic conventionnel confirmé par biopsie
était de 99%.

Cancer de la prostate

A Paris, I'équipe du Pr Olivier Cussenot, en collaboration avec les services cynophiles de
I'armée, a conclu, a une fiabilité de 98 % dans le cas du cancer de la prostate, dépisté dans

l'urine.

En 2010, une équipe francaise de I'nopital Tenon (AP-HP, Paris) a, pour sa part, rapporté une
sensibilité et une spécificité de 91% pour la détection du cancer de la prostate par un chien de
I'armée francaise, un berger malinois, spécialement dressé (174). La encore, les tests ont été

effectués sur de l'urine.

Taverna et al., en 2015, ont démontré qu’une olfaction canine entrainée peut détecter des
composés volatiles spécifiques du cancer de la prostate dans des échantillons d’urine avec une
sensibilité et une spécificité élevee (respectivement 98,6% et 96,4%). La détection d’un cancer

de la prostate par les chiens est indépendante du volume et de 1’agressivité de la tumeur.

Pour le cancer de la prostate, méme si les tests des antigénes spécifiques de la prostate (APS)
augmentés marquent la détection de cancer de la prostate, le principal inconvénient est son
manque de spécificité et de précision. En effet, de fortes valeurs d’APS peuvent étre détectées
chez des hommes présentant des lésions bénignes. De ce fait, de nombreux hommes doivent
subir des biopsies, procédures invasives, de précisions assez faibles et engendrant des
complications telles que des douleurs, des hématuries, des rétentions urinaires, un

disfonctionnement érectile, des saignements rectaux, des hémospermies et des complications

137



plus séveres telles que des fistules rectales ou urétrales, des gangrénes ou des sepsis. Une
quantité minimale de composé volatile spécifique du cancer de la prostate peut étre détectée,

indépendamment de la taille de la tumeur.

Cancer du col de l'utérus

En janvier 2017, une équipe mexicaine a entrainé un Beagle & la détection du cancer du col de
I'utérus (CC) (Figure 20). Ils ont noté au cours de leur expérience une capacité impressionnante
de discrimination des odeurs CC et non-CC sur des sécrétions vaginales du chien, avec des
valeurs de spécificité et de sensibilité de plus de 90% (175).

TRAINING

X10711 cells X1073 cells 8 hs 8hs
4 MONTHS 4 MONTHS 3 MONTHS 2 MONTHS CHALLENGE

Figure 20 : Temps d’entrainement nécessaire pour la détection du cancer du col de I 'utérus dans les sécrétions vaginales dans

[’étude de Guerrero-Flores et al..

Cancer de la thyroide

Apreés les cancers de la vessie, de la prostate ou du poumon, c'est au tour du cancer de la thyroide
d'étre diagnostiqué efficacement a partir d'un échantillon d'urine, a l'aide d'un chien
spécialement entrainé. Ces résultats ont été preésentés en mars 2015, a San Diego (Etats-Unis),
lors du congrés de I'Endocrine Society (ENDO 2015) (176).

Cette nouvelle étude suggeére la présence dans les urines de composés organiques volatils propre

a un cancer non urologique.
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Apres six mois de dressage, le berger allemand s'est montré capable de distinguer la signature
olfactive du carcinome papillaire métastatique de la thyroide en comparaison d’une pathologie
thyroidienne bénigne, a partir du flairage des urines, avec une sensibilité de 87% et une
specificité de 90%.

Les investigateurs ont recueilli 59 échantillons d’urine de patients se présentant en consultation
dans un centre spécialisé. Tous avaient au moins un nodule susceptible d’étre cancéreux. Les
résultats présentés portent sur 15 carcinomes métastatiques thyroidiens et 19 nodules bénins
dont le diagnostic a été confirmé.

Les chercheurs en charge de cette étude, esperent également identifier les composés odorants
volatils, caractéristiques des cellules du cancer de la thyroide. Les biomarqueurs ainsi mis en

évidence permettraient de développer des nez électroniques comme outil de diagnostic.

Les chiens qui participent aux études suivent un entrainement rigoureux et tout a fait spécifique.

Par exemple, les deux malinois du test de I'Institut Curie ont été dressés pendant six mois pour

reperer I'odeur du cancer du sein.

Le berger allemand dressé pour 1’étude du cancer de la thyroide a été recruté a I’age de sept
ans. Il était chien sauveteur (dressé pour la détection des corps humains). Il a donc suivi un tout
autre apprentissage dans le but de différencier la signature olfactive des cellules cancéreuses de

la thyroide de celle associée a des nodules bénins.

Pendant un peu plus de six mois, l'animal a été mis en contact avec des échantillons d'urine,
mais aussi de sang et de tissus de la glande thyroide elle-méme, prélevés sur des patients atteints

d'un cancer papillaire (80% des cancers de la thyroide).

Il a ensuite été dressé a se coucher face a I'échantillon d'urine d'un patient atteint du cancer et a
rester assis lorsque I'échantillon provenait d'un patient ayant une pathologie bénigne de la

thyroide.

Apres cet entrainement, 34 prélevements d'urine ont donc été présentés a I'animal. Dans 30 cas

sur 34, le comportement du chien s'est accordé avec celui de la biopsie

Selon les études, plusieurs méthodologies d’entrainement ont été pratiquées. Le tableau ci-

dessous récapitules certaines d’entre elles (Tableau 19).
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Tableau 19 : Méthodes d’entrainements et marquages utilisés dans des études sur la détection de cancer par le chien.(168)

Publication Méthode de Type de marquage Récompense
formation
S'assoir 4 chté du
Conditionnement | compartimentetposerla ' Nonrenseignée
PICKEL et al (2004) opérant patte sur l'ouverture du
compartiment pour le
chien A ou mettre dans la
bouche l'ouverture du
compartiment pour le
chien B
Clicker Training Jeux
WILLIS et al (2004) Method Se coucher
Clicker Training Alimentaire
MCCULLOCH etal Method S'assoir ou se coucher
(2006) devant I'échantillon
Se coucher devant le
EHMANN etal (2012) | Reward based tube avec le museau Non renseignée
approach touchant le tube
TAVERNA etal (2015) = Clicker Training S'assoir Non renseignée
Method
CORNU et al, (2011) Clicker Training S'assoir Jeux
Method
Gratter avec I'antérieur | Echantillon d'intérét
Non renseignée gauche et se coucher | enlevé pour éveiller
HORVATH et al(2008) le comportement
chasseur du chien
Gratter avec |'antérieur
HORVATH etal (2010) | Non renseignée gauche Non renseignée
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Le co(t

L’entrainement des chiens est relativement simple et peu onéreux comparativement aux
équipements d’analyses (chromatographe et spectrophotométre). De plus, la sensibilité et la
specificité sont bonnes (respectivement 72% et 93%) (177) et facilement interprétables. Dans
certains pays ou les patients n’ont pas acces aux outils diagnostiques (scanner, mammographie),

la détection par les chiens apparait comme un outil de dépistage a perspectives humanitaires.
La rapidité

Le chien est présenté directement au contact des échantillons prélevés sur les patients (urine,
air exhalé, lingette mise au contact du sein). S’il détecte des effluves cancéreux, il adoptera le
comportement qu’il a appris. Le diagnostic serait ainsi obtenu en quelques minutes diminuant
ainsi I’attente anxiogéne de I’interprétation des scanners, radiographies, échographies ou des

résultats d’anatomo-pathologie.

D’autre part, il n’y a pas besoin de préconcentration d'analytes avant lI'analyse, contrairement a

la plupart des méthodes conventionnelles.

L’innocuité et la non invasivité

Contact des chiens dans la plupart des cas via les échantillons. Pas de contact direct.
Alternative lorsque les outils actuels ne sont pas adaptés

Par ailleurs la détection par le chien est intéressante car elle peut s'appliquer a des personnes a
mobilité réduite, ou qu'elles se trouvent, ce qui n'est pas toujours le cas des techniques de
dépistage classiques. Les appareils de mammographie qui sont adaptés aux patientes en chaise

roulante sont essentiellement disponibles dans les grandes villes.

La détection des cancers par les chiens pourrait s'avérer fort utile dans les lieux reculés ou pour
les personnes ne pouvant pas ou ne voulant pas bénéficier des techniques d'imagerie.
Néanmoins, l'imagerie restera toujours nécessaire pour confirmer le diagnostic, localiser

précisément la tumeur, permettre des prélevements, etc.
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Les chiens dressés pourraient étre utilises dans des régions isolées ou défavorisees, la ou les
méthodes conventionnelles de dépistage s'appuyant sur une biopsie et une échographie sont

moins accessibles, voire inexistantes.

Les chercheurs souhaitent désormais aller plus loin en intégrant le chien dans le suivi des
patients apreés traitement chirurgical, afin de détecter les éventuelles récidives. Des évaluations

sont en cours pour déterminer I'efficacité de la méthode dans cette indication.

Compatibilité selon la race

La capacité olfactive du chien est dépendante de la race du chien et de sa génétique, notamment

du polymorphisme des récepteurs.
Résultats aléatoires

La méthode d’entrainement va influer par sa durée, le contact avec le maitre, le mode de

récompense, la répétition des examens, I’entretien de la mémoire du chien.
Temps de dressage et durée d’activité
Le dressage de I’animal est long, astreignant.

Durée d’exercice limitée : ne peut exercer pendant plus de 5 ans.

Un fait observé au cours d’une étude menée par Horvath et al, en 2008, a savoir I’absence de
réaction par le chien entrainé face a des tissus graisseux appartenant a des patients
préalablement détectés par ces mémes chiens et dont les tumeurs avaient été enlevés, permet de

suggerer qu'une odeur corporelle générale liée au cancer n'existait pas (178).

Ce mode de détection apparait donc comme une avancée dans la prise en charge de certain
cancer, non seulement pour diagnostic, mais aussi pour mettre en évidence une rémission du

cancer apres une chirurgie.
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b) Les insectes

L utilisation des insectes est attrayante dans le cadre de la détection des odeurs biologiques, et

ceci a plusieurs égards.

Les insectes présentent des capacités olfactives remarquables, notamment grace a leurs

antennes spécialement congues pour l'odorat.

En effet, ils possedent pour la plupart un réseau de capteurs olfactifs accordables les uns avec
les autres, le long de leurs antennes, leur permettant d’intégrer et d’interpréter un signal via le
lobe olfactif de I'insecte (Photo 4).

Photo 4 : Antenne vue microscopique

Le PER des insectes ou reflexe de Pavlov

Le réflexe d’extension du proboscis ou Proboscis Extension Reflex ( PER ) d’un insecte est un
réflexe de stimulation antennaire qui se traduit par l'extension d’une sorte de trompe

étirable (179), en réponse a une stimulation gustative.

C’est le cas pour une abeille ou une mouche qui sort « sa langue » en contact d’une solution de

Sucre.

ii. Avantages de l'utilisation des insectes en odorologie

Les insectes ont un niveau élevé de sensibilité et peuvent fournir une réponse instantanée a un

stimuli. De plus, leur production de masse peut étre rapide grace a leur fort taux de reproduction.
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L’avantage considérable est sans doute la rapidité de leur entrainement. Contrairement aux
chiens, certains insectes étudi¢s, comme les abeilles, n’ont besoin que de quelques minutes pour

s’entrainer et intégrer un exercice.

Le codt est 1a aussi un aspect plus avantageux chez les insectes en comparaison a ’utilisation

des chiens. En effet, il n’y a ici pas de frais de soins vétérinaire ou de chenil.

c) Abeilles

Alors que les pesticides les menacent d'une disparition tragique, 1'utilisation des abeilles,
principalement les abeilles melliferes et les bourdons, comme sentinelles et biocapteurs est
intéressante car elles sont capables d'identifier a 98% certaines molécules cancérigénes et de

livrer un diagnostic en quelques instants.

Dotées d'un odorat inouf, elles sont également utilisées dans les aéroports pour repérer les
explosifs (180).

Au cours des deux derniéres déecennies, de grands progres ont éte réalisés dans les méthodes et
les instrumentations permettant d’étudier le comportement de recherche des abeilles et d

comprendre leurs signaux chimiques de communication.

Les abeilles peuvent étre formées pour la détection d’une multitude de produits chimiques, qui
plus est, lorsqu'elles sont associées a de nouvelles technologies de suivi et de cartographie,

créent un potentiel de recherche conséquent.

Plusieurs marchés potentiels :

- Diagnostic médical

- Application militaire / de sécurité

- Contrebande

- Laqualité de la nourriture (la maturité, les saveurs off, les souillures)

- L'authenticité des produits de consommation, etc.

Les études en laboratoire ont confirmé que les abeilles sont au moins aussi bonnes que les chiens

renifleurs, pour une large gamme de substances odorantes de I’ordre du partie par billion.
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Leur systéme olfactif est dix millions de fois plus intense que celui d'un humain. La recherche
scientifique a démontré que les abeilles ont un sens de l'odorat extraordinairement aigu.
Dans leur environnement naturel, les abeilles utilisent la reconnaissance des odeurs pour

communiquer, percevoir les phéromones, les toxines.

La danse des abeilles est un terme utilisé en apiculture et en éthologie pour désigner un systeme
de communication animale par lequel des abeilles butineuses ou exploratrices (en moyenne 5 a
25 % des butineuses qui sont les plus ageées, les plus expérimentées, les autres étant des
réceptrices attendant le signal de I'éclaireuse) transmettent aux réceptrices restées dans la
colonie la distance et la direction de la source de nourriture ou elles peuvent obtenir le nectar et

le pollen des fleurs nécessaires a la production de miel.

Au cours de ces danses, elles émettent avec les ailes un son particulier et transmettent I'odeur
du nectar dont elles veulent communiquer leur position. Les réceptrices restent en contact avec
la danseuse. Ces danses exécutées sur les rayons d'alvéoles sont dautant plus vives, et de longue
durée, que le nectar est abondant et riche en sucre, renseignant également sur les plantes qui
cessent d'étre productives et sur celles qui le deviennent. Alertées, les abeilles jusque-la

inactives s'envolent a la recherche de cette nourriture.

Grace a ces mécanismes de communication, les colonies peuvent s'adapter et localiser

efficacement les sources de nourriture disponibles.

Les abeilles sont l'une des plateformes de détection les plus sensibles de la nature,

Elles sont peu colteuses en termes d’élevage (pas de chenils colteux, ni de frais de vétérinaire),

d’entrainement, et sont se reproduisent de maniere autonome.
L’abeille ne se laisse pas distraire ou ennuyer (contrairement aux chiens)

Réponse peut étre Vérifiée a tout moment.
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Transmission des données : quand ils sortent a la recherche de la particularité associée a ’odeur
de fleurs avec du nectar, des leur retour a la ruche, ils peuvent former d'autres abeilles a cette

odeur particuliere.

C’est un outil peu colteux pouvant étre utilisé dans les pays en voie de développement, par

exemple.

Inscentinel UK, est une société de biotechnologie spécialisée dans I'exploitation de la capacité
olfactive des abeilles pour la détection de traces de molécules volatiles.

Le projet consiste en une serie d'outils de diagnostic alternatifs qui utilisent les abeilles pour

diagnostiquer avec préecision a un stade précoce une grande variété de maladies.

La recherche scientifique a demontré que les abeilles peuvent étre entrainées a effectuer des

contréles de santé en détectant une odeur specifique dans la respiration des gens.

Dans une etude menée avec la London School of Hygiéne and Tropical Médicine, il a été montré

que les abeilles ont le potentiel d'étre utilisées comme outil de diagnostic efficaces de maladies.

L’entrainement consiste a les dérouter avec une odeur spécifique puis a les nourrir d’une

solution d’eau et de sucre (Photo 5). Ainsi, elles associent I’odeur a la récompense alimentaire.

Les abeilles peuvent étre entrainées en 10 minutes en utilisant le réflexe de Pavlov et cibler un
large éventail de produits chimiques et d'odeurs naturels et artificiels, y compris les

biomarqueurs associés a certaines maladies.

Ainsi formeées, elles sont transférées dans une bulle de verre pour étre opérationnelles. Une fois

le diagnostic établi, elles sont ensuite libérées et retournent a la ruche.
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Photo 5 : Etapes d’intégration des abeilles pour lier une odeur a une récompense

Cliché 1: Les abeilles sont ventilées avec de l'air parfumé des odeurs qu'elles devront cibler.
Cliché 2 : Pour déclencher le réflexe de Pavlov, les abeilles sont nourries avec une solution de

sucre et d'eau.

Clichés 3 a 5: Les abeilles formées sont ensuite gardées dans une bofte pour surveiller leur

comportement.

Cliché 6 : Quand ils sont a nouveau ventilés avec de l'air parfumé qu'ils ont été entrainés a
cibler, les abeilles tirent leur langue comme un réflexe. La réaction est visible dans un ordinateur

a travers une cameéra.

Le concept en verre est constitué de deux enceintes (Photo 6, Photo 7) : une petite chambre
servant d’espace de diagnostic et une plus grande ou les abeilles entrainées sont conserveées le
temps nécessaire a I’opération. Les patients soufflent dans la petite chambre. Les abeilles s’y
précipitent seulement si elles détectent les odeurs sur lesquelles ont porté leur entrainement, les

......

comportement des insectes.
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Photo 6 : Dispositif de verre a deux enceintes utilisé pour la détection d’odeur par les abeilles.
Clichés 1 et 2 : le sujet expire a I’intérieur de la petite chambre.

Cliché 3 : en cas de diagnostic négatif, les abeilles ne détectent pas I’odeur pour laquelle elles

avaient été entrainé, et restent dans la grande chambre.

Cliché 4 : en cas de diagnostic positif, les abeilles regagnent la petite chambre en verre et y

sont piégeés.

Photo 7 : Autre type de dispositif en verre & deux enceintes

Dans une autre version du dispositif, il existe un tube incurvé a ’extérieur de la bulle de verre,
ce qui permet aux abeilles d’éviter de se retrouver accidentellement dans la chambre de

diagnostic (Photo 8). Le résultat est de ce fait plus précis.

Les tubes reliés a la petite chambre créent de la condensation, de sorte que I'expiration soit

visible.

Photo 8 : Autre type de dispositif a deux enceintes
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Autre objet exploitant I’odorat des abeilles :

Dispositif en verre permettant la détection des produits chimiques dans l'aisselle (Photo 9).

Photo 9 : Dispositif de détection d’odeur par les abeilles, adapté pour les aisselles.

La région axillaire présente un intérét particulier, car elle contient des agrégats denses de
glandes eccrines, apocrines, apocrines et sébacees qui nourrissent diverses communautés de
microbiotes susceptibles de jouer un réle important dans la production d'odeurs
individuelles (100).

Les recherches initiales ont démontré que les abeilles peuvent cibler les composés chimiques

de la tuberculose, du diabete, du cancer des poumons, de la peau et du pancréas.

Les abeilles sont fiables de 90 a 98 %, mais d’autres recherches en laboratoire doivent étre

effectuées sur un échantillon plus large.

L’emploi des insectes ou des mammiféres est prometteur pour aider a détecter certaines

maladies, ces solutions méritent a 1’évidence de continuer a étre explorées.

Cependant, le choix de I’insecte conditionne les résultats, certains laboratoires ont employé des

guépes, mais leur comportement est plus agressif.
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d) Les rats (rat Pouched Giant Southern ou rat géant Africain)

Une revue publiée en 2015 met en avant une dizaine d’études utilisant des rats renifleurs
africains de type Cricetomys gambianus, dans le cadre de la détection de la bactérie
Mycobacterium tuberculosis responsable de la tuberculose.

Ces études se justifient par la faible sensibilité de la microscopie des frottis d'expectoration
pourtant utilisée en routine pour le diagnostic de la tuberculose (TB) dans les pays pauvres en

ressources.

i
La supériorité olfactive du rat par rapport a I’humain a été confirmé grace a leur aptitude pour

détecter l'odeur du 2,4,6-trinitrotoluéne (TNT), lI'explosif primaire dans la plupart des mines

terrestres.

A travers des rapports historiques de médecins indiquant que I'haleine et I'expectoration des
patients tuberculeux avaient souvent une odeur goudronneuse, le chercheur Weetjens a emis
I’hypothése que cette odeur pouvait étre facilement détectée par des rats Cricetomys, et que les
procédures de laboratoire approuvées dans I'entrainement de ces rats pour la détection du TNT

pourraient étre facilement adaptées pour leur apprendre a distinguer TB-positif (181).

APOPO est une organisation non gouvernementale (ONG) belge dont le siége est a Morogoro,
en Tanzanie, qui est largement reconnu pour son utilisation de rats géants africains (Cricetomys

gambianus) pour détecter les mines terrestres .

Ces rats africains vont étre également utilisés dans le cadre de la détection de la tuberculose,

dans plusieurs études.

Bien que la tuberculose soit une maladie traitable et guérissable, elle cause d'immenses
souffrances et de nombreux déces en Afrique, en partie a cause de l'absence d'une technique

fiable et bon marché pour la détecter.
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Dans I'une de ces études, 10 adultes Cricetomys ont évalué 910 échantillons d'expectorations
prélevés chez des patients suspects de tuberculose. Les résultats ont montré une sensibilité de
68% et une spécificité de 87% (182).

Dans une seconde étude; 20 rats ont été étudié pour leur précision dans la détection de
Mycobacterium tuberculosis dans les expectorations (183). Sur les 20 rats entrainés, 18 étaient
capables de distinguer les échantillons positifs d'expectorations négatives, avec des sensibilités
quotidiennes moyennes allant de 72% a 100%, et des faux positifs quotidiens moyens allant de
0,7% a 8,1%.

L'utilisation de rats multiples a significativement augmenté la sensibilité et la valeur prédictive

negative.

Les rats participants a ces études portent le nom d’heroRAT.

La formation compléte de ces Hero Rats prend environ neuf mois en moyenne, et est suivie par

une série de tests d'accréditation.

Une fois formés, les rats peuvent travailler efficacement pendant environ quatre a cing ans avant

de prendre leur retraite.

Tous les rats sont élevés et formés dans un centre d'élevage et de formation de Morogoro avant

d'étre déployés dans les pays d'opération.

La formation commence a I'age de 5-6 semaines, avec la socialisation. Les rats sont exposés a
divers stimuli (tels que les images, les sons et les personnes), puis formés selon les principes du
conditionnement opérant. Apres deux semaines, ils apprennent a associer un son « clic » avec

une récompense alimentaire - banane ou cacahuetes.

Une fois qu'ils savent que “clic" signifie la nourriture, les rats sont préts a étre formés sur un
parfum cible et se spécialiser dans TNT pour détecter les mines terrestres ou la tuberculose pour
détecter les échantillons d'expectoration humaine TB-positif. La complexité de leurs taches
augmente progressivement jusqu'a ce qu'ils atteignent I'étape finale de la formation ou ils
doivent faire un test a l'aveugle pour étre accrédités. Une fois accrédités, les HeroRAT sont

préts a travailler dans un champ de mines ou dans le laboratoire de recherche pour la détection
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de la tuberculose ou de la détection d'odeurs a distance (RST). Les rats qui échouent a I'exercice

d'accréditation bénéficient d'une retraite anticipée et sont soignés toute leur vie.

Dans un exemple d’étude menée dans la détection des échantillons positifs a la tuberculose, les
rats ont été entrainés dans une cage rectiligne pour renifler chacun des 10 trous situés le long
de la ligne centrale du plancher de la cage. Un petit pot contenant un échantillon d'expectoration

prélevé sur un patient a été placé immédiatement en dessous de chaque trou (Photo 10) (184).

Photo 10 : Cage de détection des échantillons de tuberculeuse par des rats entrainés.

Les rats ont été entrainés par un conditionnement opérant a faire une pause pendant au moins 5
secondes dans des trous ou I'échantillon d'expectoration était positif a la tuberculose (confirmé

par microscopie), mais pas dans des trous ou I'échantillon d'expectoration était TB negatif.

En résume, la procédure d'entrainement impliquait un renforcement différentiel, de sorte que
les rats (qui étaient légérement privés de nourriture) recevaient de la nourriture seulement
lorsqu'ils faisaient une pause pendant le temps requis (5 s) dans les trous au-dessus des
échantillons TB positifs. Lorsque la discrimination a été établie, les formateurs étaient au
courant des échantillons TB-positifs et TB-négatifs, afin qu'ils puissent organiser des

récompenses de maniére appropriée.

I1 s’agit d’un animal intelligent, relativement calme et facile a entrainer.
De plus, les rats sont moins colteux a former que les chiens détecteurs de mines (185).

Il s'est avéré que les rats peuvent détecter ces bactéries dans les échantillons d'expectorations
avec un précision de 74% en moyenne et traiter jusqu’a 1680 échantillons par jour, alors qu'un

clinicien de laboratoire a une capacité limitée de 40 échantillons par jour.
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Malgré la capacité des rats a évaluer les échantillons d'expectorations de fagon trés rapidement,

il faut beaucoup de temps pour préparer les échantillons mis a disposition pour les rats.

Des études récentes ont évalué des stratégies possibles pour réduire le temps requis pour traiter

les échantillons.

Une étude, menée par Mahoney et al. en 2012, (183) a exploré si ces rats pouvaient détecter
avec précision la tuberculose active en reniflant directement des lames de microscope fixes. En
effet, étant donné que ces lames sont préparées pour chaque échantillon dans les centres, cela
ne nécessiterait pas de traitement supplémentaire avant leur présentation aux rats, ainsi leur

utilisation accélérerait considérablement I'évaluation des échantillons par les rats.

Ces résultats suggerent que les rats peuvent détecter la tuberculose dans des lames préparées,
mais que leur précision est nettement inférieure a leur précision dans la détection de la TB dans

les expectorations.

Cette méthode pourrait donc convenir a la recherche active de cas, en particulier lorsque de
grands nombres d'échantillons doivent étre analysés dans des contextes a ressources limitées,

pour compléter les techniques de diagnostic existantes.

APOPO a amélioré le suivi des patients en réduisant le processus de détection de la tuberculose
d'un calendrier de diagnostic de 4 a 5 jours a un calendrier de 12 heures. Cela a augmenté le

nombre de patients nouvellement diagnostiqués commencant le traitement (186).
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2.4.2.3. Utilisation d’outils technologiques de détection de formes gazeuses
et de COV

Les tentatives d’imiter le systéme olfactif biologique des animaux, ont nécessité 1’identification
au préalable des étapes clés du fonctionnement de I’odorat par les chercheurs, et ont abouties

au développement d’un premier détecteur d’odeur en 1982 (187).

Apres cet évenement, des recherches ont été menées pour mettre au point des méthodes de
chromatographies gazeuse, couplées ou non a de la spectrométrie de masse, intégrant une
analyse électronique via des réseaux de capteurs de gaz a base de nanomatériaux, notamment en
raison de leur capacité a développer des systéemes de détection trés sensibles et leur faible colt

de fabrication.

L hypothese que ces dispositifs pourraient étre utilisés pour identifier les composés organiques
volatils (COV) associés aux cancers a un stade precoce, et en faire des outils de diagnostic non
invasifs et peu codteux, a rapidement suscité une attention particuliére dans la recherche

médicale.

C’est ainsi, qu’au cours des trois derniéres décennies, les technologies de « detection
électronique » ont connu des évolutions importantes et sont maintenant utilisées pour diverses
applications, allant du controle qualité dans I’agroalimentaire au diagnostic médical, en

passant par des orientations militaires avec la recherche d’explosif.

Cependant, leur applicabilité dans un cadre clinique est limitée et ceux pour plusieurs raisons.
En effet, plusieurs facteurs limitants peuvent potentiellement interférer I’analyse, comme par
exemple la consommation de tabac avant le prélévement d’haleine, la collecte d'échantillons

qui doit étre rigoureuse, le temps d’analyse qui peut étre parfois long.

Un domaine particulier d'intérét de dispositifs portatifs est centré autour des nez électroniques,
visant a reproduire le systéeme olfactif biologique pour l'analyse de gaz et ainsi produire des

empreintes olfactives.

En outre, des travaux récents ont montré qu'il est possible d’améliorer la performance,
augmenter la tolérance a des facteurs tels que les interférences a la vapeur d'eau qui laissent
souvent le systeme de capteur non sensibles aux biomarqueurs gazeux, et d'améliorer la

sélectivité des dispositifs en modifiant les matériaux de base.
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a) Les nez électronigues (eNoses)

Les "nez électroniques” sont des detecteurs de molécules de gaz dont l'utilisation semble
prometteuse notamment pour la détection de gaz dangereux ou le dépistage précoce de maladies
telles que le cancer.

La recherche mondiale porte principalement sur I'intégration des nanotechnologies dans les
dispositifs "nez électroniques” car celles-ci permettraient non seulement d'atteindre des seuils
de sensibilité extrémement bas et une sélectivité trés importante mais également une diminution
des co(ts de production et de consommation énergétique ainsi qu'une amélioration de la stabilité
du dispositif (188) .

Les nez electroniques sont composés de multiples capteurs, chacun specifique de certain gaz,

dont le but est de déterminer la concentration des gaz.
Un eNose est constitué de trois parties :

- Un collecteur d’échantillon,
- Des capteurs de gaz

- Un systéme de traitement du signal.

Partie capteur Partie « intelligente »
I " 1

Apprentissage, ‘
calibration @

G

® & ® ®

i Résultatde

Echantilon Filtreou  Conditionnement Capteur et  Conditionnement Descripteurde  Reconnaissance |
danalyser membrane del'échantilion  transducteur dusignal, Féchantiion SR compositionde

(catalyse, ...) prétraitement I'échantillon
-Mode stabilisé Signaldu | Prétraitement, | Descripteur | Reconnaissance|
-Mode différentiel transducteur, conditionnement | du signal de forme
-Techniques de modulation comme: du signal
Modulation | Pre- | Modulation Résistance, | Moyennage, Valeurstable, | Analyse factorielle,
externe | Modulation | interne conductivite, | normalisation, signal | temps de analyse cluster,
Modufation de la | Modulation de la | Modulation de la potentiel, ... différentiel, réponse, réseau de neurone,
I“?“:“:’BW“‘-‘ ‘E‘m'-"e d‘-;‘ ‘B"fm“;"im soustractiond’'une | amplitude, logique floue, ...
echanison Con nement capleur, ae ia 2

caliaiin " Reion e wieis. valeurde décalage, | déphasage, ..
Reception de I'échantillon a analyser et | Traitement et analyse du signal

transformation en signal exploitable

Figure 21 : llustration d'une chaine compléte d’un systéme de détection chimique (détection de molécules en phase gazeuse

ou liquide)(189).
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A partir des mesures effectuées par le(s) capteur(s), la partie « intelligente » doit permettre
d’identifier la nature d’un gaz (aspect qualitatif) voire sa concentration (aspect quantitatif). 11
faut tout d’abord définir un descripteur de la mesure, c'est-a-dire un vecteur de données qui

décrit la réponse du capteur.

Ce descripteur est ensuite utilisé dans une étape de traitement des données pour 1’analyser ou
le classer (principe de reconnaissance de formes). Cette étape est cruciale, car en genéral, a la
sortie des eNoses il s’agit d’un profil de COV qui est expiré, appelé « smellprint » ou «
breathprint », et non des COV individuels. Les breathprints peuvent étre ensuite analysées par
des algorithmes de reconnaissance des formes permettant de distinguer différents mélanges de
COV et de ce fait potentiellement les maladies et les phénotypes de la maladie.

Cette partie décisionnelle est une fagcon de rendre le systéeme « intelligent » et de prendre en
compte les effets des parametres d’influence comme les variations de I’humidité, de la

température ambiante mais aussi les effets de dérive.

La cl¢é de I’appareil est bien entendu le choix du capteur utilisé.

Le capteur chimique est un dispositif qui transforme une information chimique, comme la
concentration ou la composition d’un échantillon a analyser, en un signal exploitable (€électrique
ou optique). L’information chimique peut naitre d’une réaction chimique de 1’échantillon

analysé ou d’une propriété physique du systeme étudié.

Les différentes parties Le role des différentes
du capteur parties

Couche sensible —>

Electrodes de mesure | e—— A ;
_ Lecture de l'information
Isolant
Controle de
: >

Figure 22 : les différentes parties du capteur et leurs roles.

Un capteur chimique n’est pas un systéme autonome mais représente une des composantes

essentielles d’un analyseur.
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Ces détecteurs sont installés en réseau pour pouvoir obtenir des surfaces de reconnaissance plus

importante, permettant ainsi d’augmenter la sélectivité.

Bien que la variété de capteurs disponibles soit grande et offre des sensibilités extrémement
¢levées, seules une poignée d’approche de reconnaissance moléculaire est applicables, en
particulier pour la détection de phase gazeuse. Cette pénurie résulte principalement de la
complexité des adsorbants spécifiques sur les interfaces solide/gaz sans nuire a leur

fonctionnalité.

Il en existe de différents types: polyméres conducteurs, oxydes métalliques semi-
conducteurs, fluorescences optiques, etc...

Les détecteurs fonctionnent en liant les molécules a leurs surfaces par un ou

plusieurs mécanismes :

- Chimisorption, permet une grande sélectivité mais une faible réversibilité
- Adsorption
- Absorption

Le mécanisme de liaison doit étre choisi en lien avec 1’application.
Le détecteur parfait n’existe pas, tout est affaire de compromis.

Les performances d’un capteur de gaz s’évaluent grace a ses six principales caractéristiques :
les 3 « S » : Sensibilité, Sélectivité et Stabilité mais aussi la réversibilité, le temps de réponse
et la reproductibilité. Ce sont ces performances que la recherche et le développement d’outils
sophistiqués tente d’atteindre méme si les 3 « S » seront toujours les plus importantes dans un
premier temps (Tableau 20) (190).

D’apreés ce tableau simplifié, nous pouvons d’ores et déja constater qu’il n’y a pas de

technologie « révolutionnaire » possédant toutes les caractéristiques positives.
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Tableau 20 :Comparaison des performances de différents types de capteurs de gaz (191)

Principales Familles d
e es de capteurs de gaz
Semi Combustion Piézoélect. Electro Conduct. Absorption Photo
conducteur catalytique (SAW, BAW, | chimique | thermigue infrarouge | ionisation
(MOX, FET) {Pellistors CC) ame) {Pellistors CT) (IR, NDIR) (PID)
Sensibilité ++ + +++ + HH+ ++
Précision + + ++ + +++ ++
Temps de ++ + + - - +
réponse
Stabilité 5 -
Robustesse + +
Consommation ST =
énergie
Codt ++ ++
Intégrabilité ++ +
(pour un
systéeme
portable)

-- Performance Trés Faible ; - Faible ; + Bonne ; ++ Trés Bonne

Exemple de capteurs de COV :

- Les microréacteurs au silicium (70).

- Les capteurs nanoporeux a grande surface spécifique ont été préparés par voie sol-gel
(xérogels)

- Cyranose C320, basé sur plusieurs conducteurs technologie de capteur polymeére,
présente l'avantage de ne pas étre influencé par la présence d’humidité.

- Les capteurs de mesure d'oxyde d'azote / dioxyde (Photo 11) : systéeme utilisé pour la
reconnaissance de melanges complexes de COV provenant de patients souffrant

d'asthme

Photo 11 : Capteur de mesure a [’oxyde d’azote/dioxyde
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Codlt :

Généralement, les nez électroniques sont peu onéreux en termes de fabrication,

Praticite :

La miniaturisation de systémes optiques et physiques performants (capteurs Infra- rouge, micro

colonne chromatographique) les rend portatifs et I’administration du test est facile, elle peut se

faire au chevet du patient ou dans un lieu de dépistage organise.
Rapidité :
Plus rapides que les autres techniques standard, ils peuvent analyser un échantillon en moins de

30 minutes.

Sensibilité en cas d’interférences : diminution de la sensibilité en présence de vapeur d’eau ou

d’une forte concentration d’un des composants.
Durée de vie : courte vie de certains capteurs.

Travail en amont plus important : la mise au point de méthodes d’analyse exige un travail

considérable.

Les recherches sont focalisées sur les trois performances de base que sont la sensibilité, la
sélectivité et la stabilité en agissant sur le capteur lui-méme en modifiant les techniques
physiques d’¢élaboration (technologie, morphologie, dopage, filtre, température) ou en agissant
mathématiquement sur les données issues du capteur (traitement du signal, reconnaissance de

forme), ou encore sur I’association des deux (192) (Tableau 21).
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Tableau 21 : Paramétres d’influence sur les critéres de performances des capteurs de gaz a oxyde métallique (189).

Caractéristiques Capteur

Paramétres d'influence
intrinséques

Paramétres externes

Sensibilité au gaz

Couche sensible :

- matériau

- structure (porosité, organisation
cristalline, ...}

- dopage

Température de fonctionnement

-Température et humidité
ambiante

- Gaz interférents, flux

- Packaging

- Systéme de pré-concentrateur

Sélectivité

- Matériau sensible

- Dopage
- Mode opératoire (T variable)

Filtrage passif ou actif

Stabilité

Maitrise de la technologie :

- plateforme chauffante (dérives
thermo mécanigques de la
structure globale a hautes temp.)}
- stabilité de la structure du
matériau sensible (évolution
maoarphologique)

Conditions de mesure (influence
des variations de flux, de
température et humidité
ambiante)

Reéwversibilite

MNature du matériau sensible vis-a-
vis du gaz a détecter

Structure, morphologie
Température de fonctionnement
et de désorption

Probléme d'empoisonnement de
la surface du capteur (carbonates
de surface, Packaging, Colles,
environnement)

Temps de Réponse et de
recouvrement

Technologie :

- inertie thermigue du capteur
- structure, morphologie,
épaisseur de la couche sensible

Packaging, choix du
positionnement du capteur,
volume de la cellule de mesure

Reproductibilité

Réponse capteur :

- stabilité du matériau sensible
-Température de fonctionnement
et de désorption

Capteur a capteur :

- Incertitude technologique

- méthode de dépdt de couche
sensible

Vvariabilité des conditions de
mesures

Le Na-Nose

Dispositif mis au point par Hossam Haick, un des chercheurs vedette de Technion a Haifa,

Iinstitut de technologie d’Israél. Le Na-Nose, est un «nez» composé de capteurs

nanométriques, capable de détecter dans I’haleine humaine des maladies graves, comme des

cancers (poumon, sein, estomac, colon, prostate...) ou des maladies neurodégénératives

(Alzheimer, Parkinson, sclérose en plaques).

Il s’agit d’un véritable systéme olfactif artificiel basé¢ sur un ensemble de capteurs de gaz

hautement réactifs permettant d'identifier et de séparer différentes odeurs, et ceux méme a de

trés faibles concentrations (124).

160




Les capteurs NA-NOSE ont été concus pour montrer une tres faible sensibilité aux
biomarqueurs volatils provenant de facteurs confondants tels que I'age, le sexe, les

médicaments, le tabagisme et les effets environnementaux.

Cette invention révolutionnaire implique 42 chercheurs et 22 laboratoires a travers le monde
(dont PINSREM, I’institut national de la santé et de la recherche médicale) et en cours de test
a grande échelle afin de confirmer son efficacité a 95 % sur les cancers (193).

Le BreathLink

Dans le cadre de la recherche sur le dépistage du cancer du sein, une alternative moins
contraignante a la mammaographie, a été mis au point par le Dr Michael Phillips, sous le nom
de « BreathLink ».

Aprés commercialisation en Europe, les résultats portant sur 250 femmes sont plut6t concluants.
Il présente notamment une bonne valeur prédictive négative, avec 99,9% de femme non
atteintes du cancer du sein lorsque le test est négatif (193). Cependant, une validation par

mammographie est nécessaire en cas de résultat positif pour établir un diagnostic avec certitude.

L’élaboration d’un tel outil a été possible grace a la technologie FAIMS, brevetée par la
compagnie Owlstone Medical, permettant de surveiller rapidement une large gamme de
biomarqueurs COV a partir de la respiration, de l'urine et d'autres fluides corporels avec une

sensibilité et une sélectivité élevées (194).

Des études de plus grande envergure sont attendues pour attester une éventuelle utilisation en

routine médicale.

Applications smartphones

Dans I’idée que les smartphones intégrent déja de nombreux capteurs (gyroscopes,
accélérometres, capteurs GPS ou encore boussoles électroniques), de nouveaux capteurs
pouvant identifier toutes sortes d’odeurs, les polluants, les explosifs et des états pathologiques,

sont en cours de développement.
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Cette idée semble insolite au premier abord, mais en admettant que les ordinateurs, les tablettes
et les smartphones aient déja la capacité de « voir », grace aux cameras, et « d’entendre », grace

aux micros, cela parait envisageable dans un futur proche.

Les déploiements autour des « nez électroniques » portables entrevoient la potentialité d’ajouter

le sens de ’odorat aux terminaux mobiles.

Ethylotests

Partant de ce constat, plusieurs éthylotests, détectant les molécules volatiles émises aprés la

consommation d’alcool, ont été développés pour une utilisation via smartphone :

- Breathometer :
Mis au point par une start-up américaine ; il s’agit d’un boitier de la taille d’une boite
d’allumettes qui transforme le smartphone en éthylotest. Le bottier utilise pour se connecter la
sortie audio du smartphone. Le capteur intégré au boitier analyse ’haleine de 1’utilisateur :
I’application mobile associ¢e au capteur affiche alors le degré d’alcoolémie. En cas de test
positif, I’application suggere a 1’automobiliste des moyens de déplacement : elle pourra par

exemple le mettre en contact avec des sociétés de taxis.
Ce dispositif a éte homologué par les autorités américaines de santé (FDA) (195).

- Floome:
Développé par une société italienne, 2045Tech. L'appareil, qui se connecte également a la prise
jack du smartphone, utilise une technologie de détection brevetée, similaire a celle des
éthylotests professionnels utilisés par les forces de l'ordre. L'application Floome indique aussi

le temps estimé pour que l'alcoolémie de I'utilisateur redescende a un niveau sar.

La batterie de l'alcootest ne nécessite pas de charge et est hygiénique car elle possede un
bouchon amovible et nettoyable. Il calcule le « temps de récupération » en fonction de votre

taille, poids et sexe.

Autres éthylotests :

- Alcohoot
- BACtrack
- MobileBreathalyzer
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Le B-test

Photo 12 : Dispositif B-Test®

La sociéete frangaise AndroMC Systems avait mis au point en juillet 2012 un dispositif, le B-
Test (Photo 12). Celui-ci est en est en cours d'homologation et devrait recevoir le label de
conformité a la norme NF(195).

Test du « KAIST »

En Asie, une équipe de scientifiques du KAIST (Korea Advanced Institute of Science and
Technology), présente dans un article publié par la revue allemande Angewandte Chemie une
utilisation nouvelle de I'écran tactile des smartphones, comme outil pour effectuer des analyses

biomoléculaires.

Des expériences auraient démontré que les écrans des smartphones qui fonctionnent sur la
détection de charge électrique seraient capables de reconnaitre la présence de certaines
molécules et leur taux de concentration grace a un simple toucher, avec une précision aussi
bonne que lors de tests médicaux classiques. Il serait notamment possible de mesurer la
présence de certaines protéines, par exemple celles utilisées pour diagnostiquer le cancer du
foie (193).

Le Sniffphone

En mars 2017, lors de son congreés annuel, la Société internationale pour l'olfaction et la chimie
(1ISOCS), organise une démonstration du nouveau prototype de téléphone intelligent capable de

détecter une maladie a partir d'un souffle, le SniffPhone (Photo 13) (196).
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Le projet SniffPhone est financé par le programme Horizon 2020 de I'Union européenne pour
la recherche, le développement technologique et la démonstration dans le cadre de la convention
de subvention n ° 644031.

Conception :

Le SniffPhone integre des micro- et nanotechnologies hétérogénes dans un systéme intelligent
autonome pouvant étre attaché a un téléphone mobile et analyser les marqueurs de maladies a
partir de l'air expiré. Il s’agit d’un ensemble miniaturisé de capteurs chimiques a base de
nanomatériaux hautement sensibles capables de réagir avec la respiration d’un patient. Les

résultats sont stockés et prétraités par micro fluidique intégrée sur puce intégrée et électronique.

Photo 13 X Le SniffPhone : petit module enfichable pour smartphone (124)

Dans cette
approche, une interaction entre un échantillon d'haleine et les capteurs chimiques est

enregistrée, puis analysée.

Les résultats intégrés sur puce électronique sont transférés sans fil via I'Internet du téléphone
mobile a un serveur externe. Si les données montrent des signes de maladie, le médecin est

alerté.

Le fait qu'un patient soit capable de prendre d'innombrables mesures diagnostiques a différents
moments de la journée d'une maniere pratiguement sans effort et de fagon inconsciente,
représente une grande révolution en matiere de dépistage. De plus, la richesse des données
générées par ces tests peut étre automatiquement traitée et analysée pour générer un rapport de

surveillance continu et complet qui sera évalué périodiquement par le médecin traitant.

C’est pourquoi, le projet SniffPhone représente un nouveau concept a fort potentiel. En effet, il

peut constituer une plus-value inestimable dans les vastes efforts de dépistage du cancer. Ce
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test de dépistage semble idéal et parait répondre a plusieurs critéres attendus pour un test de
dépistage : précis - faible codt - facile a utiliser - confortable pour le patient - facilement

reproductible.

Outre les unités de recherche et développement au sien de laboratoires et cliniques,
le projet SniffPhone impliquera

quatre PME européennes et une grande entreprise industrielle, plagant ainsi I’Europe dans la
compétition pour la conception et la commercialisation de systemes intelligents miniaturisés

innovants (Figure 23).

R aNEas Upload data

- Remote
W= analysis
T of the
Contact clinical
with the data
user in
case of
Monitoring exhaled positive
breath VOCs linked results

with gastric cancer
disease(s) using a
mobile phone device

Senf over
Internet

Figure 23 : Principes d utilisation du Sniffphone® (197)

Test Adamant

La société californienne Adamant Technologies travaille quant a elle a la mise au point d’une

puce capable d’analyser la composition chimique des odeurs.

Cette puce compte environ 2000 capteurs, soit presque autant que le sytéeme olfactif canin. Elle
serait capable, a terme, d’évaluer en temps réel des fonctions métaboliques, de mesurer la

glycémie ou encore de réaliser des tests d’alcoolémie.
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Test Alpha MOS

La société toulousaine Alpha MOS développe des microcapteurs capables de mesurer les
composés volatils présents dans I’atmosphére ou se dégageant de produits solides, comme les

aliments.

Jusqu’ici, les nez électroniques qu’elle concevait avaient des usages industriels : elles
permettent aux firmes agroalimentaires de contréler la qualité de leurs produits, aux fabricants
de déodorants d’en vérifier I’efficacité, aux usines de traitement d’eaux usées ou aux
équarrisseurs de limiter I’impact sur le voisinage, ou encore aux militaires de détecter la

présence de gaz de combat.

Alpha MOS a conclu récemment un accord de développement avec le Chinois Haier qui vise le
développement d’un nez électronique miniaturisé¢. Alpha Mos envisage ¢galement 1’intégration
de ses microcapteurs dans des smartphones. Elle imagine des applications comme « sentir » la
qualité de I’air en ville, déterminer 1’état des sols en agriculture. lls considérent également que
I’analyse de I’haleine, outre la mise au point d’un éthylotest, pourrait ouvrir la voie a de
nouvelles modalités de diagnostic médical (concernant le diabéte ou encore certaines formes de

cancer) grace a l'analyse de marqueurs contenus dans l'air expiré.

Test Aryballe

Une autre start’up francaise, Aryballe Technologies, fondée en 2014, a mis au point NeOSe, le

premier capteur d'odeurs universel qui imite les récepteurs olfactifs humains.

Le dispositif portatif tient dans la main. 1l aspire les odeurs via un ventilateur.
Les molécules vont ensuite venir se fixer, par affinité, a la surface de nano-capteurs embarqués.
Ce sont ces nano-capteurs qui imitent les récepteurs olfactifs humains.
Une fois les molécules odorantes fixées, une photo sera saisie de maniere a transformer l'odeur
en signature visuelle sous forme d'un code barre.
Les informations collectées sont alors envoyées, grace a une puce microélectronique, vers la

base d'odeurs d'Aryballe puis analysées pour retrouver lI'odeur associée a la signature visuelle.

En ce sens, la société a d'ores et déja conclu un partenariat dans le domaine médical, notamment
en vue du développement de la détection de certaines maladies associées a des odeurs

caractéristiques et qui pourraient ainsi étre décelées a un stade précoce.
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Le MasSpec Pen®

En 2017, L’équipe de Zhang et al (198), a développé un dispositif , nommé MasSpec Pen.l1
s’agit d’un appareil de spectrométrie de masse portatif automatisé et biocompatible pour le

diagnostic rapide et non destructif des tissus cancéreux humains.

Cet outil technologique a été congu dans un contexte ou les méthodes conventionnelles de
diagnostic histopathologique des tissus nécessitent beaucoup de temps et de travail et peuvent
retarder la prise de décision au cours des procédures diagnostiques et thérapeutiques. Au cours
d’une chirurgie d’ablation d’une tumeur, le but du chirurgien est d’éliminer complétement les
cellules cancéreuses, cependant, dans la pratique il est trés difficile d’obtenir des bords externes

complétement dépourvue de cellules cancéreuses.

Le MasSpec Pen, est appliqué pendant 3 secondes sur une zone de la peau, permettant ainsi la
ponction d'une goutte d'eau de 10 pl — soit un cinquiéme d'une goutte d'eau, a la surface du tissu
pour une extraction de biomolécules (figure 24).

La goutte est ensuite acheminée par un tube souple vers un spectrometre, qui va I’analyser et
calculer les différentes masses moléculaires des molécules présentes. Ceci permet de déterminer

la présence ou non de cellules cancéreuses dans le tissu analysé.
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Mass spectromeler (1) Incoming water 3D-printed tip
“| Syringe pump y
. '
‘ (2) Gas »
=3 - -

(3) Outgoing droplet

Integrated

; Handheld device ‘
’ MS interface |

&
‘hmq |

Foot pedal

’

Figure 24 : Représentation schématique du systéme MasSpec et des étapes opérationnelles (198)
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Par ailleurs, I’é¢tude a permis un diagnostic précis du cancer dans les régions tumorales

marginales qui présentait une composition histologique mixte.

Dans cette étude, les spectres de masse obtenus présentaient des profils moléculaires
caracterisés par une variété de biomarqueurs de différentes natures, comme des métabolites,

des lipides, et des protéines.

Au préalable, les chercheurs ont analysé 253 échantillons de tissus de personnes atteintes de
cancer du poumon, du sein, de la thyroide ou d'un cancer ovarien. Cela a permis d'établir les
quatre "profils moléculaires" du tissu pour chaque type de cancer. C’est a partir de ces

informations histologiques qu’une base de données moléculaires a pu étre validée.

Les résultats statistiques, construits a partir de cette base de données, ont permis la prediction
du cancer avec une sensibilité de 96,4%, une specificité de 96,2% et une précision globale de
96,3%, dans la prédiction des tumeurs thyroidiennes benignes et malignes et des différents sous-

types histologiques de cancer pulmonaires.

Les résultats obtenus sont encourageants et fournissent la preuve que le MasSpec Pen pourrait
potentiellement étre utilise comme une technologie clinique et peropératoire pour le diagnostic

du cancer ex vivo et in vivo.

Ce nouvel outil de diagnostic en temps réel, ressemblant a un stylo, permettant d’identifier le
profil moléculaire des tissus et ainsi de distinguer rapidement une tumeur d'un tissu sain au
cours d'une intervention chirurgicale, grace a une analyse de spectrométrie de masse, sans que

cela nécessite de marquage ou d'imagerie spécifique et sans destruction tissulaire inutile.

L’avantage de ce dispositif est sans conteste le fait qu’il n'endommage en rien les tissus et les
cellules alentours. C'est particulierement important pour des cancers situés dans des zones trés
sensibles, comme les tumeurs cérébrales : endommager des tissus et des cellules peut conduire
a des lésions et handicaps irréversibles. En aspirant une minuscule goutte d'eau, le "stylo"

sondeur Ote ce risque.
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Le Reciva® Breath Sampler
Le Sampler Breath Reciva a été nommé invention de

I'année en 2017 au Prix de la santé numérique (199).

Photo 14 : Collecteur Reciva® (200)

Il s’agit d’un collecteur d’échantillon de souffle prét a I'emploi, permettant de capturer de
maniére fiable et reproductible des échantillons d'haleine pour analyse (Photo 14) (200).

Ce dispositif mis au point par la société britannique Owlstone Medical, est en cours d’utilisation

dans I’essai clinique pour la détection du cancer du poumon, LuCID (200).

Le dispositif est composé de capteurs de pression et de CO, permettant une surveillance en
temps réel du rythme respiratoire du patient, ce qui permet de sélectionner les fractions

pertinentes.

De plus, cet échantillonneur est construit avec des matériaux inertes pour minimiser la
contamination de I'échantillon d'haleine par des COV exogénes, et munis de cartouche pouvant

stocker la fraction d’haleine, qui sera ensuite analysée comme une biopsie respiratoire.

Les COV recueillis sur les tubes sorbants sont ensuite transportés au laboratoire fournissant le
Reciva®, le Breath Biopsy de Owlstone medicale, ou dans un autre laboratoire disposant de

plates-formes analytiques telle qu’une GC-FAIMS ou GC-MS pour analyse des échantillons.

La contamination croisée entre patient est évitée grace a I’utilisation d’un masque a usage

unique et de filtre jetable. Les masques sont disponibles également au format pédiatrique.

Une particularité de ce dispositif est qu’il permet une démarche de collecte d’échantillon
accessible a tous via son systeme de location, puis les cartouches utilisées sont envoyées au

laboratoire pour analyse (Figure 25).

Figure 25 : Systeme de location, d’envoi des cartouches et d’analyse via le Reciva® (199)
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Ce dispositif a été homologué CE et est utilisé dans plus de 90 groupes de recherche académique
et de laboratoires a travers le monde.

Cela permet aux chercheurs de concentrer leurs efforts sur I'analyse du souffle capturé et moins
sur la méthode de capture.

iKnife
En 2013, des chercheurs de I'University College de Londres développent le iKnife, un scalpel
chirurgical. Egalement appelé Onkoknifel, ou scalpel intelligent

L'iKnife cautérise une plaie tout en découpant des tissus, puis aspire la fumée émise par le tissu
pour I’incorporer dans un spectrométre de masse, qui indique ensuite si le tissu coupé est

cancéreux ou sain (Figure 26).

Les chirurgiens pourraient utiliser I'iKnife pour déterminer si les cellules sont saines ou
cancéreuses en quelques secondes, alors qu'auparavant il fallait retirer le tissu cancéreux et

I'analyser en utilisant un spectrometre de masse.

Atmospheric
Interface

Electrosurgical
unit

Figure 26 : Procédé du lknife® (201).

D'autres outils se basent, eux, sur les lasers ultraviolets pour analyser les tissus. Sans outil, la
méthode de prélevement consiste a couper de petits échantillons, a les congeler avant de les
analyser. Par ailleurs, ce processus prend jusqu'a 30 minutes, et les résultats sont moins

pertinents, car la congélation endommage les cellules.
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1. ASPECT CLINIQUE DE L'ANALYSE DE LA
RESPIRATION ET APPLICATION DES TESTS
D’HALEINE

3.1. COV IDENTIFIES COMME BIOMARQUEURS DE CANCERS

Pour rappel, un biomarqueur moléculaire est défini comme étant une molécule pouvant
refléter 1’état pathologique de I'organisme, ou la réponse pharmacologique caractéristique

d’une intervention thérapeutique.

En médecine clinique, plusieurs protéines sériques sont déja utilisées en tant que

biomarqueurs, comme par exemple :

- L’expression des récepteurs d'eestrogene (ER)

- Le récepteur de progestérone (PR)

- Le lymphome B-2 (Bcl-2)

- Croissance éepidermique humaine les oncogenes du facteur 2 (HER-2 / neu)

- L'indice Ki-67 de l'activité proliférative

Nous I’avons vu précédemment, d’autres source de biomarqueurs peuvent aussi étre
exploitées. En cas de cancer, de maladies infectieuses (Annexes p225-229), ou de
maladies métaboliques (Annexes p230-236), le métabolisme du patient est modifié. Il en
résulte la production de composés métaboliques particuliers, notamment des métabolites

volatils.

La composition des composés organiques volatils (COV) dans l'air expiré, dans les

échantillons d'urine ou de selles peut donc étre caractéristique d'une maladie particuliére.

Ces dernieres années, de nombreuses études ont été menées dans le but de déterminer des
bases de données statistiques quantitatives et qualitatives quant aux COV libérés au cours

d’une expiration, chez un individu sain ou atteint d’une maladie spécifique.
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Certains troubles peuvent avoir en commun une perturbation sur le méme biomarqueur.
C’est le cas par exemple du Pentane, produit de la peroxydation lipidique des acides gras
polyinsaturés, qui est un marqueur de I’augmentation de I’activité des radicaux libres
d’oxygene (ROS), survenant dans de nombreux troubles : les cancers, ainsi que plusieurs
autres troubles détaillés en annexe : le rejet de greffe cardiaque, l'infarctus aigu du
myocarde, la schizophrénie et I'arthrite rhumatoide, etc. (60)

Il est rapporté que pendant la phase initiale du cancer (croissance tumorale), la cellule
cancéreuse crée I'environnement acide qui permet a la membrane basale de se rompre et
de permettre l'acces des COV a la circulation sanguine (202). L'environnement acide
protege en méme temps les cellules cancéreuses du systéme immunitaire pour développer
des tumeurs. La croissance tumorale s'accompagne de modifications géniques conduisant
a des COV spécifiques secrétés dans le liquide sanguin qui peuvent étre utilisés pour
détecter un cancer spécifique (203).

La croissance tumorale s'accompagne également de changements de génes et /ou de
proteines qui peuvent conduire a la peroxydation des especes de membranes cellulaires
et, par conséquent, a I'émission de composés organiques volatils spécifiques (203). Les
alleles individuels peuvent alors créer un profil de COV unique qui sera ensuite sécrété

dans les fluides corporels.

Les etudes relevées dans la littérature depuis deux décennies, révelent plusieurs

biomarqueurs, provenant du souffle, impliqués dans plusieurs cancers.

Une récente revue, publiée en juin 2016, a établi une liste de 115 COV validés comme
étant liés a des cancers et classés en fonction de leurs coefficients de partage «graisse-
sang» et «sang-air» (117). Ces coefficients de partage fournissent une estimation des
concentrations relatives de COV dans la respiration alvéolaire, dans le sang et dans les

compartiments graisseux du corps humain.

Le tableau ci-dessous donne un apercu des biomarqueurs les plus étudiés et les cancers

pour lesquels ils ont été associés (Tableau 22).
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Tableau 22. Composés organiques volatils reconnus comme biomarqueurs de cancer

Composé organique Type de cancer Technique Niveau de concentration Réf.
volatil étudié d’analyse
Isopréne Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (204,205)
SPME-GC/FID [ppm]
Pentane Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (204)
Octane Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (204)
Décane Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (204,205)
SPME-GC/FID [ppm]
Undécane Poumon SPME-GC/FID [ppm] (205)
Méthyl cyclopentane Poumon SPME-GC/FID [ppm] (205)
Formaldéhyde Poumon, prostate, | PTRS-MS [ppb] (92,206)
vessie
Heptane Poumon, sein SPME-GC/FID [ppm] (92,205)
SPME-GC/MS [ppb/ppt]
TD-GC/MS [ppt]
Hexanal Poumon, sein SPME-GC/FID [ppm] (92,205)
SPME-GC/MS [ppb/ppt]
TD-GC/MS [ppt]
Acétone Poumon TD-GC/MS [ppt]
2-propanol Sein TD-GC/MS [ppt]
Benzeéne Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (57,204,20
SPME-GC/FID [ppm] 5
Toluene Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (204)
Xyléne isoméres Poumon SPME-GC/MS TD- | [ppb/ppt] (204)
GC/MS
[ppt]
Ethylbenzéne Poumon SPME-GC/MS [ppb/ppt] (204)
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3.1.1.Cancer du poumon

Le pronostic du cancer du poumon dépend largement de précocité de la découverte de la
maladie. Malheureusement, ce cancer évolue durant un certain temps de facon

asymptomatique et par conséquent sa détection est souvent fortuite.

Pour cette raison, le cancer du poumon est le plus étudié dans la recherche d’analyse des

biomarqueurs de la respiration.

Parmi les biomarqueurs qui lui sont attribués, on retrouve dans la littérature scientifique

des COV carbonylés, tels que :

- 2-butanone

- 2-hydroxy acétaldéhyde
- 3-hydroxy-2-butanone

- 4-hydroxyhexenal

Les taux de ces derniers ont été mesuré par un groupe de chercheurs et sont
significativement plus élevés dans les échantillons respiratoires exhalés des patients

atteints de cancer du poumon par rapport au groupe témoin (140).

D’autres chercheurs, comme Chen et al. (2007), ont cultivé différentes cellules dont des
cellules cancéreuses du poumon (carcinomes épidermoides, adénocarcinomes,
carcinomes bronchiolo-alvéolaires, carcinomes non a petites cellules, des cellules
épithéliales normales des voies aériennes, des cellules de bourgeons gustatifs de rat, des
cellules ostéogeéniques et des adipocytes), afin de déterminer les natures des composés

organiques volatiles dégagés par ces cellules (57).

Les cellules tumorales ont été cultivées a partir de tissus humains obtenus par résection
de cancer du poumon. Les mémes patients ont aussi fourni des échantillons d’haleine
avant I’opération. IIs ont trouvé 11 composés volatils organiques présents en quantité plus
importantes chez les patients atteints de cancer du poumon que chez les sujets sains. Les
COV trouvés dans les milieux de culture de ces cellules sont, selon eux, les produits
métaboliques des cellules cancéreuses et peuvent étre utilisés comme biomarqueurs de la

maladie. Cela a permis de mettre en évidence un profil type de COV pour le cancer dans
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les échantillons de tissus de poumons d’apparence normale mais qui se sont révélés
contenir des cellules cancérigénes apres 10 jours de culture cellulaire (Figure 27). Ainsi,
ils ont suggéré que de profonds changements se réalisaient au niveau du

microenvironnement tumoral aux stades les plus précoces de la carcinogénese.
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Figure 27 : chromatogramme obtenu aprés GC-TOF de ['air exhalé d’un patient atteint de cancer du poumon (122)

De tres bons résultats ont été observés dans la détection de cancer du poumon dans des

échantillons d'haleine, effectuée par des chiens dressés.

De nombreux rapports qui étudient les COV présents dans le cancer du poumon ont fait
leur apparition, montrant une sensibilité globale juste (71-85%) et une bonne spécificité
(92-100%) (161).

Récemment, dans l'une des plus grandes études de détection d’odeur par des animaux a
ce jour, des échantillons d'haleine de 220 participants ont été exploités (164). Parmi les
participants, on pouvait recenser des personnes en bonne santé, des patients atteints d'un
cancer du poumon, et des patients atteints de broncho-pneumopathie chronique
obstructive — BPCO.

Les echantillons ont été présentés aux chiens renifleurs.

Le cancer du poumon a été identifié avec une sensibilité de 71% et une spécificité de

93%, indépendamment de la présence de la BPCO ou la fumée de tabac.

Depuis 1971, des études font appel aux techniques de nez électronique (eNose) pour

I’analyse du souffle expiré (1), avec également de bons résultats.
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De plus, les chiens et les eNoses sont capables de distinguer entre le cancer du poumon
et de la BPCO (164,207).

L'acétone est I'un des composés les plus abondants dans I'haleine et un marqueur
métabolique important dans le souffle. Il a été reconnu par Phillips et al comme étant un
marqueur potentiel du cancer du poumon. Il en est de méme concernant, l'isopréne (2-
méthyl-1,3-butadiene), hydrocarbure toujours présent dans le souffle et sous-produit de
la synthése du cholestérol, détecté par Poli et al (208) en plus grande concentration chez

les patients ayant le cancer du poumon en comparaison a un groupe témoin.

3.1.2.Cancer de I’';esophage

Bien que le diagnostic de ce cancer a un stade traitable soit associé a un bénéfice
significatif de survie, I'absence de symptomes « d'alarme », jusqu’a ce que la maladie soit

a un stade plus avancé, contribue aux mauvaises statistiques du cancer de I’cesophage.

En effet, le traitement de I'adénocarcinome précoce de l'cesophage a rapporté un taux

global de survie a 5 ans de 83% a 96%.

La premiére étude d'analyse de souffle pour definir les COV respiratoires dans le cancer

de I'eesophage a identifié les marqueurs suivants :

- Phénol
- Phényl phénol
- Ethylphénol

- Acide hexanoique

Ces composés présentaient des taux significativement plus élevé chez les sujets atteints

de cancer de l'cesophage comparé aux témoins sains (209).

Cette observation a été confirmée dans I'étude de Kumar et al (157), la plus compléte a
ce jour concernant les COV respiratoires présent dans différentes formes de cancer de
I’cesophage : le carcinome épidermoide cesophagien, l'adénocarcinome cesophagien,

'eesophage de Barrett, les affections bénignes et 1'adénocarcinome gastrique.
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Ils ont été comparés aux témoins sains et un total de 12 COV (Tableau 23), étaient
présents & des concentrations significativement plus élevées (P<0,05) dans les groupes

cancéreux que dans les témoins non cancéreux.

Ces composes de phénols, d'aldéhydes et d'acides gras, ont été identifiés comme étant
discriminatoires pour le cancer de l'eesophage et le cancer gastrique par rapport au tractus

gastro-intestinal normal (157).

Tableau 23 Composés organiques volatils caractéristiques du cancer de [’eesophage, selon Kumar et al. (157)

Phénol Acide hexanoique Pentanal, Octanal
Méthylphénol Acide pentanoique Hexanal Nonanal
Ethylphénol Butanal Heptanal Décanal

3.1.3.Cancer des ovaires

Le carcinome de l'ovaire représente environ 4% des cancers diagnostiqués chez les

femmes dans le monde entier.

Le taux de mortalité est éleve, supérieur a 50%, principalement en raison d'un diagnostic
tardif.

Actuellement, il n'existe pas de techniques de dépistage convenables. Pourtant le cancer
de l'ovaire fait partie du groupe de tumeurs malignes pour lesquelles la mortalité pourrait

étre considérablement réduite par un diagnostic précoce.

Horvath et al. (2008) ont démontré ’existence d’une odeur spécifique émise par les
carcinomes ovariens et détectable par un chien entrainé. Cette odeur est émise aussi bien
durant les stades précoces et peu avancés de carcinomes ovariens gue dans les stades trés

avancés.

En outre, il apparait dans cette étude que I'odeur des carcinomes ovariens semble différer
de celles des autres tumeurs gynécologiques telles que celles du col de l'utérus, de

I'endometre et des cancers de la vulve.
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Les biomarqueurs volatils responsables de cette odeur spécifique qui ont été mis en

évidence au cours de ces études sont les suivants :

- Androstenedione
- 1-méthyl-adenosine
- 3-methyluridine

Leurs concentrations dans les échantillons cancéreux présentaient des taux

significativement augmentés.

Les chiens entrainés se sont révélés tres performants en identification du cancer de
l'ovaire. A travers des échantillons de sang et de tissus, ils ont présenté les résultats
spectaculaires : les tests tissulaires ont montré une sensibilité de 100% et une spécificité
de 95%, tandis que les tests sanguins ont montré une sensibilité de 100% et une spécificité
de 98% (98).

Le méme groupe de recherche a testé un « nez électronique » pour la détection du cancer
de l'ovaire dans des échantillons de tissus. Conformément a la faible sensibilité de eNoses
par rapport au nez du chien, I'étude Enose a suggéré une sensibilité globale un peu plus

faible et la spécificite, de 84% et 87% respectivement, par rapport a la performance du

chien (210).

Bien que I'étude fOt petite, les résultats suggeérent qu'une détection électronique précoce

du carcinome de l'ovaire peut étre possible.

3.1.4.Cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus répandu chez les femmes dans le monde occidental,
et le principal responsable de décés par cancer dans le monde entier, avec le cancer du
poumon. Des travaux exploratoires antérieurs ont montré que des profils de marqueurs
biochimiques ont été trouvés dans la respiration exhalée de patients atteints de cancers du

poumon et du sein qui se distinguent de ceux des témoins

Les chiens et eNoses ont été testés pour la détection des composés organiques volatils

spécifiques du cancer du sein dans des échantillons d'haleine.

179



Une étude au cours de laquelle les chiens de détection ont été utilisé, montrait des résultats

trés positifs, avec une sensibilité et une spécificité respectives de 88% et 98% (173).

Une étude plus récente, en 2010, a analysé 258 échantillons d'haleine a I’aide d’un eNose
et a trouvé une sensibilité de 75% et une spécificité de 85% (211), ce qui confirme I'idée

que les eNoses ne parviennent pas a la méme précision que les chiens de diagnostic.

Cette dernicre a permis d’identifier cinq composés organiques volatils (COV), dans l'air

expiré, pouvant dépister la présence ou non de cancer du sein (212) :

- Desalcanes en C4-C20

- Des alcanes monométhylés
- Heptanal

- L'hexanal

3.1.5.Cancer de la prostate

Il s’agit du type de cancer le plus courant chez les hommes.

Actuellement I'antigéne prostatique spécifique (PSA) constitue le biomarqueur sanguin
le plus utilisé du cancer de la prostate. Bien que ce marqueur soit couramment utilisé, il
ne peut étre détecté que dans les stades avancés du cancer. La faible spécificité du test
PSA dans la détection de cancer de la prostate a fait I'objet de polémiques au cours de la

derniére décennie.

Ceci a conduit a rechercher un biomarqueur mieux adapté au dépistage du cancer de la

prostate.
Un biomarqueur volatil a été retrouvé dans le surnageant urinaire : la sarcosine.

En effet, les composés organiques volatils (COV) se retrouvent sous forme de gaz dans

la respiration humaine mais également détectés dans l'urine.

Sreekumar et son équipe ont réalisé, en 2009, le métabolome du cancer de la prostate, en
utilisant la chromatographie haute performance en phase liquide et gaz, couplée la
spectrométrie de masse, associée a de puissants outils bio-informatiques d’analyse (213).
Ils ont ainsi pu identifier, parmi d’autres molécules présentes en quantité augmentée dans

les urines, la sarcosine comme étant un métabolite essentiel dans les cancers métastatiques
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de la prostate. Les individus atteints de cancer de la prostate métastatique présentaient
une trés forte élévation de la concentration en sarcosine, tandis que le taux de sarcosine

chez les patients en bonne santé est seulement négligeable (Figure 28).

Cependant, aucun biomarqueur volatil émanant de la respiration n’a encore été associé a

ce cancer.
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Figure 28 : Graphique représentant la concentration en sarcosine en fonction de différents tissus

3.1.6.Cancer de la vessie

Le cancer de la vessie flit le premier cancer ayant fait ’objet d’une étude mettant en
évidence la capacité olfactive animale, comme outil de diagnostic. Dans des études
préliminaires, les chiens ont été formés pour reconnaitre le cancer de la vessie dans des
échantillons d’urine ; I'étude d'évaluation formelle ultérieure a montré un taux de réussite
de diagnostic de 41%, alors que sur la base d’un facteur chance un taux de réussite de
seulement 14% était prévu. Une autre étude a révélé qu'un Enose a également été en
mesure de distinguer les échantillons d'urine de patients sains de ceux des patients atteints

d'un cancer de la vessie, avec une précision diagnostique de 100% (214).

D’aprés Spanel et al, (205) le formaldéhyde est également un biomarqueur volatil

potentiel du cancer de la vessie.
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3.1.7.Cancer colorectal

A T’heure actuelle, la coloscopie est la norme pour le diagnostic du cancer colorectal,
cependant son codt élevé empéche évidemment son utilisation pour un dépistage de

masse.

En termes de dépistage, les tests bases sur les selles sont plus utilisés que I'endoscopie en
France, parmi eux, le test Hemoccult®, et le test sanguin immunochimique fécal (FIT).
Ce dernier, représente un outil de choix, en raison de son caractére non invasif, et une

assez bonne spécificité mais une forte variation de sensibilité (61-91%) (215).

Ces dépistages sont rentables, par rapport a I'absence de dépistage, mais ils sont encore
beaucoup trop sous-utilisés et la participation atteint rarement 70% de la population cible,

c¢’est pourquoi la recherche continue dans le domaine de 1’analyse des COV, dans le but

d'élaborer de nouveaux tests plus acceptables.

Les chiens ont également été formés pour identifier le cancer colorectal.

Dans une étude, 350 échantillons de selles et de I'haleine ont eté collectés et examinés par
des chiens entrainés. La précision du diagnostic des chiens était trés élevée, avec une
sensibilité de 91% dans I'haleine et 97% dans les échantillons de selles, et une spécificité

de 99% pour les deux types d'échantillons.
En comparaison, la sensibilité du test de Hemoccult® varie de 25 a 44%.

Une seule étude importante pour la détection du cancer colorectal au moyen d'un Enose
a été réalisée. Les Enoses sont capables de discriminer des échantillons d'haleine de
patients présentant un carcinome colorectal (n = 26) a partir des échantillons de témoins
sains (n = 22) au moyen de motifs de COV caractéristiques, mais une analyse de précision

de diagnostic n'a pas été inclus dans ce travail.
Parmi tous les COV signalés du cancer colorectal, on retrouve :

- Le cyclohexane
- Le méthylcyclohexane
- Le 1,3-diméthylbenzéne

- Le décanal
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Ces derniers sont les principaux marqueurs qui peuvent étre utilisés comme signature

pour le dépistage du cancer colo-rectal (CCR) (216).

Altomare et al. (217) ont identifié quinze COV comme biomarqueurs potentiels existant
dans I'naleine des patients atteints de cancer colorectal utilisant des techniques GC-MS
pouvant étre utilisées pour cribler potentiellement le CCR avec une précision de 80%.

Une autre étude, réalisée par la méme équipe, a été encore plus loin dans I’investigation,
en suggeérant une observation prospective pour évaluer si le profil de COV chez les
patients atteint de cancer colorectal change aprés résection curative de la tumeur et si leur
nouveau profil de COV se rapproche de celui des sujets normaux.

Les auteurs ont finalement sélectionné 11 COV pertinents, et communs aux 15 COV de
leur précédente exploration, pouvant étre caracteristiques des patients atteints de cancer

colorectal avant et apreés la chirurgie.

Les 11 COV commun avec leur étude précedente sont présentés dans le tableau ci-

dessous.
Analytes Chemical Class
|,2-pentadiene Alkenes
2-methylbutane Alkanes
3-methylpentane Alkanes
methylcyclopentane Alkanes
cyclohexane Alkanes
decanal Aldehydes
nonanal Aldehydes
methylcyclohexane Alkanes
4-methyl-2-pentanone Ketons
| .4-dimethylbenzene Aromatics
|, 3-dimethylbenzene Aromatics
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3.1.8.Mélanome

La détection olfactive canine de la malignité humaine est un phénomene bien documenté.

Williams et Pembroke ont rapporté le premier cas de détection olfactive canine sur un
melanome malin en 1989 (163). Le chien d’une patiente, un croisement Border Collie-
Doberman, reniflait a plusieurs reprises la lésion de la patiente, méme a travers les
vétements. Ce comportement a incité sa propriétaire a consulter un dermatologue. Ce
dernier a diagnostiqué un mélanome malin disséminé superficiel, par chance, encore au
stade curable. Les auteurs ont supposé que ce phénomeéne caractérisée une origine

olfactive intrigante et singuliére.

Un autre cas, concernant un homme de 75 ans dont le chien de compagnie léchait de fagon
persistante une lésion asymptomatique derriere son oreille droite. Le patient en ignorait
méme I’existence. Le chien, dont I’histoire et ’ge exact étaient inconnus, avait été acquis

dans un centre de secours 4 ans auparavant (218).

A la suite de ces épisodes anecdotiques, flt réalisée une étude avec un chien comme
moyen de diagnostic pour ce type de cancer. Ce fut la premiére étude ou les chiens avaient
été formés pour renifler de facon directe des patients dans une clinique, au lieu d'un
échantillon de matrice (matieres fécales, l'urine, la respiration, etc.) (219). Des
échantillons de mélanome ont été cachés dans des bandages sur les bénévoles et les chiens

ont eu raison de leur évaluation dans 75-86% des cas.

Trois ans plus tard, une étude a abordé la détection du mélanome dans des échantillons
de tissus (n = 57), a I’aide d’un « nez électronique » et a trouvé une sensibilité et une

spécificité de 70% et 90%, respectivement.

Cet article a permis de démontrer qu’il existe une preuve d’une signature métabolique du
mélanome grace a une combinaison HS-SPME avec GC / MS. Bien que la plupart des
substances volatiles présentes dans le naevi (tissus sain) ont été également retrouvées dans
le groupe mélanome, 21 d’entre eux présentaient un taux de concentration

significativement différent de substances volatiles (Tableau 24).
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Parmi les composés détectés dans les deux échantillons, huit ont plus que doublé en 24
heures. Ces composés étaient :

- 1-hexanol 2-éthyl-;

- Le 3-méthylbenzothiophéne;

- Ester butylique d'acide acétique;

- Phtalate de diethyle; Hexane 3,3-diméthyl-;
- Limoneéne;

- Oxime- méthoxy-phényl-I et

- phénol 2,4-bis (1-méthyléthyl) -acétate.

En résumé, la présence augmentée d'alcanes methylés et de benzénes peut indiquer un
processus de méthylation accru dans le mélanome, ainsi que de métabolites secondaires
a la peroxydation lipidique membranaire, comme des alcanes (nonane, décane, undécane,
dodécane, tridécane), des alcenes (décene, tridécene), des aldéhydes (propanal, butanal),

peut étre un indicateur de stress oxydatif.

Tableau 24 Liste des 21 COV détectés dans les échantillons de mélanome en quantité anormalement élevé en
comparaison aux tissus sains (Abaffy 2010)

Groupes Composés

Hydrocarbures aliphatiques saturés Nonane
4-méthyldécane
1-Tridecene

Hydrocarbures monocycliques insaturés Cyclohexéne, 3-methyl-6-(1-methylethenyl)-,
(3R-trans)- (E-isolimonene)

Hydrocarbures aromatiques Cuméne (isopropylbenzéne)

1,2,3-Trimethylbenzéne
Triméthyl-1,2,4benzéne
lethyl-2-methylbenzéne (ethyltoluéne)
1-ethyl-3methylbenzéne
1-ethyl-4-methylbenzéne

Styréne (vinyl benzéne)

Ester Phthalate de Benzyle et de Butyle
Aldéhydes Butanal
Sulfones Diméthylsulfone
Hétérocycles nitrogines Indole
Amines 2-méthylaziridine( éthylénimine)
Alcools Dodécanol

Hexadécanol

1-Tridécanol
1-Pentadecanol
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3.2. ANALYSE DE LA RESPIRATION EN PRATIQUE
CLINIQUE

3.2.1.Les tests d’haleine

Malgré I’avancée scientifique au cours de ces trois derniéres décennies concernant la
recherche de nouveaux biomarqueurs issus de I’haleine, peu de tests respiratoires ont fait

la transition de la recherche vers la pratique clinique.

Plusieurs raisons expliquent ce bilan. Parmi elles, le manque de standardisation des

techniques mis en ceuvre pour la détection de traces de COV parait étre un facteur majeur.

L'autorisation de mise sous le marché de tests d'haleine supplémentaires utilisables en
médecine clinique attirera et motivera plus de chercheurs a persévérer dans cette voie de

recherche.

3.2.1.1. Tests disponibles a I'étranger

Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration (FDA) a approuvé six tests relatifs a la
recherche de marqueurs spécifiques a diverses affections et a l'identification des

déficiences enzymatiques du métabolisme des médicaments (Tableau 25) :

o Test respiratoire a lI'oxyde nitrique (NO) expiré dans le suivi de l'asthme
o Test de Heartsbreath® pour le rejet de greffe cardiaque (220)

e Test respiratoire a l'urée-13C pour le diagnostic de I’infection a Helicobacter

pylori

e Capnographie dans le cadre du monitoring du CO>
e Tests d'haleine d'hydrogéne pour la prolifération bactérienne de I'intestin gréle

e Test de Diagnostic de vidange gastrique retardée GEBT 13-spiruline
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Tableau 25 : Exemples de tests respiratoires approuvés par la FDA (58)

Molécules Indication Nom du produit Technique Fabricant Date
d'intérét d'approbation
de la FDA
Bco 2/ Infection a H. BreathTek UBT pour le kit H. pylori  Spectrophotométrie Otsuka 22 février
douze cO pylori (kit BreathTek UBT) et I'application de infrarouge America 2012
2 caleul du taux d'hydrolyse de l'urée Pharmaceutical,
pédiatrique (pUHR-CA), version 1.0 Inc. (OAPI)
NON Asthme et NIOX MINO Capteur Aerocrine 3 mars 2008
inflammation des électrochimique
voies
respiratoires
co Empoisonnement ToxCO Capteur Bedfont 21 février
au monoxyde de électrochimique Scientific Ltd 2008
carbone
H»> Malabsorption Dispositif de surveillance de la Capteur Micro Medical 19 mai 2004
du lactose respiration Micro H > avec l'utilitaire électrochimique Ltd
logiciel Hydra
Alcanes  Rejet d'allogreffe Heartsbreath GC-MS Menssana 24 février
(C4-C20) cardiaque de Research, Inc. 2004
grade 3
NON Asthme et NIoxX R} Chemiluminescense Aerocrine 30 avril 2003

inflammation des
voles

respiratoires

3.2.1.2. Tests disponibles en France

a) Capnographie

La capnographie est le tracé de la concentration de CO> dans l'air expiré par un patient au

cours d’une respiration spontanée.

Le CO; reflete fidélement la ventilation du patient, et sa mesure est indispensable au

clinicien pour surveiller un patient qui hypo- ou hyperventile (221).
Cet examen est indiqué dans le cadre de :

- Lasurveillance du débit cardiaque
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- La vérification du bon positionnement d’une intubation endotrachéale : la
présence de CO> dans l'air expiré sur plusieurs respirations par un patient venant
d'étre intubé est une preuve fiable de la présence du tube endotrachéal dans
la trachée.

- Le monitorage de I’état de conscience du patient lors d’une intoxication
médicamenteuse aigué

- Le diagnostic d’exclusion de I’embolie pulmonaire : il s’agit 1a d’une indication

particuliere ou le COz expiré est utilisé comme aide au diagnostic (222).

Une courbe de capnographie normale augmente rapidement en début d'expiration pour
atteindre un plateau a environ 40 mmHg de CO.. La courbe revient a une valeur de
0 mmHg a chaque inspiration, car il n’y a virtuellement pas de CO2 dans ’air inspiré

(131).

- -— ——— » lime

Exgeramion Inspiration

Figure 29 : Courbe de capnographie et ses différentes phases (221)

- Début expiration : élimination de 1’espace mort anatomique ne contenant pas de
CO2

- Phase ascendante : fin de 1’espace mort, début des gaz alvéolaires

- Phase de plateau : fin d’¢limination des gaz alvéolaires

- Début inspiration : retour du CO2 a0

L’apport bénéfique de la capnographie en médecine préhospitaliére est démontré que ce
soit lors des procédures d’intubation, de la réanimation de l’arrét cardiaque ou de

I’optimisation de la ventilation du traumatisé cranien (221).
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b) Mesure du NO expiré pour le suivi du contréle de I’asthme

Des modifications de la production de NO sont observées au cours d’événements
allergiques, d’une modification de traitement et en cas d’hyperréactivité bronchique ou
anatomopathologiques (éosinophilie, marqueurs de remodelage bronchique) caractérisant
les phénotypes atopiques (223).

Il a notamment été observé une augmentation de la concentration de NO dans le gaz
expiré au cours de la maladie asthmatique et a I’inverse une diminution lors du traitement

corticoide (Tableau 26).

La mesure du NO expiré fait partie des technologies de santé diagnostiques visant a
quantifier I’inflammation des voies respiratoires. En effet, I’inflammation pulmonaire
entraine une forte augmentation de la synthese de NO par les cellules inflammatoires. Par
sa nature gazeuse, le NO produit par les cellules pulmonaires est présent dans les volumes
d’air parcourant les voies respiratoires, diffusant du milieu le plus concentré vers le milieu
le moins concentré. Une forte production de NO par les cellules pulmonaires se traduit
par une présence accrue de NO dans I’air expiré. De ce fait, une concentration élevée de
NO dans I’air expiré est fréquente lors d’une inflammation, aigué ou chronique, affectant
les voies respiratoires (asthme, bronchites aiglies virales ou bactériennes, pneumopathies

infectieuses, maladies systémiques auto-immunes avec une atteinte pulmonaire).

L’hypothése de I’utilisation de la mesure du NO en tant qu’outil non invasif d'évaluation

de l'atopie, notamment au cours de l'asthme allergique, a donc été envisagee.

Tableau 26 : Associations entre variations de NO expiré et caractéristiques de la maladie asthmatique.

Clinique Inflammation allergique Fonction respiratoire
Augmentation en cas Association avec les marqueurs atopiques IgE Corrélation avec la variabilité

de symptomes [27, 28, 33, 34] 135, 36], tests cutanés [37] du débit expiratoire de pointe [21, 29
Augmentation durant Augmentation durant I'exposition Corrélation avec le degré

la crise aigué [7 38-40] allergénique Acariens [36, 41], Pollens [42] d'HRE [15, 26, 43, 44]

Diminution sous traitements Corrélation avec I'éosinophilie

corticoides oraux (7] Expectoration [49],

Corrélation avec le trouble

corticoides inhalés [29, 45-47] Biopsie bronchigue [23, 50] : A :
antileucotriéne [30, 48] Carrélation avec ECP et EPX [49] ventilatoire abstructif (23, 51)
intérét dans I'adaptation du traitement [31] Corrélation avec remodelage [23]

Note : les valeurs de NO expiré ne sont pas reporeées du fair de différences méthodologiques (choix du débit durant la mesure).
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Des mesures séquentielles constituent probablement un moyen simple de monitorage
individuel de la maladie et devraient aider le clinicien a repérer les phases nécessitant un
ajustement thérapeutique ou au contraire autorisant l'essai d'une décroissance

thérapeutique.

De nombreux arguments indiquent que la mesure du NO expiré est un outil descriptif
performant du contréle de la maladie asthmatique.

En mars 2015, la HAS a procédé a une analyse de la littérature, et considere que les
données actuellement disponibles ne sont pas suffisamment probantes pour préconiser la
prise en charge par la collectivité de la mesure du NO dans I’air expiré pour le diagnostic
ou le suivi de I’asthme. En conséquence, la HAS donne un avis défavorable a I’inscription
de la mesure de la fraction expirée du monoxyde d’azote (FeNO) sur la Liste des actes et

prestations. Le service attendu de cet acte a été estimé insuffisant (224).

c) Test respiratoire a l'urée-13C pour le diagnostic de I'infection

a Helicobacter pylori

Helicobacter pyloriest une bactérie qui infecte la muqueuse gastrique et peut causer
plusieurs maladies plus ou moins graves suivant les individus. Parmi elles, les ulceres
gastriques et/ou duodénaux se traduisant par une douleur chronique ou une géne dans le

tractus gastro-intestinal supérieur.

Un test non invasif a été développé pour détecter cette bactérie dans un échantillon
d'haleine : le test respiratoire a l'urée marquée au carbone 13 (UBT 3C), fondé sur une
propriété de la bactérie qui, grace a une enzyme trés puissante, peut transformer l'urée en
ammoniac et en gaz carbonique (CO>), ce dernier passe ensuite dans le sang et est eliminé

dans l'air expiré (225).

Il représente une alternative aux tests invasifs utilisés pour le diagnostic d’Helicobacter

pylori, tels que I’endoscopie avec biopsie (culture, test rapide a I'uréase, histologie).

Il existe néanmoins d’autre tests moins invasifs pour le diagnostic d’HP, tel que le test
sérologique, qui repose sur la détection d'anticorps dans le sang, et le test de détection de

I'antigéne dans les selles (226).
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La plupart de ces tests (& part le test au carbone 13) perdent en sensibilité en cas
d'’hémorragie digestive d'origine gastrique ou duodénale (227). De méme, le test au
carbone 13 peut étre faussé en cas de prise d'inhibiteurs de la pompe a protons qui doivent

étre arrétés idéalement deux semaines avant le test (227).

Une revue portant sur I’analyse de 19 études utilisant le test au carbone 13 pour
diagnostiquer Helicobacter, démontre une sensibilité et une spécificité assez élevé pour
ce type de test, respectivement de 95,1% et de 98,1% (228).

Il existe a ce jour plusieurs spécialités ayant une AMM pour le diagnostic in vivo de

’ulcére gastrique et ou duodénal induit par une infection a H. pylori (Tableau 27).

Tableau 27 : Tests respiratoires a [ 'urée marquée au C** ayant une AMM en France (229)

Forme
DCI Spécialité pharmaceutique Commer- Indication
Voie cialisation
d'administration
Urée “C | Helicobacter Poudre pour | Non Helicobacter Test INFAI peut
75mg Test INFAI® solution buvable &tre utilisé pour le diagnostic
Voie orale in vivo d'infection
gastroduodénale a
Helicobacter pylori
Urée “C | Pylobactell® | Comprimé soluble | Non Ce médicament est 4 usage
100 mg Voie orale diagnostique uniguement.
Pour le diagnostic in vivo de
l'infection gastro-intestinale
induite par Helicobacter
pylori.
Urée “C | Ubit 100mg® | Granulés a | Non Diagnostic in vivo de
100 mg dissoudre  dans l'infection a Helicobacter
100ml d'eau pylori
Voie orale
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d) Tests d'haleine d'hydrogéne pour la prolifération bactérienne

de l'intestin gréle

Dans les années 1980, deux Ameéricains en poste a la NASA, M.D. Levitt et J.H. Bond,
effectuent des travaux a la recherche de moyens pouvant limiter les gaz intestinaux émis
par les astronautes. Ces travaux ont permis de connaitre la physiologie d'un gaz intestinal,

I'nydrogene (H>), et de développer les tests respiratoires a I'hydrogéne (230).

Ces tests, également appelé tests de sensibilité au lactose, sont utilisés dans le diagnostic
de la malabsorption des hydrates de carbone, de la prolifération bactérienne de I'intestin

gréle, ainsi que pour mesurer le temps de transit oro-caecal.

La malabsorption des glucides est un déclencheur clé des symptomes de type syndrome
du c6lon irritable (SCI) tels que la diarrhée et / ou la constipation, les ballonnements, les
flatulences, les maux de téte et le manque d'énergie (231).

Pour rappel, les molécules de sucre, non absorbes via le transporteur Glut-5-Transporter,
sont d'abord décomposes en acides gras a chaine courte (SCFA), en dioxyde de carbone

(COy) et en I'nydrogene (Figure 30), dans le cadre d'une réaction de fermentation.

Lactase-Enzyme

Figure 30 : Réaction de fermentation du lactose dans les intestins de sujets atteint de malabsorption du lactose

Une partie de I'H2 produit dans le cblon sert a réduire le gaz carbonique (CO2) pour

produire un troisiéme gaz fermentaire, le méthane (CH.).

H> et CHs , gaz produits par fermentation bactérienne des glucides intestinaux non

absorbés, sont ensuite excrétés dans I'haleine.
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En cas de malabsorption intestinale de ces sucres, une partie de la dose ingérée parvient
dans le cdlon et I'H. expiré augmente (Figure 31). La malabsorption intestinale du lactose
(alactasie, déficit primitif congénital ou acquis en lactase, déficit secondaire a une maladie
entérocytaire) est fréquente en France ; celle du saccharose (déficit congénital en sucrase-

isomaltase) est exceptionnelle (230).

De plus, ces tests appuient leur fondement sur le fait physiologique que les humains en

bonne santé & jeun et au repos n'exhalent pas d'hydrogene.

Substrates

Glucose

Expired products Lacte
Hydrogen and methane Lactulose

Intralumenal bacterial

metabolism of substrate

Hydrogen and methane

Colonic fermentation -

Figure 31 : Schématisation de la malabsorption des hydrates de carbones (231)

Les indications du test respiratoire a I'hydrogene sont :

- Larecherche d’une malabsorption intestinale d'un glucide,
- La détermination du temps de transit oro-cecal,

- Larecherche d’une pullulation microbienne dans l'intestin gréle.

La sensibilité et la spécificité du test respiratoire sont excellentes, ainsi les dosages
enzymatiques sur biopsies intestinales ne sont plus nécessaires, et les résultats du test

suffisent a poser un diagnostic.
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e) Test de Diaghostic de vidange gastrique retardée (GEBT)

Utilisé comme une aide dans le diagnostic de la vidange gastrique retardée (gastroparésie)
chez les adultes symptomatiques. Les principales causes de gastroparésie sont la maladie
diabétique et les séquelles de la chirurgie oeso-gastrique. Elle peut étre post-infectieuse
chez certains malades. La gastroparésie est fréquemment idiopathique (232)

Elle est habituellement diagnostiquée par examen scintigraphique. Néanmoins étant
donnée I’invasivité de cet examen, une alternative est proposée par un test respiratoire a

I’acide octanoigue marqué par un isotope stable, non radioactif, du carbone, le *C (10).

Pour ce faire, un repas test a base de jaune d’ceuf, préparé comme un ceuf brouillé, dans
lequel a été introduit l'acide [*3C] -octanoique, ainsi qu’un deuxiéme

marqueur, **" colloide Tc-albumine, est ingéré par le patient.

Son principe implique une fixation stable de 1’acide octanoique au jaune d’ceuf du repas
test pour marquer la phase solide du repas. La dissociation de I’acide octanoique du jaune
d’ceuf lors du passage dans le duodénum sous I’action de la lipase pancréatique conduit a
une absorption duodénale puis une oxydation hépatique de I’acide octanoique marqué qui

conduit a une libération de **CO, dans I’air expiré (Figure 32).

pour
étude de la
vidange gastrique

Excellente corrélation
avec scintigraphie

Figure 32 : Principe du test respiratoire pour le diagnostic de la gastroparésie

Dans une autre alternative, le repas-test standardis€ comprend 100 mg de [ C]
- Spirulina platensis et du colloide de soufre ®°™Tc (test GEBT 13-spiruline ) (233).
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Le résultat du test exprime la cinétique d’élimination du *CO2 dans les gaz expirés par

voie respiratoire sur une période habituelle de 4 heures aprés la prise du repas test (234).

Ce test, validé par plusieurs équipes, permet de mesurer, avec une précision comparable

a la scintigraphie, la vidange gastrique des solides ((235).

Une étude affirme que le GEBT (Gastric emptyting breath test) est plus sir que la
scintigraphie parce qu'il n'implique aucune exposition aux rayonnements, ce qui est
avantageux si des évaluations répétitives sont nécessaires & des fins de recherche ou
cliniques, notamment chez les femmes enceintes ou allaitantes et chez les enfants (233).

f) Intoxication éthylique aigué

L’imprégnation alcoolique est détectée dans air expiré a I’aide d’un alcootest (ou

éthylotest).
Il permet d’évaluer I’alcoolémie en mesurant le taux d’alcool dans I’air expiré.

Ce test est effectué de facon systématique en cas d’infraction ou accident de la route
impliguant un déces.
Il existe deux types d'éthylotest :
- Les éethylotests chimiques, les plus couramment utilisés, necessitant de souffler
dans un ballon, et composés d'un réactif changeant de couleur selon le taux
d'alcool dans l'air expiré

- Les éthylotests électroniques qui comportent une sonde sensible au taux d'alcool

dans l'air expiré

L'éthylotest électronique mesure le taux d'alcool contenu dans I'haleine humaine et affiche

I'alcoolémie en g/l ou en %o.
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3.2.2. Larecherche dans le diagnostic respiratoire

3.2.2.1. Regard sur les groupes de recherche les plus actifs dans le
diagnostic respiratoire

Depuis I’émergence des connaissances du potentiel de I’analyse de la respiration, de
nombreuses compagnies se sont lancées comme mission la conception d’outils
technologiques dans le but de rendre I'analyse de la respiration accessible a une pratique

clinique quotidienne.

La détection précoce des cancers qu’offre l'analyse des COV expirés dans I'haleine, a
pour enjeux de réduire le recours des patients a des examens medicaux plus codteux,

invasifs, voire potentiellement risqués pour certains d’entre eux.

a) Menssana Research

(™ MENSSA
e RESEARCH, INC.

Menssana Research est le principal développeur de nouveaux tests d'haleine avancés pour

la détection de maladies humaines.

Fondée par un professeur de médecine clinique de New-York, le docteur Michael Phillips,
pionnier en matiere de recherche sur les tests respiratoires appliqués a la médecine ; il a

d’ailleurs a son actif plus d’une cinquantaine de publications a ce sujet (236).

Depuis 2004, Menssana Research propose aux médecins un test de rejet de greffe

cardiaque approuve par la FDA, le test Heartsbreath MC® (237).

Plus récemment, la start-up a recueilli des fonds pour développer une méthode de collecte
d'échantillons d'haleine qui peut étre combinée a une analyse rapide en ambulatoire avec
obtention de résultats instantanés, grace a leur systeme BreathLink® et BreathBag®,

facilitant ainsi la collecte d'échantillons en dehors des environnements cliniques (238).

Leur systéme de collecte des échantillons d’haleine, nommé BCA et le BreathLink ™,
sont tous deux largement utilisés en tant qu’appareil de prélévement d'air portatif pour

plusieurs études cliniques (239).
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De nombreuses études multicentriques en aveugle, financées par une subvention de 2
millions de dollars par le National Cancer Institute, portant sur 1’identification du cancer
du sein, de la tuberculose pulmonaire, du cancer du poumon, du virus de la grippe, ou

encore sur la recherche de radio-contamination thérapeutique, sont en cours.

L'approbation de la FDA de ces nombreux tests, ayant fait 1’objet de plusieurs

publications, est actuellement en cours d'évaluation.

~.
b) Owlstone medical e

\ewLsTONE
\, . ?M:EIICAL

Fondée en 2005 par un groupe de I'Université de Cambridge, OwIstone est une entreprise
ayant développé le systéme FAIMS (Field Asymetrique lon sur Mobilité Spectrometry),

un détecteur sous forme de micro-puce.

Leur systéme permettant la détection chimique de composés volatils est actuellement
vendu dans les domaines militaires et industriels a travers le monde entier, et pourrait
s’étendre dans le domaine médical, afin de détecter les biomarqueurs de maladie dans la

réspiration.

En 2016, un financement de 31,5 millions de dollars leur a été attribué afin de développer
leurs technologie FAIMS dans les applications de diagnostic médical. Ainsi, Owlstone
Medical développe actuellement des tests pour identifier le cancer du poumon et
colorectal, deux des cancers les plus diagnostiqués dans le monde, et pour le suivi du

contréle de la réponse thérapeutique de l'asthme.

La plate-forme Breath Biopsy® propose de remplacer la biopsie classique par la biopsie

dite « respiratoire » (240).

A l'aide de leur plateforme, la société propose également des produits et services a des
partenaires académiques, cliniques et pharmaceutiques, en mettant a disposition des Kits
de biopsie prét a ’emploi (Figure 34), la location de I’échantillonneur Reciva® (Figure
33), ainsi que des services d’interprétation de données, en passant directement commande
sur leur site Web (241). Plateforme sollicitée par des grands laboratoire, comme Astra

Zenica ou GSK en 2018, pour utiliser ces outils au cours d’essais cliniques (242,243).
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Figure 33 : Echantillonneur RECIVA

Figure 34 Kit de collecte de biopsie du souffle

Dans cette démarche, la sociéte vise & introduire une nouvelle modalité diagnostique non

invasifs via I'haleine.

D’autre part, leur technologie d'analyse et d'échantillonnage de I'haleine ReCIV A Breath
Sampler a été primé invention de I'année dans le cadre des 50 meilleurs prix de la santé
numerique en 2017 (244).

Le systeme est actuellement déployé dans le cadre de I'essai cliniqgue LuCID d'Owlstone

Medical pour la détection du cancer du poumon (245).

Projet en cours : étude LuUCID (246)

Cette étude a grande échelle vise a développer un test respiratoire pour la détection
précoce du cancer du poumon. LUCID est le plus important essai clinique au monde basé

sur la respiration, avec 4 000 patients recrutés dans 26 hépitaux en Europe.
I1 s’agit d’un essai prospectif multicentrique pour le dépistage du cancer du poumon.

Financé par un contrat de développement du NHS, Owilstone Medical mene des
recherches sur le diagnostic du cancer du poumon en mesurant les composés organiques
volatils (COV) dans I'haleine expirée des patients. La phase | du projet est terminée et la

phase Il est en cours.

La technologie FAIMS utilisée dans cette étude peut détecter des biomarqueurs avec une
sensibilité prometteuse (détection de concentrations seuil dix fois plus faibles que
précédemment signalées). Une premiere analyse a identifié que I'introduction réussie d'un
programme de dépistage du cancer du poumon utilisant ReCIVA et FAIMS pourrait

sauver environ 3 200 vies par an et £ 82M dans les codts de traitement au Royaume-Uni.
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La deuxiéme phase de I'étude, financée par une subvention SBRI de £ 1,1 million du
National Health Service du Royaume-Uni, vise a valider la détection de biomarqueur du
cancer du poumon par FAIMS dans la pratique clinique. La phase finale de I'étude sera

un essai de dépistage base sur la population.

c) Breath diagnostic

Diagnostics

Breath Diagnostics est une Compagnie américaine, fondée en 2014 par le Dr Bousamra,

chirurgien thoracique et le Dr Nantz, ancien professeur de chimie.

Cette start-up a développé un appareil de diagnostic respiratoire pour le cancer du

poumon.

Selon une étude menée par I’équipe scientifique de la société au titre d’essai préclinique,
portant sur plus de 700 patients, leur outil de technologie breveté, nommé OneBreath®,
démontre une sensibilité de détection du cancer des poumons de 93,6% et une spécificité
de 77% pour distinguer les nodules pulmonaires bénins des tumeurs malignes, ce qui

représente une meilleure précision que les technologies radiographiques actuelles (247).

Il a été de plus observé que les marqueurs du cancer de la respiration se sont normalisés
apres l'ablation chirurgicale de la tumeur, validant ainsi ces marqueurs comme indicateurs
du cancer (248).

Le test est assez facile d’utilisation. Les patients respirent un litre d'air dans un sac en
plastique qui est ensuite relié a une pompe a vide, puis analysé par spectrométrie de
masse.

En avril 2016, leur test de diagnostic brevete, leur a valu de remporter le premier prix du

concours JUICE GameChanger qui récompense les meilleurs nouveaux dispositifs (249).
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OneBreath semble idéalement adapté pour la détection du cancer des poumons, pour
différencier les nodules pulmonaires bénins des nodules malins, ainsi que pour surveiller

la récidive apres résection chirurgicale.

C’est d’ailleurs le souhait de I’entreprise d’utiliser le test OneBreath pour le dépistage
massive du cancer du poumon, a 1’échelle mondiale (250). En attendant, les résultats des

études de validation clinique, une demande d'approbation aupres de la FDA est en cours.

d) Fossil lon Tech

1] FossIoN-

Fossil lon Tech est une start-up espagnole fondée en 2015, ayant développé un
Spectrometre de masse surnommé le SUPER SESI (SESI pour ionisation par électro
pulvérisation secondaire), qui utilise 11 technologies brevetées pour produire un nuage

d'ions chargeant les molécules de vapeur au moment du contact.

La procédure est effectuée a haute température pour permettre une meilleure détection
des especes a faible volatilité qui ont une plus grande importance biologique (tous les

COV ne restent pas en phase gazeuse a température ambiante) (251).

Cette compagnie met a disposition une série de « SUPER-SESI » pour les laboratoires et
les instituts de recherche (exemple de SUPER SESI Figure 35).

Figure 35: SUPER SESI marquage CE et sortie commerciale du

premier modéle en 2017
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Gréce au développement et a la commercialisation de leurs systemes SESI et IMS, la
compagnie espere étendre l'applicabilité de la spectrométrie de masse dans l'arene
clinique. Dans ce sens, ils participent depuis 2015, au projet ACID & I'ETH-Zurich, dont
l'objectif principal est de développer de nouvelles instrumentations pour la caractérisation
d'analytes en phase gazeuse a haute sensibilité et en temps réel (252).

e) Breathtec Biomedical

Fondée en 2015, la société canadienne Breathtec Biomedical exploite la méme
technologie FAIMS qu'utilise Owlstone Medical. L'équipe a affiné cette méthode pour
proposer un dispositif sensible, bon marché et portable (Figure 36).

:@ @\ bresintec \
©

Figure 36 : Dispositif BreathTec

La mission que s’est donnée Breathtec (253) est de développer un appareil portatif peu
colteux, non invasif, portatif, et d’en fairc une des technologies qui utilisent les
biomarqueurs respiratoires pour dépister les signes précoces de maladies telles que les
cancers du poumon et du sein, les maladies infectieuses, le diabéte, les maladies du foie,
etc., destiné a étre utilisés par les médecins en cabinet de ville, au chevet du patient ou en
milieu hospitalier, ou par des agents de dépistage des maladies infectieuses aux points

d'entrée frontaliers (aéroport, douane,...).

f) SYFT Technologies

SYFT Technologies, groupe développé a I'Université de Canterbury en Nouvelle-
Zélande, constitué de chimistes, de physiciens, de mathématiciens et d'ingénieurs, a été
créée, en 2002,
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Leur systeme est fondé sur la spectrométrie de masse a tube a écoulement ionique (SIFT-
MS). Il s’agit d’une forme de spectrométrie de masse directe qui analyse les composés
organiques volatils (COV) dans l'air en appliquant
une ionisation chimique douce avec des limites de

détection faibles (parties par billion).

L'analyse quantitative est réalisée en temps réel,

VOICE200

éliminant ainsi les étapes de préparation de
I'échantillon, de  pré-concentration et de
chromatographie.

Figure 37 : Appareil « Voice200ultra »

La société détient une bibliotheque contenant les parametres de détection et de

quantification pour plus de 1000 composés.

g) Groupe de recherche LNBD

Laboratory for nanomaterial-based devices

La recherche LNBD combine des connaissances provenant de divers domaines, dont la
microélectronique, la nanotechnologie, la micro-fluidique, I'apprentissage automatique,

la biochimie, la médecine et la génétique.

Grace a cette multidisciplinarité, le laboratoire développe de nouveaux dispositifs /
capteurs a l'état solide et flexibles, ainsi que des nanoréseaux sensoriels électroniques

pour une application dans divers domaines (254).

Ce groupe de recherche exercant au Technion, l'Institut de technologie d'lsraél, se
concentre principalement sur l'application de dispositifs a base de nanomatériaux aux
besoins de la médecine clinique, sous forme de capteurs non invasifs, capables de détecter

les maladies.
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Ces efforts sont realisés a partir de deux principaux domaines de recherche : les dispositifs

a base de nanomatériaux et la volatolomique).

Figure 38 : Principe du groupe de recherche LNBD

Pour rappel, la volatolomique est I'étude scientifique a grande échelle des processus
chimiques impliquant des composés organiques volatils. Le LNBD effectue des
recherches fondamentales et appliquées dans des études de biomarqueurs volatils dans

des domaines tels que la médecine, la sécurité et I'alimentation.

Ce groupe de recherche est présidé par un professeur de génie chimique reconnu dans le

monde entier, le Pr Hossam Haick, (255).

Expert dans le domaine de la nanotechnologie appliquée au champ médical et du
diagnostic des maladies non invasives, sa contribution au développement d’un nez nano-
électronique (le Na-NOSE), lui a valu un grand nombre de subventions et récompenses
prestigieuses (256), comme le prix d'excellence Marie Curie de I'Union européenne, le
prix du Conseil Européen de la Recherche et le prix du Discovery Program de

la Fondation Bill-et-Melinda-Gates, etc...

En 2008 Hossam Haick a été classé comme I'un des 35 innovateurs les plus prometteurs
au monde par le MIT Technology Review (257). 1l est également expert scientifique a

la Commission européenne.
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Auteur de plus de 170 publications dans le domaine de la nanotechnologie et des

matériaux avancés appliqué au domaine médical (258), dont l'article le plus lut de 'ACS

en 2017 : « Diagnosis and classification of 17 diseases in 1404 subjects by the analysis

of expired models of molecules» (259). Il détient plus de 28 brevets pour ses inventions

et participent a de nombreux projets interdisciplinaires et études cliniques (Tableau 28),

dans I’avance de I’analyse respiratoire.

Tableau 28 Exemples de projets du LNBD (259)

PROJETENCOLRS PRNOPE
NFPHONE Connecteur pour téléphane pour la détection de la meladie a partir de
souffle expire
LLMASENSE Test noninvasif pour le suivi despatientsavec des nodules pulmonaires
détectéspar scanner
GCEH Patch adhésif auto-adrrinistré pour la détection dela tuberculose
VOLGAOORE Bormarqueurs volatils pour la détection précoce et a caractérisation
des néoplasmes gastriqueset colarectaux
BRAX Test de diagnastic rapide de la rraladie de Parkinson pour détermriner
lesmécanismes sous-jacentset les thérapies régénératives possibles
DIAG-CANCER Diagnostic, dépistage et surveillance des meladies cancéreuses par
souffle expiré al'aide dfun réseaude nanocapteurs
NANOSE Lh nez artificiel a l'échelle nanomeétrique pour détecter fadilement les

biomarqueurs volatils aux stades précoces pour17 cancerset maladies.
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h) IABR

FACTLIN

ITABR

L’Association internationale de recherche sur la respiration (IABR), organise des
réunions internationales annuelles sur les derniéres innovations en matiére d'analyse de
la respiration. La conférence « Analyse du gaz respiratoire pour les diagnostics médicaux

», it la premiére conférence internationale traitant de I’analyse de I’haleine.

Fondée en 2004, par le professeur Anton Amann, chimiste Autrichien et professeur de
chimie a I'Université medicale d'Innsbruck, il fit pendant de longues années a la téte de

I'Institut de recherche respiratoire de I'Académie autrichienne des sciences.

En 2007, Anton lance le premier journal consacre uniquement a la recherche sur I'haleine
en Europe et aux Etats-Unis, le Journal of Breath Research (JBR), diffusé par IOP

Publishing. 11 fiit rédacteur en chef jusqu’a son déces en 2015.

Considéré comme pionnier dans la recherche sur ’analyse de la respiration, il est l'auteur

de plus de 150 articles scientifiques.

Un numéro spécial du JBR lui a d’ailleurs été dédié suite a son deces, recueillant des

articles sur les derniéres avancées en matiére de recherche sur I'haleine (260).

Pour réaliser ces programmes ambitieux et novateur, Anton équipe son laboratoire d'une
gamme complete de spectrometres de masse de pointe (PTR-TOF MS, TD GC-TOF MS,
SIFT-MS, IMS, etc.), offrant ainsi a son groupe de recherche la possibilité d'employer

une variété d'instrumentation analytique pour étudier le volatilome humain (260)
Les objectifs de 'IABR sont les suivants :

o Organiser des réunions internationales de recherche sur I’haleine ;

o Accroitre la coopération et la collaboration des groupes de recherche
travaillant sur I'analyse de I'haleine a travers I'Europe et le monde ;

o Encourager et soutenir de jeunes chercheurs ou de nouveaux chercheurs
dans le domaine de l'analyse de la respiration en leur offrant un prix : le
prix d’Anton Amann ;

o Etablir des efforts de collaboration pour comparer les résultats obtenus par

différentes techniques analytiques utilisées par les groupes de recherche ;
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o Fournir une base de données accessible sur Internet regroupant des
substances  volatiles, leurs  propriétés  physicochimiques et

pharmacocinétiques et leur intérét dans des applications médicales.

L'IABR a encouragé le développement de nouvelles techniques danalyse et
d'instrumentation pour répondre aux caractéristiques uniques de I'haleine expirée, en
particulier en ce qui concerne les mélanges organiques complexes et les métabolites

réactifs.

Pour I’année 2018, le IABR Breath Summit a eu lieu a Maastricht, au Pays-Bas, du 17-
20 Juin 2018. La conférence a rassemblé de nombreuses disciplines impliquées dans la
recherche respiratoire, et dans le developpement de technologies analytiques et de

capteurs.

Groupe de recherche du projet KDOG

KDOG (Cancer Detect By DOG) est un programme de recherche initié par une infirmiere
de I’institut Marie Curie, et dédié¢ a la détection du cancer du sein grace aux capacités

olfactives canines (171).

Le projet repose sur les travaux du Dr Isabelle Fromantin, 1ére infirmiére titulaire d’une

thése en sciences fondamentales.

Au cours de sa these, portant sur les composes odorants volatils des plaies chroniques du
cancer du sein, sa collaboration avec des chimistes lui a permis de répondre a des
questionnements : les composés organiques volatils émis par les bactéries peuplant les
plaies chroniques sont-ils a ’origine de 1’odeur malodorante des plaies ? Elle met alors

en place une enquéte de perception sensorielle pour le comprendre (172).

Ce projet multidisciplinaire, dont les chiens sont placés au cceur du processus de
détection, réunit des chirurgiens, anatomopathologistes, infirmiers, chimistes, expert
cynophile, vétérinaires, chercheurs, mais aussi éthologues (spécialiste du comportement
animal) (261).
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Dans un premier temps, des cliniciens et des pathologistes se chargent du recueil
d’échantillons aupres des volontaires sain et malades. Ensuite deux malinois, Thor et
Nykios (Photo 15), formés par des experts cynophiles sur la mémorisation olfactive a un
seuil tres faible de détection des cellules infectées sur des échantillons de tumeurs puis

sur des lingettes, se mettent a contribution.

Photo 15 : Les deux malinois formés pour le projet KDOG

le ler test grandeur nature affiche 100 % de réussite (262). Parmi les 130 échantillons, les
deux chiens ont détecté les 79 tissus imbibés par la sueur de femmes souffrant d’un cancer
du sein. Ainsi, Thor et Nykios, ont été en mesure de distinguer la « lingette tumeur » ayant

été en contact préalable avec la poitrine d’une volontaire.

Enfin un partenariat avec les chimistes de 'ESPCI et de Chimie Paris Tech a permis
d’identifier les molécules odorantes relarguées par les bactéries issues des plaies

tumorales.

Ses recherches, basées sur une méthode fiable, reproductible, non invasive et peu
colteuse, offrent une alternative a la mammographie pratiquée en premiere intention en
France, et pourraient étre le point de départ de I’étendue de la détection canine a d’autres

cancers.
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3.3. LIMITES OBSERVEES DANS LES METHODOLOGIES

Les aspects attractifs de ’analyse respiratoire, mis en évidence tout le long de cette
synthése, justifient I’intérét qu’elle suscite pour le diagnostic médical et le suivi des

malades.

Cependant, les progres analytiques en laboratoire vers une pratique clinique de routine
sont lents, et ceci pour différentes raisons.

L’hétérogénéité des différentes méthodologies d'échantillonnage de [I'haleine, et la
difficulté qui en découle de comparer et de combiner les données, sont considérées

comme un facteur majeur.

3.3.1.Hétérogénéité des méthodes

Beaucoup d'étapes sont encore a franchir avant 1'adoption de I’analyse respiratoire en
clinique, toutefois la standardisation de certaines approches d'échantillonnage et d'analyse
de I'haleine sera incontestablement bénéfique pour amorcer le potentiel de I'analyse de la

respiration au sein de la médecine clinique et pré-clinique.

La comparaison des résultats d'analyse respiratoire est nécessaire pour permettre la
régularisation des données entre laboratoires et dans les études, ou pour étudier une
intervention thérapeutique, c’est pourquoi il est important de normaliser les

concentrations des molécules de ’haleine.

Le diagramme ci-apres (Figure 39) illustre cette hétérogénéité, qui commence des 1’étape
d’échantillonnage, schématisée dans la premiere section, avec les divers récipients
d'échantillonnage, allant du sac de prélevement de gaz, a I’échantillonneur Bio-VOCMC,
a l’appareil de prélevement de I'haleine (BCA), aux systémes de masque avec

échantillonnage intégré, etc.



0
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Figure 39 Schéma illustrant I’hétérogénéité des méthodes d’analyse de I’air expiré (133).

La deuxiéme section représente les méthodes de préconcentrations, avec les TD, SPME

et les pieges a aiguilles, qui précédent les méthodes de mesure (« Measurement »).

Bien qu’aucune des méthodes de mesure soit meilleure qu’une autre, la plupart des
méthodes analytiques modernes basées sur la spectroscopie, la spectrométrie de masse,
I'électrochimie et la chromatographie ont une vitesse, une sensibilité et une sélectivité

suffisantes pour permettre des analyses respiratoires de qualité.

Enfin la derniére section représente le traitement des résultats (« Data Analysis »), tout

aussi varié.

D’autant plus qu’une premiere étape dans le processus n’a pas été illustrée dans ce
diagramme. En effet, 1’étape d’échantillonnage est précédee par le choix du type de
prélevement d’air expiré (air expiré de fin de marée, mixte, ou total), ce qui ajoute des

combinaisons supplémentaires dans le choix des méthodes.
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Tableau 29 : Exemples de quelques études traduisant | 'hétérogénéité des méthodes

REFERENCE DE TEMPS COLLECTEUR DE PRE MESURE ET PRECAUTIONS
L’ETUDE EXPIRATOIRE L’ECHANTILLON D’ANALYSE PRISES
CONCENTRATIO
CHOIsI
N

KNIPPET AL (247) Air expiratoire mixte Sac Teldar® Micro réacteur de  GC-SM NR
silice

WESTHOFF ET AL | Airalvéolaire Tube en Teflon® avec valves  Boucle Spectrométre a NR

(263)

CHENETAL

(57

POLI ETAL (208)

KINGET AL (71)

IBRAHIMET AL

(264)

MARKAR ET AL (265)

Air mixte

Air alvéolaire

Air de finde marée

Air mixte

Expiration compléte

électrique a 6 voies

SacTeldar®

Bio-VOC®

Prélévement manuel avec
seringue en verre étanche au
gaz, a partir d'un septum en
Teflon®

Pompe d'échantillonnage a

flux laminaire Escort ELF

Sac en acier GastroCHECK +

seringue Luer-Lock Tml

d'échantillonnage

avec gaz

SPME

SPME

SPME

Tubes d'adsorption
remplis de Tenax TA /

Carbotrap

NR

mobilité ionique (IMS)

GC-FAD

GC-SM

PTR-MS
Puis

GC-SM

GC-SM

SIFT-MS

Ajeun 2havant letest

Recueil aprés 60min

derepos

Pas de tabacle jour du

test. Ajeun

Repose 15 minavant le

recueil.

A jeun 2h avant la
collecte. Respiration
dair filtré via un

masgque ResMed®

Repos de 20min avant

letest. Min 6h de jeline

211



3.3.2.Contaminants

Le risque majeur de ’analyse de la respiration est avant tout la confusion d’un composé
volatil d’origine endogéne avec ceux d’origine exogene. Il souléve un biais important et

la distinction entre les deux est fondamentale pour exploiter ce type d’analyse.

3.3.2.1. COV d’origine alimentaire

Les ardmes utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire, pour les aliments et les boissons,
contiennent un grand nombre de COV de diverses classes chimiques, ce qui contribue
considérablement a perturber le contenu des échantillons d’haleine si des précautions

préalables ne sont pas prises.

De plus, les alcools, tels que I'éthanol, et les cétones sont des ingrédients alimentaires
communément utilisés dans les boissons (biére, vin, rhum, whisky, café, thé), ainsi que
dans de nombreux types d'aliments, en particulier les fruits, les légumes, le fromage,
le lait, la viande et du pain. Les aldéhydes peuvent egalement étre retrouvé sous forme
d’aromatisant, tel que le benzaldéhyde, en particulier pour les arémes artificiels de cerise
ou d'amande, mais aussi pour plusieurs autres aliments, comme les saucisses, les vins
(75).

De nombreux composés volatils soufrés (CVS), tels que le sulfure de méthyle propyle ou
le méthyl sulfure d'allyle, sont les constituant des huiles de poireaux et dail, et peuvent
se retrouver dans les gaz respiratoires. De leur coté, le méthanethiol, le diméthylsulfure
et le diméthylsulfure sont présents dans le fromage, le poisson, la viande, les produits de
boulangerie et les boissons, comme le café, le vin, la biére et le lait. En outre, on sait
depuis longtemps que les dérivés du furane se retrouvent dans les aliments traités
thermigquement, comme les biscuits, la crodte de pain ou les grains de café torréfiés, ce
qui contribue & leurs propriétés sensorielles. A cet égard, l'occurrence élevée de furanes
dans les échantillons d'espace de téte d'urine peut ne pas refléter nécessairement I'habitude

de fumer, mais également la consommation de boissons et de produits alimentaires.
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3.3.2.2. COV liés au tabagisme

Divers aldéhydes volatils, tels que le formaldéhyde, l'acétaldéhyde, le propanal,

I'acroléine, le butanal et le crotonaldéhyde, sont des constituants de la fumée de cigarette.

D’autres COV, comme l'acétonitrile a été détecté dans la fumée d'une cigarette allumée

et dans I'haleine des fumeurs ainsi que dans l'espace libre de I'urine des fumeurs (74).

Des concentrations d'acide acétique et d'acide propionique nettement plus élevées dans
les échantillons d'haleine de fumeurs pour les non-fumeurs (51% et 26% respectivement)
et que dans les échantillons d'air intérieur (moins de 3%) ce qui semble confirmer l'origine
endogéne de ces composés.

Le 2-méthylpentane est un composé qui semble étre apparenté au tabac (81), avec des

concentrations quatre fois plus élevées chez les fumeurs que chez les non-fumeurs.

3.3.2.3. COV environnementaux

Les composés aromatiques sont tres présents en tant que contaminants environnementaux
aussi bien dans l'air intérieur que dans l'air extérieur. Au cours des 20 derniéres annees,
de nombreuses études ont porté sur l'analyse du benzene, le toluéne, éthylbenzene et
xyléne (BTEX), dans le sang, I’'urine ou l'air expiré. Ces composés ont pu étre détectés
dans presque tous les échantillons d'haleine et d'urine. Le benzéne est toujours considérée
comme une composante des produits de I'industrie pétrochimique, y compris l'essence,
de sorte que Il'inhalation est la voie d'exposition la plus courante. Cependant, il pénétre
rapidement dans la peau et peut contaminer I'eau et les aliments, entrainant une exposition
supplémentaire par voie cutanée et par ingestion. Le toluene est utilise comme solvant
dans l'industrie de la peinture ce qui augmente considérablement le risque d'exposition a

cette substance chez certains employés.

Pour l'interprétation correcte de I'analyse de I'haleine, il est tres important de tenir compte
de I'émission d'aldéhydes provenant des matériaux de plancher, des meubles en bois et
des plastifiants, qui peut entrainer un bruit de fond élevé. D'autres aldéhydes détectés
souvent dans l'air exhalé, tels que l'acroléine et la méthacroléine, peuvent également étre
trouvés dans I'environnement en tant que plastifiants et agrégats dans l'approvisionnement

en eau de certaines installations industrielles. En outre, I'élimination dans
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I'environnement se produit lorsque des matiéres organiques comme les végétaux et les

combustibles, tels que I'huile ou I'essence, sont bralés.

De méme, les alcools, tels que les isoméres du propanol, sont des composés courants dans
I'environnement intérieur comme, par exemple, les désinfectants ou les solvants ; par
conséquent, leur niveau d'inspiration a été jugé plus élevé par rapport au niveau

expiration.

Enfin, les composés soufrés volatils expirés peuvent étre liés a I'exposition
environnementale de sources naturelles (sols, marais) et de polluants. On sait que
plusieurs procédés industriels produisent du disulfure de carbone en tant que sous-produit,

y compris des hauts fourneaux de charbon et le raffinage du pétrole.

3.3.2.4. Correction des biais liés aux contaminants

Les limites résultant de [lalimentation ou de [Ilexposition a des polluants
environnementaux sont les problémes courants qui accompagnent l'analyse de la
respiration en genéral et qui sont inévitables dans I'étude clinique, indépendamment de
son objectif et de la méthode d'analyse appliquée. Ainsi, les niveaux élevés d'aldehydes
pourraient refléter I'exposition a des artefacts d'air intérieur au lieu du cancer du poumon,
tandis que de fortes concentrations de CSV respiratoires pourraient étre liées a un régime
specifique plutdt qu'a une infection pulmonaire bactérienne ou a un dysfonctionnement

hépatique.

C’est pourquoi, la collecte et la manipulation de I'échantillon avant l'analyse sont de la

plus haute importance.

Une solution simple serait d'avoir le souffle du patient pur, exempt de polluants issus de
I'air ambiant pendant la collecte mais aucune méthodologie ne le permet, et encore moins

dans un environnement non-contrélé.

Les chercheurs ont réagi a ce dilemme en proposant diverses stratégies visant a
discriminer les COV selon leur origine : 1 - Ignorer le probleme : un certain nombre
d'études publiées continuent de rapporter les concentrations de COV observées dans

I'naleine seule. 2 - Fournir au sujet de l'air exempt de COV a respirer avant de prélever
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I'échantillon d'haleine. Bien que cela ait été considéré comme une bonne méthode, elle
n'a pas été suivi dans la plupart des études, car elle est pratiquement impossible a réaliser
dans la pratique. L'air respirable « pur » de haute qualité provenant de sources
commerciales fait apparaitre habituellement un grand nombre de COV lorsqu'un essai
avec une sensibilité pico molaire est utilisé. 3 - Utilisation d'un filtre COV a l'orifice
d'inhalation de [l'appareil collecteur d'haleine qui assure la capture des COV
environnementaux avant que I'échantillon expiré ne soit prélevé (69). 4- Corriger le

probléme en soustrayant les COV de I'air ambiant des COV observés dans l'air expiré.

Ce dernier concept peut se faire via différentes approches :

a) Méthode « hors ligne »

Cette méthode sépare efficacement les COV endogénes de la respiration des COV

exogenes et exclut I'entrainement nasal.

Un échantillon d'air ambiant est prélevé dans la piéce ou le sujet sera étudié, cet air est
analyse afin d’identifier les niveaux de COV ambiant et de permettre la comparaison des
COV endogene versus COV exogeéne, dans le but de minimiser les éventuelles variations

environnementales.

b) Soustraction et détermination d’un gradient alvéolaire

Phillips et al. ont proposé un calcul mathématique simple, qui consiste a soustraire les

concentrations exogenes de l'air expiré.

Par la suite, la différence entre les concentrations ambiantes et les concentrations
normalisées dans l'air expiré correspondraient au gradient alvéolaire. Cette mesure est

adaptée pour déterminer l'origine d'un COV, externe ou métabolique (21).

L'abondance relative de chaque COV est ensuite classée selon son gradient alvéolaire,

c'est-a-dire I'abondance en respiration moins I'abondance dans I'air ambiant.

Le principe du gradient alvéolaire est mieux compris dans le contexte historique de
I'analyse des COV respiratoires. L'application la plus précoce et la plus largement utilisée

de l'analyse des COV respiratoires est la surveillance de la concentration d'alcool dans le
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sang. Puisque I'éthanol n'est normalement pas présent dans I'air ambiant, I'éthanol détecté

dans la respiration est raisonnablement supposé provenir de l'intérieur du corps.

Seuls les COV les plus abondants, tels que I'éthanol, I'acétone et I'isoprene peuvent étre
détectes avec des dosages de respiration non concentrée ; cependant, comme les tests sont
devenus plus sensibles, il est devenu évident que la respiration humaine normale contient
un grand nombre de COV, et beaucoup d'entre eux peuvent également étre détectés dans
I'air ambiant normal (266).

Le gradient alvéolaire correspond a la quantité dans le souffle moins la quantité dans l'air.

Si le COV n'est ni synthétisé ni éliminé du corps, alors la quantité qui reste dans la
respiration doit étre égale a la quantité provenant de l'air inspire, et le gradient alvéolaire

sera nul.

Si le COV est synthétise dans le corps mais n'est pas éliming, il y a plus de quantité dans

la respiration que ce qui est inspiré de l'air, et le gradient alveolaire devient positif.

Inversement, si le COV est éliminé du corps mais n'est pas synthétisé, moins de quantité

dans la respiration que ce qui est inspiré de l'air et le gradient alvéolaire devient négatif.
Si le gradient alvéolaire est positif, le taux de synthese est supérieur au taux de clairance.

Inversement, si le gradient alvéolaire est négatif, alors la vitesse de clairance est

supérieure a la vitesse de synthese.

Bien que la plupart des modéles se rapportent aux COV qui sont produites de facon
endogéne, les COV exogénes détectés dans l'air expiré sont d’ungrand intérét
principalement parce qu'ils se rapportent a I'exposition d'un individu a des agents
potentiellement cancérigenes. Les COV exogénes sont généralement tres réactifs, causant
des dommages peroxydants a I'ADN, aux protéines et aux AGPI. L'impact négatif de ces

processus s'accumule au cours des années et est supposeé favoriser le cancer (267).

D’autre part, dans le cadre de I’analyse des COV, il parait essentiel de pouvoir discriminer

les COV respiratoires qui caractérisent les états sains et les états cancéreux.
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3.4. DISCUSSION

En dépit des larges avantages exposés tout au long de cette synthese, les tests, que ce soit
a but diagnostic ou de dépistage, basés sur le profilage des COV issus de la respiration

humaine ne sont pas encore largement utilisés en pratique clinique.

Et pour cause, les diverses difficultés rapportés dans les chapitres précédents, sont encore

nombreuses.

La plupart d’entre elles sont plus ou moins surmontables, et tendent a disparaitre au fur
et & mesure de 1’évolution de la recherche dans ce domaine, mais de fagon encore trop

lente.

En effet, plus de 30 ans apres que Pauling et al.(1) ont décrit I’abondance des composés
organiques volatils dans la respiration humaine, seul les éthylotests, mesurant 1’éthanol
dans un contexte toxicologique de la sécurité routicre, et le test de diagnostic d’infection

a Hélicobacter Pylori sont utilisés en routine.

3.4.1.Manque d’harmonisation et des standardisations des

méthodes

Un des problémes majeurs recensé dans cette these, est le manque d’harmonisation et de

standardisation des procédés d’analyse.

En effet, les techniques expérimentées au travers différentes études font apparaitre une
importante hétérogénéité aussi bien dans les méthodes d'échantillonnage, de

prélevements et de préconcentration des échantillons.

Les composés organiques volatils doivent continuer a étre étudié dans le contexte du
diagnostic moléculaire en oncologie pour une mise en place de test d’haleine en routine
clinique, cependant il est nécessaire au préalable de régulariser les informations cliniques,
de normaliser les normes méthodologiques afin d’assurer des résultats de qualité et

comparables d’un laboratoire a I’autre.
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3.4.2.Accessibilité des appareils de mesure

La faible teneur de la plupart des COV contenus dans 1’haleine ne peut étre détectée que
par des instruments d’analyse de pointe, dotés d’une détection ultrasensible, adaptée a des

concentrations de ’ordre du partie par billion en volume.

Néanmoins, en dehors d’un laboratoire de recherche, ce type d’instruments permettant de

recueillir un échantillon de souffle et d’en analyser les COV, n’est que tres peu rependu.

Or, l'introduction d’appareils d’analyse dont la taille et I'utilisation sera adaptée au
personnel soignant est nécessaire pour une standardisation de 1’analyse respiratoire dans

la pratique clinique.

L’idéal serai des appareils d'analyse transportables, pouvant étre amenés au chevet du
patient tout en permettant la reproductivité en ambulatoire. Dans ce sens, le
développement de méthodes analytiques spécifiques faciles a utiliser, telles que les nez

électroniques munis de réseau de capteur, est hautement souhaitable.

3.4.3.Enjeux éthiques

Néanmoins, afin d’éviter tout risque de dérives que peut représenter un tel outil de
dépistage, I’accessibilité et la facilité d’utilisation doivent étre encadrées et limitées au
personnel de santé, d’autant plus que certain prévois de détecter plusieurs maladies a

’aide du méme appareil (NaNose™ du groupe de recherche de Technion en Israél(268)).

L'avancée exponentielle des connaissances sur les biomarqueurs respiratoires fait
craindre une forte augmentation des (auto)tests commerciaux, notamment en vente libre
sur internet par des sociétés extérieures au systeme de santé. Quelques tests déja
disponibles sur internet sous forme de kit de biopsie respiratoire sont proposés sans
aucune intervention de professionnels de santé (200). Ce manquement constitue un risque

de banalisation et de désinformation majeure sur les conséquences possibles des résultats.
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Pour autant que ces tests soient fiables et commercialisés que dans le circuit
pharmaceutique, il est important de bien mesurer I’impact d’une éventuelle découverte
d’un cancer pour un patient et d’établir un accompagnement aussi bien pour lui que pour
les autres membres de sa famille, eux aussi susceptibles d'étre porteurs d’une

prédisposition héréditaire.

Sans oublier les risques de discrimination professionnelle ou d’assurance santé qui
pourraient résulter d'un usage incontrélé de ce genre de test. Il faudra donc veiller a ce
que l'utilisation des biomarqueurs se fasse dans un cadre médical et Iégal adéquat, afin de
pouvoir protéger et accompagner au mieux les patients (269).

Des régles de bonne pratique devront accompagnées 1’utilisation de ces tests, de la méme
maniere que ceux déja appliqués aux tests génétiques prévues par la loi de bioéthique et

recommandées par 1’ Agence de biomédecine et la Haute autorité de santé.

Pour plus de sécurité, ces tests devront toujours étre effectués dans un cadre medical et

une information claire devra étre délivrée aux patients.

3.4.4.Manque de connaissance des COV respiratoires

Un autre probleme non résolu est la mauvaise compréhension de l'origine, du
comportement et du devenir métabolique des COV dans l'organisme humain. En effet,
dans la plupart des cas, les informations sur les voies métaboliques conduisant a leur

production ou leur dégradation sont manquantes.

Méme apres 30 ans de recul dans I’analyse des COV respiratoires, personne n'est en
mesure de dire avec certitude lesquels sont normaux et lesquels sont anormaux. Si bien
que la plupart des COV respiratoires ne sont méme pas mentionnés dans les manuels

modernes de médecine ou de biochimie.

En outre, le probléme de la sélection des biomarqueurs relatif a un cancer donné est trés
complexe car ces composes sont généralement présents non seulement chez les patients

cancéreux, mais aussi chez les témoins sains. La pertinence clinique est en général
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démontrée au travers des différences de concentrations d’un méme COV chez un individu

sain versus un autre individu malade.

D’autre part, ’incertitude sur le nombre total de COV produits par les cellules humaines
et la facon dont leur composition normale dans la respiration est modifiée qualitativement
ou quantitativement par le stress, I'dge, I'heure, le sexe, l'activité, ou la maladie, et un
autre inconvénient par rapport a d’autre biomarqueurs, comme les marqueurs a base

d'acides nucléiques ou de protéines par exemple.

Pour ces raisons, il est crucial d'étudier la production de métabolites volatils au niveau
cellulaire, en effectuant des expériences in vitro avec des tumeurs humaines et des lignées

cellulaires humaines non transformées.

Pour certains métabolites prometteurs liés au cancer, leur application en tant que
biomarqueur peut étre limitée car ils proviennent également d'autres sources, souvent
exogenes. Comme c’est le cas par exemple pour I'éthanol, produit par des tissus tumoraux
pulmonaires, libére dans I'espace libre des cellules cancéreuses pulmonaires non a petites
cellules, exhalé par des patients atteints de cancer du poumon, mais également présent
dans les aliments, les boissons, et produit par des bactéries intestinales telles que

Escherichia coli.

3.4.5.R0le des acteurs de santé

A travers ces recherches, nous avons constaté des lacunes en termes de pluridisciplinarité.
En effet, il y a trés peu d’étude rapportant une coordination ou des réunions de recherche

en amont entre le domaine médical et le domaine électro-physique.

Un partenariat entre ces deux univers de recherche permettrait de développer des outils

technologiques innovant, répondant a des besoins médicaux réels.

Une telle collaboration apparait souvent qu’au stade de I’étude clinique, lorsque la

conception d’un dispositif est déja bien avancée.
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En outre, combiner la science fondamentale et la science appliquée, en mettant au point
de nouvelles méthodes d'analyses adaptées a une utilisation hospitaliere quotidienne est

un défi pouvant introduire I'analyse de I'haleine dans la pratique clinique.

Par ailleurs, a I’ére des nouvelles missions attribuées aux pharmaciens - notamment ceux
exercant en officine - et a I’allégement de la masse de travail des médecins, il serait
judicieux de solliciter le pharmacien pour I’encadrement de programmes de dépistage a

I’aide d’outils issus de la recherche sur les biomarqueurs de 1’haleine.

Dans la pratique, le pharmacien est déja tres actif dans la prévention primaire, qui consiste
a prodiguer des conseils d’hygiéne générale, a accompagner, écouter, prévenir les
conditions délétéres, informer, répondre aux besoins, anticiper et aider dans les prises de
décision (270).

Le dépistage via un test d’haleine, avec tous les avantages qu’il comporte (facilité
d’utilisation, sécurité de manipulation, non invasivité, ...), représente un outil dont
I’utilisation et la gestion peut étre assumé par des acteurs de premier plan dans chaine de
prise en charge, tel que les pharmaciens d’officine.

Une telle contribution au dépistage parait étre une reelle opportunité pour les
pharmaciens, dont les connaissances scientifiques, les qualités d’accompagnement,
d’empathie et d’écoute, ainsi que 1’accessibilité pour les patients, faciliterait I’adhésion a

certains programmes de dépistage.

Ainsi, plusieurs études en France démontrent I’importance du rdle des pharmaciens
d’officine et leur efficacité dans des programmes de dépistage, comme par exemple une
¢tude de 2009 rapportant les résultats d’une expérience de dépistage de la rétinopathie
diabétique (RD) a I’aide d’un rétinographie itinérant dans des pharmacies situées dans
des communes sous-medicalisées(271). Basée sur le volontariat, 42 pharmaciens y ont
participé, et ont permis de recenser 23 cas de rétinopathies ignorées et confirmées par

’ophtalmologiste soit (7,3 %).

Fait intéressant, sur les 397 diabétiques examinés, 36% d’entre eux n’avaient jamais
réalis¢ de fond d’ceil auparavant, malgré un diabete de plus de 10 ans en moyenne, ce qui
contribue a penser que la mise en place des structures de dépistages itinérants, délégué

par les pharmaciens d’officine serai d’une utilité de santé publique évidente.
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Une seconde étude portant sur le dépistage de patients atteints de diabéte et/ou de maladie
rénal, réalisée en 2008, a permis de détecter 12,3% diabétiques méconnus gréce a une
glycémie capillaire, et 12,7% de patients présentant une protéinurie ou hématurie a I’aide

d’un test sur bandelettes urinaires (272).

Ces résultats prometteurs confirment la possibilité d’associer les pharmacies d’officine
aux plans de dépistage, permettant ainsi une premiéere « filtration » des patients, a 1’issue

de laquelle une orientation vers un médecin traitant est prodiguée en fonction du résultat.

Néanmoins, un travail d’organisation de I’espace officinale adaptée est a fournir pour
pratiquer de tels examens (lieux confidentiels dédiés, traitements des déchets, formations

du personnel, adhésion patient, ...).

Aujourd’hui, le développement de partenariat pluridisciplinaires est une force pour
combattre de fagon globale les cancers, et le pharmacien d'officine pourrait étre au coeur
de cette pluridisciplinarité a travers les dépistages preécoce des cancers et autres

pathologies détectés par test d’haleine.
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V. CONCLUSIONS

Le diagnostic par analyse des composés volatils est tres attrayant car il constitue une
alternative peu couteuse et non-invasive, représentant ainsi un grand potentiel en matiére

de diagnostic en médecine humaine.

Le test respiratoire est probablement le moins invasif de tous les tests
diagnostiques. Méme les personnes tres agées et tres malades peuvent généralement
donner un échantillon d'haleine sans inconvénient. Cependant, malgré cet énorme

potentiel, I'utilisation de ces modeles dans un cadre clinique est encore plutét limitée.

Dans un futur proche, les résultats d’études pourraient conduire au développement d'un
outil portatif, non invasif, peu codteux et facile a utiliser qui surmonte plusieurs des

lacunes associées aux méthodes actuelles de diagnostic en oncologie.

Toutefois, le dépistage respiratoire sera facilité et admis que gréace a la généralisation de

I’enseignements de ce type d’analyse au cours des €tudes scientifiques a visées médicales.

Un certain nombre de défi restent encore a franchir pour faire de I'analyse respiratoire un

outil de diagnostic et/ou de surveillance fiable :

v Etablir des procédures normalisées et développer une approche d'échantillonnage
standardisée pour les biomarqueurs respiratoires, afin de surmonter les probléemes

techniques d’échantillonnage et d’analyse des COV.

v/ Etendre les connaissances de base sur les biomarqueurs potentiels (origine,
distribution, exhalation), et relier un COV donné a une source cellulaire particuliére

et des processus biochimiques sous-jacents, qui ménent a leur génération.

v/ Obtenir une identification sans ambiguité des COV selon les différents états de
santé du corps humain, dans les états sains et malades, afin d’améliorer la
discrimination d’un profil pathologique versus un profil sain. Pour atteindre cet
objectif il sera utile de collecter des métadonnées de grandes cohortes de patients et

de volontaires.




v’ Identifier les causes sous-jacentes des différences d'empreintes de COV entre
différents types de cellules ou différents phénotypes de la méme population
cellulaire.

v' Comprendre la variabilité inter / intra-individuelle et établir une éventuelle relation

génotype-phénotype pour la production de COV

v Valider de nouvelles technologies avec une sensibilité et une spécificité adéquate
v’ Créer une banque d’odeurs, répertoriant des combinaisons d’empreintes validées,

liées a un état de santé particulier
v' Etablir une notion de seuil sur I’aspect qualitatif et quantitatif des COV

Une interrogation subsiste malgré nos recherches, a savoir : est-ce la présence de certains
COV qui signe I’éventualité d’étre affecté par un cancer ou est-ce, a contrario, la présence
de ces COV qui est a l'origine du développement de ce cancer (COV exogeénes

notamment) ?

Autrement dit, I’exposition a certains COV issus de notre environnement (polluants,
tabac, alimentations, ardmes artificiels, etc.), favorise-t-elle le développement de certains

troubles ?

En effet, la plupart des modeles étudiés se rapportent aux COV produits de fagon
endogene. Cela dit les COV exogénes détectés dans 1’air expiré sont également d'un grand
intérét, car ils témoignent de 1’exposition d'un individu a des agents cancérigenes, en
raison de leur grande réactivité, leur présence peut étre la cause de dommages peroxydant
sur 'ADN, des protéines ou des AGPI. Leur accumulation au cours des années est un
impact négatif, considéré comme un facteur supposé favoriser le développement d’un
cancer (267). C’est le cas en particulier, des composés chimiques trés lipophiles, stockés
dans les compartiments graisseux du corps et pouvant étre libérés pendant des semaines,

voire des mois apres I’exposition (273).

Les progres dans ce domaine de recherche pourront avec le temps éclaircir cette
ambiguité, et dans 1’idéal attribuer une empreinte volatile caractéristique pour une

maladie donnée.

Le directeur de thése, Le président, Vu pour 'autorisation de Soutenance
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ANNEXES

COV ET MALADIES INFECTIEUSES
COV ET MALADIES METABOLIQUES

AUTRES MALADIES DETECTABLE VIA
L’HALEINE
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COV et Maladies infectieuses

L'odeur des maladies infectieuses a fasciné I'humanité pendant de nombreuses années.
Par exemple, l'odeur typique de la gangréne gazeuse, une grave infection de la peau et
des tissus mous causée par Clostridium perfringens, a été décrite des le Moyen Age.

Tout au long de l'histoire, les maladies infectieuses ont joué un r6le majeur dans les
batailles et les guerres. Dans les deux Premiére et Seconde Guerres mondiales, de
nombreux soldats ont souffert de gangréne gazeuse, a laquelle 50% ont succombé.
Dépourvus d’outil de diagnostic, les médecins se fiaient uniqguement a leurs sens, en

particulier l'odorat.

Le diagnostic du chevet par l'odorat est toujours appliqué. Par exemple, pour les
infections des plaies causées par Pseudomonas aeruginosa caractérisé dans les manuels
et par les cliniciens comme ayant une odeur « fruitée », et la vaginose bactérienne

caractérise par son odeur distinctive de "Poisson".

Ces derniéres années, des études ont tenté d’évaluer les capacités olfactives supérieures
des animaux, et les moyens de détection d'odeur nouvellement développés ont fait grandir

la perspective de nouvelles formes de diagnostiques pour certaines maladies infectieuses.

En effet, il a été montré que certains micro-organismes géneraient de grandes quantités
de composés volatils diversifiés et qu’il était possible de les distinguer par leur empreinte

olfactive.

Ce phénomeéne confirme I’existence d’un métabolome microbien, contenant des
métabolites volatils caractéristiques, pouvant révéler la présence de microorganismes.
Cette approche est particulierement intéressante pour la détection non-invasive de
pathogenes dans des échantillons complexes comme les matrices alimentaires, les

échantillons sanguins, ou encore les plaies chroniques.

Parmi 'immense diversité du métabolome microbien, les métabolites volatils émis par
un micro-organisme constituent une forme « d’empreinte olfactive », qui peut étre

exploitée par des techniques analytiques.

L’ensemble des COV endogenes et des COV microbiens d’un individu présentent un

interét clinique, car il peut fournir un apercu de son état physiologique et des interactions
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des microorganismes hotes et commensaux qui contribuent a la complexité du
métabolome de ce « super-organisme » complexe si ’on considére, comme le chercheur
Goodacre, ’humain comme un hybride humain-microbe ( 2007 ). Ceci semble nécessaire

pour definir la santé humaine au niveau moléculaire.

Ces Composés Organiques Volatils Microbiens (MCOV), issus du métabolisme des
micro-organismes, sont composés le plus souvent d’amines, de dérivés soufrés, d’acides

carboxyliques, d’aldéhydes ou encore de cétones (274).

Les MCOV émis peuvent varier en fonction de facteurs extérieurs comme la température
ou la composition du milieu. Certains composés volatils sont plus spécifiquement émis
par quelques espéces seulement, tandis que d’autres sont plus universels. Toutefois, il
faut retenir que la spécificité a I’espeéce n’est obtenue qu’en combinant la détection de

plusieurs MCQOV (274).

Les composés libérés par des souches bactériennes comme Pseudomonas aeruginosa ou
Streptococcus pneumonia ont démontré qu’ils pouvaient étre détecté par des methodes
instrumentales, mais également par la capacité olfactive des animaux. Quelques rares
études ont tenté de démontrer les capacites, cette fois, de ’homme a caractériser certaines
empreintes olfactives, sur des échantillons de selles dans le cadre de recherche de
Clostridium et de Rotavirus, mais les résultats furent mitigés, avec de faibles sensibilités
mais de bonnes spécificités. Le Tableau 30 ci-dessous montre les caractéristiques de

quelques études clés.

Tableau 30 : Perfomrmances de quelques études du sens olfactif de I’homme, de I’animal et du nez électronique, pour

la détéction de maladies

Table 2. Characteristics of key scent detection studies by human, animal, and electronic nose (Enose) for different

infectious diseases

Infection Typeof nose  Type of sample Sensitivity | Specificity Sample size
{959 CI when available) (diseased| healthy)
or Success rate

Mycobacterivm tuberculosis™ Rat Sputum Bo% [ 72% 28 [

Mycobacterism tuberculosiss Rat Sputum G8% [ B7% 162 [ 748

Mycobacterinm tuberculosis™ Enose Breath B4% [ 65% G5 [ 161

Pseudomonas aeruginosa®™ Enose Breath go% | B8% 32 [ 40

Rotavirus® Human Faeces 38% f BE%% 26 f 42

Clostridium difficile® Human Faeces 55% (33-77%) [ B3% (76G-00%) 37 f 81

Clostridium difficile™ Dog Faeces and hospi- Faeces: 100% | 100 % [gr-100%) Faeces: 50 [ 50

talised patients Patients: 83% (65-94%) fo7% (95-99%) Patients: 30 f 270
Clostridium difficiles Enose Faeces 5% suCCess rate 2z 30

Des expériences in vitro récemment réalisées démontrent que divers composés soufrés
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volatils (VSCs), entre autres méthanethiol, dimethylsulfide, dimethyldisulfide ou
dimethyltrisulfide, sont produits par des bactéries pathogénes colonisant les voies
respiratoires supérieures et inférieures et provoquant une infection pulmonaire, telle
qu'une pneumonie. Les VSC peuvent étre produits de maniere endogéne par le biais du
métabolisme des acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) dans la voie de

transamination.

Parmi les métabolites endogeénes volatils spécifiques de pathogenes d’intérét, le
méthacrylate de méthyle (CAS 80-62-6), a été observé dans l'espace de téte de
Streptococcus pneumonia dans des concentrations allant jusqu'a 1420 ppb. D’autres COV
émis par six especes de bactéries pathogenes sont illustrés dans la figure ci-dessous.

Bacteries pathogenes étudiées (Figure 40) :

- Staphylococcus aureus (SA),

- Streptococcus pneumoniae (SP),
- Enterococcus faecalis (EF),

- Pseudomonas aeruginosa (PA),

- Klebsiella pneumoniae (KP),

- Echerichia coli (EC).
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Figure 40 : COV émis par six espéces de bactéries pathogeénes: Staphylococcus aureus (SA), streptococcus pneumoniae

(SP), Enterococcus faecalis (EF), Pseudomonas aeruginosa (PA), Klebsiella pneumoniae (KP), Echerichia coli (EC)

(5).
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Plus il y a de preuves de production d’un compos¢ par un pathogene plus il apparait
proche de celui-ci. Ainsi, quatre zones se démarquent : la zone bleue correspond a des

composés volatils émis par toutes les bactéries.

Les COV émanant des matiéres fécales ont été impliquées dans la différenciation de
certaines maladies intestinales infectieuses telles que Clostridium difficile,
Campylobacter, Salmonella et Cholera. lls ont également été utilisés pour différencier
d'autres affections non infectieuses telles que le syndrome du c6lon irritable et la maladie

inflammatoire de l'intestin.

Tuberculose

La méthode de détection de Mycobacterium tuberculosis utilisée par Grecs anciens et
Chinois, parait de nos jours quelque peu insolite, mais elle a fait ses preuves dans ces
civilisations ancienne. Le médecin mettait le feu aux crachats du patient et la
reconnaissance d’une odeur spécifique dans les fumées en découlait le diagnostic de la

tuberculose.

La technique de microscopie par frottis, généralement utilisée, est tres limitées en termes
de sensibilité et de rapidité de résultat, malgré sa specificité élevée (182). Une autre
méthode de biologie moléculaire, utilisant la réaction par polymérisation en chaine

(PCR), est beaucoup plus sensible, mais moins économique (275).

La mise en culture est également une méthode sensible pour détecter la tuberculose, mais

cela prend généralement au minimum trois semaines (166).

Ces obstacles sont majeurs dans la lutte contre la tuberculose, notamment dans les pays
pauvres en ressources. Par conséquent, la communauté medicale internationale a donné

la priorité a I'élaboration d'un diagnostic alternatif rapide, précis et abordable.

Mycobacterium tuberculosis fabrique des métabolites volatils détectables dans la

respiration des patients infectés sous forme de COV, dont les principaux sont :

Les dérivés du naphtaléne
Les dérivés du benzéne

Des alcanes
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Ces biomarqueurs fournissent des informations précieuses sur I’état des sujets atteints de

la forme active de la maladie.

Les résultats d’une étude coordonnée par des chercheurs américains a ce sujet s’aveérent

relativement prometteurs.

Avec une prévalence de 5% dans la population étudiée, le test respiratoire identifierait
une tuberculose pulmonaire active avec 98% de valeur prédictive négative et 13% de
valeur prédictive positive. L’algorithme prédictif multivarié a identifi€ une tuberculose
pulmonaire active avec une précision de 80%, une sensibilité de 71,2% et une spécificité
de 72%. La précision a augmenté a 84% dans les sous-groupes appariés selon I'age (276).

D’autres méthodes de détections ont été étudiées, notamment par des rats (Cf. chapitre
C).

Des investissements soutenus dans le développement et la diffusion de tests de diagnostic
de la tuberculose accessibles dans de nombreuses régions du monde, sont essentiels pour
réduire la transmission, placer les patients sous traitement approprié et diminuer les cas

de tuberculose.

Autres infections

Des altérations des substances volatiles dans l'urine ont été utilisées pour détecter les

infections des voies urinaires, la vessie, la prostate et dautres cancers (277).
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COV et Maladies metaboliques

Dans les processus normaux et anormaux dans le corps, les changements métaboliques se
produisent tout le temps. Dans les maladies métaboliques, de tels processus anormaux
peuvent altérer la chimie du corps en changeant la concentration en COV ou en produisant
de nouveaux COV.

Diabete

L’une des fagons les plus aisée de diagnostiquer un diabéte est 1’odeur, trés facilement
reconnaissable, émise par le patient, caractéristique de la pomme verte en fermentation.
De méme, en cas d’états de jelines prolongés, cette méme odeur apparait : c’est
I’acidocétose, complication métabolique du diabéte. En effet, de grandes concentrations

d'acétone ont été relevées chez des patients atteints de diabéte aigu (32.41).

L’utilisation d’iode alcalin en solution avec la 2,4-dinitrophénylhydrazine peut provoquer

une réaction de I’air expiré et révéler la présence d’acétone (9) (fig.1).

Henderson MJ, Karger BA, Wrenshall GA. Acetone in the Breath - A Study of Acetone Exhalation in
Diabetic and Nondiabetic Human Subjects. Diabetes 1952;1(3):188-&.
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Maladies hépatiques

Avec certaines maladies hépatiques, telles que les cirrhoses, I’insuffisance
hépatocellulaire apparait et I’haleine du patient évoque alors une odeur de foie frais ou de
terre argileuse. Elle provient de I’accumulation d’ammonium et de son élimination par

Voie respiratoire (32 63).
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Des marqueurs volatils, comme 1’acide sulfurique (H2S) sont détectés en cas de stase
biliaire ou de cirrhose biliaire simple. En cas de cirrhose hépatique décompensée d’autres
composés sont détectés :

- Acides aliphatiques,
- Méthylmercaptan,

- Ethanethiol,

- Sulfure de diméthyle

Une maladie génétique rare telle que la triméthylaminurie provoque une odeur typique de
« poisson pourri », due, 1a aussi, a une expulsion dans I’air rejeté par le patient de
triméthylamine.  Cette maladie est liée a un déficit d’oxydation hépatique de
triméthylamine (9.41).

Insuffisance rénale

En cas d’insuffisance rénale, 1'urée, qui est un produit du catabolisme azoté, est

caractérisé par une odeur d’ammoniaque (9.41).

Les Halitoses ou « mauvaise haleine » caractérisant une pathologie

Différents types de « mauvaises haleine » peuvent étre caractéristique d’une situation

pathologiques particuliéres, comme par exemple :

- (Eufs «pourris » : indique des composés sulfurés volatils (CSV) qui le plus
souvent sont associés a une parondontite ou a un revétement sur la langue.

- Souris morte : cirrhose du foie: CSV acides aliphatiques (butyrique, acide
propionigque), méthyle mercaptan, éthyle mercaptan, sulfure de diméthyle.

- Pomme « pourrie » : diabéte insulinodépendant mal équilibré : accumulation de
cetones

- Odeur de poisson : insuffisance rénale ou triméthylaminurie : accumulation de di-

et triméthylamine.
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Autres maladies détectables via
’haleine

Les processus neurologiques pathologiques pourraient entrainer un spectre altéré de
composeés organiques volatils qui sont excréteés par I'haleine expirée (117).

La sclérose en plagues

A T’heure actuelle, le diagnostic de la SEP est posé sur des caractéristiques purement
cliniques. Il est ensuite confirmé a 1’aide d’outils comme 1’imagerie par résonnance
magnétique (IRM) du cerveau et de la moelle épiniére, ou d’une ponction lombaire a la

recherche de la présence de bandes oligo-clonales IgG (OCB) par électrophorese.

Une nouvelle approche basée sur I'analyse non invasive des composés organiques volatils
(COV) dans lair expiré, est envisagée dans certaines études afin de decouvrir de

nouveaux outils de diagnostic de la SEP utilisables en routine (268).

Les résultats d’une récente étude, Aott 2017, menée par I’équipe de Broza Y. ,(268) a
révélé des différences significatives dans la concentration des COV entre les 148 patients
atteints de SEP et les 54 témoins, grace a une analyse par GC-MS, permettant d’établir

des liens possibles entre les biomarqueurs de COV et la pathogenese de la SEP.

Apreés analyse, cing principaux COV ont montré des différences significatives entre tous
les patients atteints de SEP et le groupe témoin. Sur les cing COV, l'acétophénone a été
retrouvée a des niveaux plus élevés dans le groupe témoin. D'autre part, quatre marqueurs

ont été trouvés a des niveaux plus élevés dans le groupe malade (graphique) :
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Les marqueurs de COV dans I'haleine expirée des patients atteints de sclérose en plaques

étaient I'nexanal et le 5-méthyl-undécane (278).

L'une des hypothéses pour expliquer la pathogenése de la SEP est I'effet toxique du stress
oxydatif sur le systéme nerveux central (SNC), ce qui peut expliquer la présence de taux
anormalement élevés de COV.

Parkinson

L'analyse de la respiration expirée est une approche prometteuse pour la différenciation
entre la maladie de Parkinson idiopathique (iPD), et dautres syndromes de type
parkinsoniens (non-iPD) et ainsi diminuer le taux de mauvais diagnostic estimé a 35%
lorsque le diagnostic repose essentiellement sur les caractéristiques cliniques et

I'évaluation du médecin (279).

En effet, ’apparition des premiers signes cliniques de la maladie de Parkinson, indique
que la détérioration des neurones dopaminergiques est de plus de 50%. C’est pourquoi, il
est important de détecter la maladie a ses débuts, afin que la progression de la maladie

par des médicaments neuroprotecteurs puisse étre ralentie.

Une étude clinique a examiné la possibilité de discriminer les iPD d'autres états
parkinsoniens (non-iPD) par l'analyse de souffle exhalé et a fait la distinction entre les
sujets iPD et non-iPD avec une sensibilité de 88% et une précision de 88% en utilisant

une gamme de capteurs de gaz a base de nanomatériaux.

Une seconde étude s’est donné I’objectif d'identifier les composés organiques volatils
(COV) en tant que biomarqueurs précoces de la maladie de Parkinson, a 1’aide de
rats appauvris en neurones dopaminergiques, utilisés comme modeéle pré-parkinsonien
(280). (khatib 2014)

De nouveaux COV ont été identifiés comme biomarqueurs pour la détection précoce de
la maladie. Parmi eux, le 1-octéne-3-ol a été trouvé a des concentrations supérieures au

groupe témoin.
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Alzheimer

Les espéces réactives de I'oxygene (ROS) jouent un rdle dans la cascade

physiopathologique menant a la maladie d'Alzheimer.

L'analyse des COV repréesente un outil de diagnostic et de dépistage prometteur pour cette
maladie dont le diagnostic est généralement posé au stade avancé relativement du

processus pathologique.

Il a été suggéré que l'apparition biologique de la maladie peut se produire plusieurs
décennies avant que les manifestations physiques et cliniques soient détectées (281).

Une équipe de chercheur a mis en évidence ’existence d’une empreinte COV de la MA,
caractérisee par un groupe de signaux générés par l'abondance relative des COV

significativement différente de celle du groupe en bonne santé (figure 33).
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Figure 42 : Proportion des COV exhalés par population malade de MA et témoins.

Une autre étude chimique a identifié un groupe de 24 COV trouveés dans I'haleine des

patients MA et des sujets sains; ces COV ont nettement augmenté dans MA (280).

En se référent a cette étude, I'nypothese que la MA est caractérisée par une empreinte de

COV en grappes plutdt que par seulement quelques composés peut étre émise.
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Asthme

En terme d’analyse des composés expiré, on sait déja que le monoxyde d'azote ou oxyde
nitrique (NO) exhalé est unbon marqueur biologique de [linflammation des
voies aériennes, et sa mesure dans l'air expiré est devenue au fil des années un examen
nécessaire dans la prise en charge des patients asthmatiques (282). En effet, la
concentration fractionnaire du NO dans I’air expiré (FENO) est augmentée chez les sujets
asthmatiques par rapport aux témoins sains. Au-dela de 13 ppb (parties par milliard),
I’existence d’un asthme est fortement probable. Ainsi, la mesure du NO exhalé permet
d’ajuster la corticothérapie inhalée a I’état clinique du patient asthmatique aussi bien chez

I’adulte que chez I’enfant (283).

Cependant, il existe plusieurs sources de variabilité concernant la production de NO d’un

individu a un autre.

Sources de variabilité de concentration de NO :

- Atopie : facteur indépendant, et pas uniquement l'atopie a l'origine d'un ahme ;

- Taille : entre 120 et 180 cm, la valeur de FENO pour une personne saine passe de
7aldppb;

- Age : la FENO augmente avec I'age chez I'enfant comme chez l'adulte ;

- Sexe : lavaleur de FENO est plus élevée chez le sexe masculin et ce, dés I'enfance

- Inflammation nasale : en raison de la production de NO par le tissu épithélial
nasal, toute inflammation induit une majoration de la FENO ;

- Infection : toute infection du tractus respiratoire se traduit par une majoration de
la FENO en raison de la production propre de NO par I'épithélium respiratoire en
réponse a l'infection ;

- Nourriture : tous les aliments contenant des nitrates, tels que la laitue, majorent le
taux de FENO. Par ailleurs, la consommation de caféine ou d'alcool peut, elle
aussi, majorer le taux de NO ;

- Maédicaments : les corticoides par voie orale, les inhibiteurs des leucotriéenes, les
bronchodilatateurs peuvent modifier le taux de FENO ;

- Tabac : le tabagisme actif et passif diminue le taux de FENO.
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Ainsi, les normes actuellement déterminées dans la mesure du NO, ne doivent suffire
pour établir un diagnostic ou prendre une décision thérapeutique et toute mesure de NO

doit étre analysée en tenant compte de I'examen clinique et de I'anamnese.

Ces sources de variabilités importantes, inter- et intra-individuelle, génétique et
environnementale, ont conduit la recherche depuis plusieurs années, a étudier de
nouvelles approches, en ciblant notamment les caractéristiques individuelles de la

maladie.

Des études récentes, orientées sur la détection des COV de I'haleine, ont également
montré un potentiel comme outil de diagnostic de l'asthme chez I’adulte et les enfants
(284).

Les profils de COV offrent l'opportunité de découvrir de nouveaux biomarqueurs
spécifiques de la maladie (264). D’autant plus que certains d’entre eux, détectés par un
nez électronique, peuvent distinguer les patients atteints d'une maladie pulmonaire

obstructive chronique de ceux souffrant d'asthme (285).

Il serait méme possible de discriminer les échantillons d'haleine en fonction du type de
cellule inflammatoire dominant, a travers des COV spécifiques. C’est ce que révéle une
étude, qui apres culture de globules blancs, constate que ces derniers liberent et utilisent
des COV (286).

Le profilage des COV peut se faire par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrometrie de masse. C’est notamment la méthode utilisée dans une étude en 2011, et
qui lui a permis de mettre en évidence plusieurs composés présents en quantités élevés
chez les patients souffrant d'asthme par rapport aux sujets sains. Ainsi, des alcanes a

chaine plus longue ont été jugés discriminatoires et plus spécifiques de I'asthme.

Ce groupe de composés (alcanes en C7a C 1o et leurs dérives méthylés) mérite une

exploration plus poussée pour étre validés en tant que biomarqueur potentiel de I'asthme.

La fibrose kystique

Une étude parue en 2006, menée par Baker et son équipe (287), a mesurée les
concentrations respiratoires ambiantes et exhalées de 12 gaz a I'état de traces volatiles :

d'éthane, propane, n- pentane, méthanol, éthanol, 2-propanol, acétone, isopréne, benzene,
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toluene, sulfure de diméthyle (DMS) et limonéne, chez 40 sujets, dont 20 sujets atteints
de fibrose kystique et 20 sujets sains, incluant des enfants, des adolescents et de jeunes
adultes qui étaient soit en bonne santé ou affectés par une inflammation chronique des
voies respiratoires due a la mucoviscidose. Les résultats ont montré une variabilité inter-
sujets importante dans les deux groupes, avec des différences significatives pour le
pentane, le DMS et le 2-propanol. Le gradient alvéolaire pour le pentane était plus éleve
chez les patients atteints de fibrose kystique que chez les témoins en bonne santé
(0,36 versus 0,21 ppb).

Le pentane expiré a été proposé comme marqueur de la pathologie des voies
respiratoires et les preuves disponibles suggerent que la peroxydation des acides gras

polyinsaturés dans le foie est sa principale source.

De plus, une diminution de l'isoprene expire a été signalée dans les exacerbations

pulmonaires aigués de la fibrose kystique dans une précédentes étude (288).

L'analyse de la respiration chimique pour les composés organiques volatils est faisable et
peut devenir un outil potentiel pour le diagnostic non invasif et le suivi des processus

inflammatoires dans la maladie pulmonaire de la fibrose kystique.

Le rejet de l'allogreffe cardiaque

Un suivi périodique des receveurs cardiaque est nécessaire pour dépister un éventuel rejet
de greffe Les outils actuels permettant ce dépistage sont indispensables compte tenu de
I’absence de signes clinique spécifiques annongant le rejet. La biopsie endo-myocardique

ventriculaire est pratiquée a cet effet mais reste néanmoins une technique assez invasive.

De nombreux tests non invasifs pour le rejet de greffe ont été proposées, telle que
Iimagerie par résonance magnétique, imagerie d'anticorps, échocardiographie, et
I'utilisation de marqueurs sériques tels que la troponine I, la troponine T, la fraction
créatine kinase-MB et la protéine C-réactive, mais ces derniers restent insuffisants pour

guider la prise de décision clinique (289).

L’analyse de la respiration représente un outil potentiel de test non invasif pour plusieurs
raisons. Tout d’abord, I’idée n’est par irrationnelle étant donné que le rejet d'allogreffe

s'accompagne d'un stress oxydatif résultant de l'augmentation de la production d'espéces
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réactives de l'oxygéne (ROS) dans le myocarde et donc susceptible de produire des COV
(290) ; d’autre part, les ROS dégradent les membranes cellulaires par la peroxydation
lipidique des acides gras polyinsaturés (PUFA), générant des alcanes qui sont excrétés
dans la respiration sous la forme de composés organiques volatils (COV) (120).

Ces COV peuvent fournir des marqueurs de l'intensité du rejet.

Une étude menée par Michael Phillips MD, pionner dans la recherche de I’analyse
respiratoire, et fondateur de Messena Research, a été présentée lors de la session
scientifique annuelle de I'American College of Cardiology, en 2002 (289). Cette étude,
considérée comme un essai clinique, s’est déroulée sur trois ans, pendant lesquelles
I’haleine de 539 patients allogreffés ont été analysées par chromatographie, le jour de la
biopsie de contrdle préalablement programmée. Une augmentation des alcanes méthylés
a été corrélé aux rejets dépister par la biopsie. Dans le cadre de la procédure de 1’étude,
les pathologistes examinant les biopsies n‘avaient aucune connaissance des résultats des

tests respiratoires.

SCREEN: BREATH TEST BIOPSY

ALL HEART ___»_|POSITIVE =
TRANSPLANT |/ |PPV=56% 7 PPV = 45.2%
RECIPIENTS :

BREATH TEST | BREATH TEST 'BIOPSY
FOR GRADE 3 "\ | NEGATIVE ITX

REJECT'ON R 4 NPV = 97.2% NPV = 96.7%
BENEFIT:  BIOPSIES 41.9% e 100%

Figure 43 Résultats avec biopsie versus test respiratoire

Si le résultat du test respiratoire est négatif, il n'est pas nécessaire d'effectuer une biopsie
car la valeur prédictive négative (VAN) reste pratiguement la méme. Si elle est utilisée
comme alternative a la biopsie endomyocardique de surveillance de routine chez tous les
patients, un test respiratoire de dépistage réduirait le nombre de biopsies effectuées de
plus de 50%.
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Le syndrome du cdlon irritable

L'odeur fécale peut changer en présence de troubles gastro-intestinaux et la
compréhension de ces changements peut aider a diagnostiquer diverses maladies. En
effet, celle-ci est directement liée aux meétabolites organiques volatils (MVO) pouvant
étre émis par les matieres fécales et contribuent a son odeur (291). La compréhension des
changements dans les profils de ces COV pourrait nous aider a mieux comprendre
I'étiologie de la maladie et le développement de biomarqueurs pouvant aider au diagnostic
du syndrome du c6lon irritable (292)

Il a été récemment signalé I’existence d’une différence entre le microbiote fécal des
patients atteint de SCI et celui des personnes sans syndrome (293). Ce qui conduit a

I’hypothese de I’existence d’un microbiote volatil bactérien spécifique au SCI.

Dans la pratique clinique, il peut étre difficile de différencier les patients qui présentent
un IBS-D ou une maladie inflammatoire de l'intestin (MICI). Par consequent, de
nombreux médecins s‘appuient sur des procédures invasives afin d'exclure les MICI et
d'autres maladies organiques. L'utilisation de procédures invasives expose les patients a

leurs risques et a un impact économique important (294).
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RESUME : L’exploitation des composés organiques volatils (COV) offre une nouvelle
génération de biomarqueurs a vocation diagnostic. Ces composés produits dans le corps
humain, notamment au cours de processus pathologique comme le stress oxydatif, émanent de
diverses sources de I’organisme : la peau, les urines, le lait maternel, le sang, les feces, I’air
expiré, etc. Parmi ces diverses sources, nous nous sommes plus particulierement intéressés a
I’haleine dans laquelle des COV peuvent étre analysés et servir de biomarqueurs en
cancérologie. Ces tests respiratoires a visée diagnostic, de suivi thérapeutique ou de
surveillance a la réponse a un traitement, présentent I’avantage considérable d’étre non-invasifs,
peu couteux et faciles a mettre en ceuvre dans des conditions cliniques de terrain. C’est pourquoi
ils font I’objet de nombreuses recherches depuis plusieurs années. Néanmoins, mise a part le
célebre alcootest et la mesure du CO2 au cours d’une anesthésie, 1’utilisation de ces « breath
tests » est encore plutdt limitée. Cette limitation s’explique par la méthodologie analytique
rigoureuse que les tests requiérent, répondant a des exigences strictes en termes de sensibilité,
spécificité et reproductibilité, afin de garantir des résultats fiables et exploitables en médecine
humaine. L’enjeu méthodologique et technologique est crucial pour démocratiser ce type de
test a destination des praticiens mais aussi des patients dans une démarche d’auto-dépistage
précoce grace au développement d’outils portatifs, faciles a utiliser, sous forme de tests

disponibles en officines.
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