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PKG Protein kinase B 
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PKC Protein Kinase C 

PMD Percent mammographic density 

Pou5F1/Oct4 POU Class 5 Homeobox 1/octamer-binding transcription factor 4 

PPAR Peroxisome Proliferator Activated Receptors 

PR Progesterone receptor 

PVC Polychlorure de vinyle 

PXR Pregnane X receptor 

RAR Retinoic acid receptor   

KBrO3 Potassium bromate 

Kyn Kynurenine 

KRAS Kirsten Rat Sarcoma virus 

RNS Reactive nitrogen species 

ROS Reactive oxygen species 

RVD Receptor vitamin D 

RXR Retinoic X receptor 

SHC SHC adaptor protein 

Snai1 Zinc finger protein SNAI1 

Snai2 Zinc Finger Protein SNAI2 

SNP Single nucleotide polymorphism 

SOX Sex Determining Region Y-Box  

SP Side population 

TAZ Tafazzin 
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TCDD 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-pdioxin 

TCF T-cell factor 

TDO2 Tryptophane 2,3-Dioxygénase 

TF Transcription factor 

TGF-β Transforming growth factor β 

TIMP-3 Tissue inhibitor of metalloproteinases-3  

TM Transmembrane 

TNBC Triple Negative Breast Cancer 

TNF Tumor necrosis factor 

TNFα Tumor necrosis factor-α 

TR Thyroid receptor 

Twist1,2 Twist Family BHLH Transcription Factor 1,2 

UDP Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor 

Vim Vimentin 

XR Xenobiotic receptor 

XAP2 Hepatitis B virus X-associated protein 2 

XRCC3 X-ray repair cross-complementing group 3 

ZNF 217 Zinc Finger Protein 217 

β-AR β-Adrenergic Receptor 
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 Le cancer du sein A.

1. La glande mammaire  

Le sein est un organe rattaché au muscle grand pectoral, comprenant une glande 

mammaire entourée par du tissu adipeux. C’est une glande exocrine un peu unique, qui se 

développe en différentes étapes séparées dans le temps au cours de la vie et. à l’âge adulte, la 

glande mammaire est formée d’un compartiment mésenchymateux composé de vaisseaux 

sanguins et de nerfs, et d’un compartiment épithélial contenant des lobules (des groupes de 

glandes qui produisent le lait) liés aux canaux galactophores qui débouchent au niveau du 

mamelon (figure 1) INCA (Institut National Du Cancer). 

La glande mammaire réagit aux changements hormonaux et commence à se développer 

au moment de la puberté; des changements mammaires apparaissent lors des menstruations, 

de la grossesse, des lactations et de la ménopause en fonction des taux d'œstrogène, de  

progestérone et de prolactine. Ces changements mammaires, au cours de la vie d’une femme, 

impliquent des phénomènes de prolifération et de différentiation cellulaire qui peuvent rendre 

la glande mammaire plus sensible à la cancérogenèse (Ingthorsson et al. 2016). 

2. Epidémiologie du cancer du sein 

Les dernières statistiques mondiales sur le cancer ont montré que le cancer du sein est la 

maladie maligne la plus fréquente et le deuxième cancer le plus fréquent dans le monde chez 

les femmes (Ferlay et al. 2015) (Figure 2). Selon les données GLOBOCAN 2012, le cancer 

du sein est en forte hausse de manière globale dans le monde entier. En effet, environ 1,7 

million de nouveaux cas de cancer du sein sont diagnostiqués chez les femmes dans le monde 

en 2012 (25% de tous les cancers). Cette incidence a augmenté de plus de 20% depuis les 

dernières estimations en 2008. Ces taux d'incidence divergent entre les pays développés qui 

présentent des taux plus élevés que les pays en développement. Ces variations peuvent aller 

de 27 pour 100 000 en Afrique Centrale et en Asie de l'Est à 92 pour 100 000 en Amérique du 

Nord et l’Europe de l’Ouest (Ferlay et al. 2015). 

Par ailleurs, le cancer du sein est la deuxième cause la plus fréquente de mortalité par 

cancer chez les femmes après le cancer du poumon, et a atteint 522 000 décès en 2012 (Ferlay 

et al. 2015). Les taux de mortalité varient entre les régions du monde notament en raison de la 

survie plus favorable en présence de diverses thérapies anti-cancéreuses et de l’amélioration 
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Figure 1 : Coupe du sein à l’état adulte (INCA) 
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Figure 2 : L’estimation des taux d’incidence et de mortalité du cancer du sein en 2012 
(Globocan 2012) 
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des étapes du parcours de soins. Dans les régions les plus développées 198 000 patientes 

décèdent de leur maladie (15,4% du total) versus 324 000 décès (soit 14,3% du total) dans les 

pays moins développés (Ferlay et al. 2015). 

3. Classification histologique du cancer du sein 

La classification histologique du cancer du sein basée sur des critères morphologiques 

et cytologiques permet de distinguer deux types de carcinome du sein; le carcinome in situ et 

le carcinome invasif. 

  Le carcinome in situ 3.1

Nous pouvons distinguer différents types de carcinome in situ : 

o Le carcinome canalaire in situ ou ductal carcinoma in situ (DCIS) est  l’état où 

les cellules épithéliales normales des canaux galactophores des seins sont remplacées 

par des cellules anormales et sont capables d’élargir la taille des canaux et des 

lobules.  Le DCIS est considéré comme une forme non invasive de cancer du sein 

parce que ces cellules anormales n'ont pas infiltré au-delà de la couche de cellules 

d’où elles proviennent. C'est le type le plus courant de cancer du sein in situ, il 

représente environ 83% des cas diagnostiqués in situ entre 2008 et 2012 (DeSantis et 

al. 2016). Le DCIS peut progresser, ou non, vers un cancer invasif. Les femmes 

ayant des antécédents de DCIS sont 8 à 10 fois plus susceptibles de développer  un 

cancer du sein invasif que les femmes sans DCIS (Lopez-Garcia et al. 2010).  

o Le carcinome lobulaire in situ (LCIS), aussi connu sous le nom de néoplasie 

lobulaire, est caractérisé par des cellules qui ressemblent à des cellules cancéreuses 

qui prolifèrent dans les lobules du sein. Le LCIS est beaucoup moins fréquent que le 

DCIS, il représente environ 13% des cancers féminins du sein diagnostiqués au cours 

de la période 2008-2012 (DeSantis et al. 2016). De manière générale, le LCIS 

présente de fort  risque de développer un cancer invasif : les femmes ayant eu un 

LCIS sont 7 à 12 fois plus susceptibles de développer un cancer invasif du sein que  

les femmes sans LCIS (Harris et al. 2010). 

o D'autres carcinomes in situ présentent les caractéristiques des carcinomes 

canalaires et lobulaires ou sont d’origines inconnues (DeSantis et al. 2016) 
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 Le carcinome invasif  3.2

Le carcinome invasif, est également appelé carcinome infiltrant. Dans ce type de cancer, 

les cellules cancéreuses ont traversé la membrane basale des lobules ou des canaux, d’où elles 

sont issues, et ont déjà commencé à envahir le tissu mammaire environnant. La plupart des 

cancers du sein sont infiltrants (Society 2015).  

4. Classification moléculaire du cancer du sein  

On distingue quatre grands sous-types moléculaires du cancer du sein. Ils sont classés 

selon la présence (+) ou l'absence (-) des récepteurs hormonaux (HR) aux œstrogènes (ER) ou 

à la progestérone (PR) et des récepteurs de facteur de croissance épidermique humain 2 

(HER2). Ils diffèrent essentiellement par leur réponse aux traitements (Anderson et al. 2014; 

Kohler et al. 2015). 

o Le luminal A (ER+/PR+/HER2-): les cellules tumorales expriment le récepteur 

aux œstrogènes (ER+) et/ou le récepteur à la progestérone (PR+) mais pas le 

récepteur HER2 (HER2-). Ce sous-type représente 50-60 % des cancers du sein 

(Mailliez 2014). La croissance des tumeurs luminales A est lente et moins agressive 

que les autres sous-types. Cette classification  est considérée comme facteur de bon 

pronostic pour le cancer du sein. En effet, les patientes appartenant à ce sous-type 

répondent très bien à l’hormonothérapie grâce à la présence des récepteurs 

hormonaux (Blows et al. 2010; Anderson et al. 2014). 

o Le luminal B (ER+/PR+/HER2+): La différence majeure entre le sous-type 

luminal A et le luminal B, est que les tumeurs du sous-type luminal B expriment le 

récepteur d’HER2. Ce sous-type représente environ 10% des cancers du sein 

(Mailliez 2014). Les tumeurs luminales B ont tendance à être plus agressives que 

celles du luminal A dû à l’expression d’HER2 qui stimule des voies de signalisation 

telles que les voies RAS-RAF-ERK et PI3K-AKT impliquées dans la régulation de 

la prolifération, de la survie et de la différenciation cellulaire (Moasser 2007; Parise 

et al. 2014; Takegawa et al. 2017). 

o Le type HER2 (ER-/PR-/HER2+): Ce type exprime très fortement le récepteur 

HER2 mais n’exprime pas les deux récepteurs hormonaux. Il représente environ 15-

20 % des cancers du sein (Mailliez 2014). Ces cancers ont tendance à croître et à se 

répandre de manière plus agressive que les autres cancers du sein et sont associés à 
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un facteur de mauvais pronostic par rapport aux cancers du sein ER+ (Blows et al. 

2010). Cependant, l'utilisation récente de thérapies ciblées contre les cancers HER2+ 

tel que le Trastuzumab (Herceptin®), un anticorps monoclonal qui cible directement 

la protéine HER2, a nettement permis d’améliorer ce pronostic défavorable. En effet, 

lorsque cette molécule est combinée à la chimiothérapie elle peut réduire de 52% le 

risque de récidive et de 33% le risque de décès (Romond et al. 2005; Hernandez-

Blanquisett et al. 2016). 

o Le triple négatif (ER-/PR-/HER2-): Ces tumeurs sont appelées triple négatives 

parce qu'elles sont ER-, PR- et HER2-. Environ 10-20 % des cancers du sein sont 

triple négatifs (Mailliez 2014). Cependant, aux États-Unis ces cancers sont presque 

deux fois plus fréquents chez les femmes noires que chez les femmes blanches. Ils 

sont également plus fréquents chez les femmes pré-ménopausées et chez celles qui 

ont une mutation au niveau du gène BRCA1 (Perou et al. 2011). La majorité des 

cancers du sein triple négatifs font partie du sous-type basal-like qui possède des 

profils d’expression similaires à ceux des cellules épithéliales basales et des cellules 

normales myoépithéliales du sein (Perou et al. 2000). Les cancers du sein triple 

négatifs représentent le facteur de plus mauvais pronostic parmi tous les sous-types 

moléculaires, en particulier parce qu'il n'existe toujours pas de thérapie ciblée pour 

ces tumeurs (Blows et al. 2010; Adrada et al. 2014). 

5. Les étapes de la cancérogenèse  

La cancérogenèse est un processus complexe et se déroule en trois principales étapes: 

l'initiation, la promotion et la progression (Figure 3). Chacune de ces étapes est caractérisée 

par un phénotype cellulaire différent.  

L'initiation est la première étape dans le développement d’un cancer. Une exposition 

répétée aux initiateurs tels que le stress oxydatif, des carcinogènes chimiques et des 

xénobiotiques augmente la fréquence de mutation génétique. Ces mutations peuvent induire 

l’activation de proto-oncogènes (ex : Ras, Erb, Myc) et/ou l’inhibition de gènes suppresseurs 

de tumeur (ex : TP53) entraînant ainsi une instabilité du génome et une modification des  
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Figure 3 : La cancérogenèse, un processus de trois phases (Liu et al. 2015) 
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processus de mort cellulaire programmée, de prolifération cellulaire et de réparation de l'ADN 

(Fearon et al. 1990; Benigni et al. 2013). Les modifications épigénétiques, qui sont des 

changements dans l'expression des gènes mais pas dans la séquence des gènes, peuvent 

également être des évènements déclencheurs de la cancérogénèse. Comme par exemple 

l’hyperméthylation de l'ADN, qui est souvent associée à une répression de la transcription, 

peut être retrouvée dans la région promotrice des gènes suppresseurs de tumeurs (Jones et al. 

2002). Cette étape est irréversible: une fois qu’une cellule est mutée par un initiateur, elle 

devient sensible à la promotion. Puisque l'initiation est causée par des modifications 

génétiques permanentes, les cellules filles dérivées de la division de la cellule mutée porteront 

également la mutation (Liu et al. 2015). 

La promotion est la deuxième étape de la cancérogenèse qui se produit sur les cellules 

ayant été initiées (Trosko 2001). Les substances capables de favoriser la prolifération de ces 

cellules initiées sont des promoteurs de tumeurs (Verma et al. 1980). Les promoteurs agissent 

seulement lorsque les cellules ont été exposées précédemment à un initiateur. Ils affectent les 

voies intra-cellulaires responsables de la prolifération cellulaires (Klaunig et al. 2000). Parmi 

les agents qui ont montré des propriétés favorisant la promotion des tumeurs on cite le 

dichlorophényltrichloroéthane (DDT), les biphényles polychlorés (PCB), les œstrogènes 

(Yuspa et al. 1988). Il existe également des composés capables d’être à la fois des initiateurs 

et des promoteurs de tumeur. Ils sont reconnus pour être des carcinogènes complets tels que le 

benzo[a]pyrène (B[a]P) et le 4-aminobiphényle (Weston 2003). Cette étape est considérée 

comme une étape réversible de la cancérogenèse et donne naissance à des cellules 

précancéreuses et transformées. Cette transformation implique l’évolution des cellules pré-

néoplasiques en cellules qui expriment un phénotype malin caractérisé par une acquisition de 

caractéristiques cancéreuses telles que tels que la migration et l'invasion cellulaire, la 

prolifération cellulaire, et la résistance à l'apoptose (Combes et al. 1999).  

La troisième étape implique l'acquisition d'un comportement tumoral plus agressif dans 

la cancérogénèse. Cette étape permet le passage des cellules pré-cancéreuses aux cellules 

cancéreuses. Les cellules à cette étape possèdent de multiples modifications héréditaires 

génétiques et épigénétiques, y compris l'activation de proto-oncogènes (myc, raf, HER2 

(human epidermal growth factor receptor 2), et jun) et la perte fonctionnelle de gènes 

suppresseurs de tumeurs (TP53) (Weston 2003). Le développement métastatique apparaît au 
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cours de cette étape grâce au processus d'angiogenèse avec la croissance de nouveaux 

capillaires sanguins dans la tumeur renforcée par la sécrétion de facteurs de croissance 

spécifiques et de récepteurs de facteurs de croissance tels que le facteur de croissance dérivé 

des plaquettes PDGF (Platelet-derived growth factor) , le récepteur PDGFR (Platelet-derived 

growth factor receptor), le facteur de croissance endothélial vasculaire VEGF (Vascular 

endothelial growth factor) et le récepteur VEGFR (Vascular endothelial growth factor 

receptor), le tout conduisant à une prolifération et à une propagation de la tumeur  (Niu et al. 

2010) 

6. Les facteurs de risque du cancer du sein 

Un facteur de risque peut être un élément favorisant l’apparition de la pathologie dans 

l’historique du patient. Cependant, en aucun cas, le ou les facteur(s) de risque ne constitue(nt) 

la (les) seule(s) explication(s) au développement du cancer. De nombreux facteurs sont 

connus pour augmenter le risque du cancer du sein. Parmi ces facteurs, nous distinguons 

certains facteurs non modifiables, comme l'âge, l'histoire familiale, et l’exposition du tissu 

mammaire aux hormones (la ménarche précoce et la ménopause tardive). D’autres facteurs 

sont considérés comme modifiables tels que l'obésité post-ménopausique, l'administration 

d'œstrogènes exogènes (contraceptives oraux et traitement hormonal substitutif), la 

consommation d'alcool et de tabac, l’allaitement maternel, etc….(Liu et al. 2015).  

  Les facteurs gynéco-obstétriques  6.1

 La grossesse 6.1.1.

Le fait de ne pas avoir d’enfants ou bien d’en avoir mais à un âge tardif a été associé à 

un risque accru de cancer du sein tandis que le fait d’avoir un premier enfant à un âge jeune et 

en avoir plusieurs a été associé à une diminution de ce risque (DeSantis et al. 2016). Ceci 

semble être dû aux facteurs hormonaux. En effet, les nullipares sont plus sujets à développer 

un cancer car la durée d’exposition aux œstrogènes augmente et les taux plasmatiques de 

prolactine sont élevés. Comme pour les œstrogènes, des taux élevés de prolactine pourraient 

avoir un effet promoteur pour le développement du cancer du sein notamment en induisant 

l’activation de la voie ERK1/2 (Gutzman et al. 2005) et en exerçant avec les œstrogènes une 

activation synergique d’ER alpha (ER-α) via la phosphorylation de la serine/thréonine kinase 

PAK1 (Oladimeji et al. 2016). Les facteurs de risque associés à la reproduction semblent être 

fortement liés aux cancers du sein ER+ (Anderson et al. 2014). 
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  L’allaitement naturel 6.1.2.

L'allaitement maternel a été associé à une réduction du risque de développer un cancer 

du sein. Une étude sur 30 pays montre que le risque de cancer du sein a été réduit de 4% pour 

chaque année d’allaitement (Lancet 2002). L’explication qui a été donnée est que l'allaitement 

maternel inhibe la menstruation et donc réduit le nombre de cycles menstruels pendant la vie 

de la femme (Britt et al. 2007). Une autre hypothèse concerne les changements structuraux 

qui se produisent dans le sein suite à la lactation et au sevrage, dont notamment 

l’augmentation des canaux lobulaires terminaux qui semble avoir un effet protecteur contre le 

cancer du sein (Milanese et al. 2006) en particulier pour le  type basal-like (Faupel-Badger et 

al. 2013). 

 L’âge des premières règles et de la ménopause 6.1.3.

Le risque de cancer du sein semble être 20% plus élevé chez les femmes dont la 

ménarche a commencé avant l'âge de 11 ans par rapport à celles dont la ménarche a débuté à 

l'âge de 13 ans. Par ailleurs, les femmes en ménopause à l'âge de 55 ans ou plus ont environ 

12% de risque en plus de développer un cancer par rapport à celles ménopausées à l’âge de 

50-54 (Lancet 2012). Ce risque accru peut être dû à l’exposition prolongée aux hormones 

reproductives au cours de leur vie. De plus, il semble être fortement lié aux cancers du sous-

type ER+ et non aux autres sous-types (Anderson et al. 2014). 

  La densité mammaire 6.1.4.
La densité mammaire est une notion radiologique, constatée à la mammographie. C’est 

une hypertrophie progressive du tissu glandulaire du sein (tissu dense) accompagnée par une 

diminution du tissu adipeux (tissu radiotransparent) entraînant l’augmentation de la densité 

mammaire. Les variations du pourcentage de la densité mammographique (PMD) reflètent les 

variations des quantités de collagène et du nombre de cellules épithéliales et non épithéliales 

dans le sein. Une densité élevée est associée à un risque nettement accru de cancer du sein 

invasif (Boyd et al. 2011). Les tissus mammaires denses ont montrés: i) des taux élevés de 

collagène et de l'inhibiteur tissulaire métalloprotéase 3 (TIMP-3) qui est impliqué dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire (Guo et al. 2001). ii) une augmentation de l’activité 

de l’aromatase en immunoréactivité (Vachon et al. 2011), et iii) des taux élevés de la 

proteoglycane lumican qui est impliquée dans la migration des cellules épithéliales (Alowami 

et al. 2003). La densité mammaire est influencée par de nombreux facteurs, elle diminue avec 
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l'âge, la grossesse, la ménopause et avec certains médicaments comme le tamoxifène (Boyd et 

al. 2011). D’autres facteurs tels que des facteurs génétiques, l'hormonothérapie combinée à la 

ménopause ou encore la consommation d’alcool augmentent cette densité (Boyd et al. 2011; 

Trinh et al. 2015). 

  Les facteurs génétiques  6.2

 Histoire familiale et mutations génétiques au niveau des gènes BRCA1 et 6.2.1.

BRCA2 

Le risque de cancer du sein est majoré en cas d’antécédent dans la famille maternelle, 

surtout ceux du premier degré (mère, sœur, ou fille). Comparé aux femmes sans antécédents 

familiaux, le risque du cancer du sein est environ 2 fois plus élevé pour les femmes ayant une 

personne de premier degré qui a été diagnostiquée, près de 3 fois plus élevé chez les femmes 

ayant deux personnes et près de 4 fois plus élevé chez les femmes ayant trois personnes ou 

plus (Sorlie et al. 2001). Il est important de savoir que la majorité des femmes ayant une ou 

plusieurs personnes du premier degré touchées peuvent ne jamais développer un cancer du 

sein. Inversement, une femme ne présentant aucune histoire familiale de la maladie peut 

développer un cancer du sein. 

Parmi les cancers du sein, 5 à 10% sont héréditaires et sont donc d'origine génétique 

(Turnbull et al. 2008; Schwartz et al. 2009). Deux gènes majeurs de prédisposition héréditaire 

au cancer du sein ont pu être identifiés : les gènes suppresseurs de tumeur BRCA1 et BRCA2. 

En moyenne, le risque d’avoir des mutations au niveau de BRCA1 et BRCA2 est 

respectivement estimé entre 57% à 65% et 45% à 55%. (Antoniou et al. 2003; Mavaddat et al. 

2013). Lorsqu’une personne est atteinte du cancer du sein à un âge précoce, cela indique 

l’existence d'un facteur de prédisposition génétique (Armaou et al. 2009). 

Ce type de cancer du sein suit un modèle héréditaire autosomique dominant et tend à se 

manifester précocement, en forte intensité et bilatéralement (Mehrgou et al. 2016). Ainsi, ce 

cancer possède une fréquence mitotique plus élevée et une pénétrance lymphatique plus 

accentuée que le cancer du sein sporadique (Musolino et al. 2005). Dans ce type de cancer,  

les cellules ont une mutation somatique dans le gène TP53 (Musolino et al. 2005) et le plus 

souvent n’expriment pas les récepteurs ER, PR et HER2 (Musolino et al. 2005; Chen et al. 

2009). 
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  Les radiations 6.2.2.

Un lien entre l'exposition au rayonnement et le cancer du sein a été mis en avant 

notamment dans des études protées sur les survivants de bombe atomique ou encore sur des 

femmes qui ont suivi une radiothérapie à forte dose au niveau de la poitrine et en particulier 

lorsqu’elles ont été exposées à un jeune âge (Preston et al. 2002; Travis et al. 2003). Cela est 

possiblement dû au fait que les tissus mammaires ne sont pas complètement différenciés et 

sont donc plus sensibles aux radiations (Russo et al. 2000). Les effets négatifs des radiations 

se manifestent par des dommages à l'ADN et une inflammation accrue (Haston 2012). Song 

YZ et al ont révélé une association entre les radiations et la présence de polymorphismes 

nucléotidiques du gène XRCC3 (X-ray repair cross-complementing group 3). Or, la protéine 

du gène XRCC3 est connue pour jouer un rôle important dans la réparation des ruptures 

d'ADN double brin soulevant ainsi l’effet nocif des radiations sur l’ADN (Song et al. 2015). 

  Les facteurs hormonaux   6.3

 Les hormones endogènes 6.3.1.

Les œstrogènes font partie des facteurs de risque les plus importants du cancer du sein 

considéré comme cancer hormono-dépendant. Les œstrogènes naturels sont principalement le 

17-β-estradiol (E2), l’estrone (E1) et l’œstriol. Les œstrogènes jouent un rôle dans le maintien 

de l’homéostasie osseuse et favorisent le développement des caractères sexuels secondaires 

comme les seins mais également dans la promotion de la croissance des cancers hormono-

dépendants dont de nombreux cancers du sein (Heldring et al. 2007). L’action des œstrogènes 

est médiée par les récepteurs aux œstrogènes (ER) qui font partie de la famille des récepteurs 

nucléaires surtout présents dans le cytoplasme dans un état inactif sous forme de complexes 

avec les protéines de choc thermique HSP ( Heat shock protein). On distingue le récepteur 

ER-α codé par le gène ESR1 et le récepteur ER-β codé par le gène ESR2 (Mangelsdorf et al. 

1995). Les œstrogènes activent différentes voies de signalisation  connues pour jouer un rôle 

important dans le développement tumoral (figure 4). Il existe 4 voies de signalisation des 

ER : la voie A, appelée voie génomique classique, lorsque E2 se lie à ER, ER se dimérise et 

change de conformation afin d’être délocalisé dans le noyau. Celui-ci se lie alors directement 

aux séquences appelées « éléments de réponse aux œstrogènes » ERE et recrute des co-

activateurs afin d’activer la transcription de gènes cibles. La voie B, ou voie génomique non 

classique, après dimérisation d’ER et sa translocation dans le noyau, le complexe ER  
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Figure 4 : Les voies de signalisation des ER (Le Romancer et al. 2011) 
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interagit avec d’autres facteurs de transcription tels que l’AP1 (Activator protein 1) ou le Sp1 

(Specificity protein 1); ces derniers se lient à l’ADN. La voie C, indépendante des E2: 

l’activation d’ER peut également être activée par des facteurs de croissance ou des 

chimiokines entrainant des modifications post-traductionnelles telle que la phosphorylation 

des ERs. ER peut alors se dimériser et se transloquer dans le noyau afin d’activer ses gênes 

cibles. De manière intéressante, les modifications post-traductionnelles augmentent l’affinité 

du récepteur pour les séquences ERE. La voie D ou voie non-génomique, implique un petit 

pool d’ER qui recrute différentes protéines kinases et qui activent ensuite des cascades de 

signalisation permettant l’activation des gènes cibles grâce à des facteurs de transcription. 

L’activation de ces voies de signalisation permettent d’activer des gènes impliqués dans la 

prolifération et la survie cellulaire (Le Romancer et al. 2011).  

D’autre hormone comme la progestérone est également impliquée dans le contrôle de la 

reproduction, du système cardio-vasculaire et du système nerveux (Schumacher et al. 2008). 

Elle est aussi capable de stimuler la prolifération cellulaire et l’activation des cellules 

progénitrices (Brisken 2013).   

Des cycles menstruels prolongés en raison de la ménarche précoce et/ou de la 

ménopause tardive et un excès de production d'hormones chez les femmes obèses post-

ménopausées représentent un facteur de risque pour le cancer du sein due à une exposition 

prolongée aux hormones ovariennes (Finlay-Schultz et al. 2015). La plupart des théories sont 

centrées sur l’action pro-proliférative des hormones féminines sur les cellules épithéliales 

mammaires. Il a également été découvert que les hormones influencent les populations de 

cellules souches présentent dans le sein. Par ailleurs, une augmentation de ces cellules 

souches favorise le développement du cancer du sein (Finlay-Schultz et al. 2015). In vitro, un 

traitement à la progestérone augmente la population de cellules ALDH+ (un marqueur de 

cellules souches) dans les cellules cancéreuses T47D (Vares et al. 2013). D’autre part, les 

œstrogènes et la progestérone augmentent le nombre de cellules CD44+ (une protéine de 

surface cellulaire impliquée dans la prolifération, la différenciation, la migration cellulaire et 

l'angiogenèse) dans des lignées du cancer du sein (Cittelly et al. 2013; Finlay-Schultz et al. 

2015). Les œstrogènes sont capables d’influencer la capacité tumorigène des cellules souches 

cancéreuses via l’activation de GPR30 (G-protein coupled receptor 30) qui régule la voie de 

signalisation HIPPO (impliquée dans la signalisation de la prolifération cellulaire et 

l’apoptose) à travers l’activation de la phospholipid transacylase tafazzin (TAZ) (Wei et al. 

2014; Zhou et al. 2015). De plus, cet effet ostrogénique  a été démontré non seulement in 
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vitro par la capacité des cellules souches à former des mammosphères et à exprimer le 

marqueur CD44+ (Cordenonsi et al. 2011). mais également in vivo dans l’induction du 

processus métastatique par des cellules souches cancéreuses (Bartucci et al. 2015). Tout cela 

nous indique que les hormones stéroïdiennes favorisent la capacité tumorigène des cellules 

souches cancéreuses dans le cancer du sein.  

 Les hormones exogènes  6.3.2.

Récemment, une étude a souligné le fait que l’utilisation des traitements hormonaux 

substitutifs, qui combinent les œstrogènes et la progestérone, augmente le risque de 

développer un cancer du sein avec un risque plus élevé associé à une utilisation plus longue. 

(Chlebowski et al. 2013; Manson et al. 2013).  
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 Cancer et environnement B.

1. Facteurs environnementaux en tant que facteurs de risque du cancer 

Les facteurs environnementaux comprennent tous les facteurs non génétiques: l’air, 

l’eau, le sol, l’alimentation, ainsi que le mode de vie, le régime alimentaire, les infections et 

les expositions professionnelles.  

Des expositions aux polluants environnementaux peuvent moduler de nombreux 

procédés biologiques et moléculaires tels que l'expression des gènes, les mécanismes de 

réparation des gènes, la production ainsi que la fonction d'hormones et l'inflammation ; 

conduisant à des effets néfastes sur la santé humaine, notamment l’apparition et le 

développement de différents types de cancers (Diamanti-Kandarakis et al. 2009; Rudel et al. 

2009). Les facteurs liés au mode de vie jouent un rôle important dans la cancérogenèse, 

comme par exemple la consommation d'alcool et de tabac, l’obésité et le stress... Par ailleurs, 

les changements environnementaux (guerre et industrie) au cours du temps ont favorisé 

l'accumulation de nombreux nouveaux facteurs cancérogènes tels que la présence de produits 

chimiques dans les aliments, l'air ou l'eau. Leurs effets cancérogènes ou mutagènes ont été mis 

en avant dans des cellules humaines aboutissant à une incidence croissante des 

cancers.(Belpomme et al. 2007). Ainsi, la pollution de notre environnement est très 

certainement l'une des principales causes du cancer (Hanahan et al. 2011). 

 Le tabagisme 1.1

Le tabagisme est un facteur de risque majeur contribuant à la cancérogenèse humaine. 

La fumée de tabac et le goudron contiennent des substances mutagènes, principalement des 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et des nitrosamines qui sont classés comme 

cancérogènes pour l'homme par l’IARC (International Agency for Research Cancer). Le 

tabagisme est un facteur de risque de plusieurs types de cancers, principalement le cancer du 

poumon et le cancer du tractus aéro-digestif supérieur (y compris les cancers des cavités 

buccale, nasals, des sinus, du pharynx et du larynx), mais aussi, à une certaine mesure, des 

cancers de l'œsophage, de l'estomac, du pancréas, du foie, de la vessie, des reins, du col de 

l'utérus, et de la leucémie myéloïde (IARC 2004). Les premières observations cliniques et 

épidémiologiques montrant l’association entre le tabagisme et le cancer du poumon datent des 

années 1950 (Wynder et al. 1950). 
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Dans le corps, la métabolisation des carcinogènes présents dans le tabac se fait dans un 

premier temps par les enzymes de la famille CYP450, intervenant dans la biodégradation de 

nombreuses molécules exogènes dites « xénobiotiques », et par les mono-oxygénases qui 

transforment les substances carcinogènes en des intermédiaires génotoxiques qui peuvent 

induire des adduits sur l’ADN (Condoluci et al. 2016). Dans un deuxième temps, la 

détoxification de ces intermédiaires génotoxiques se fait par conjugaison formant des 

composants solubles dans l’eau et excrétés par la cellule (Hukkanen et al. 2005). Ce système 

de détoxification enzymatique responsable de la détoxification cellulaire peut être altéré chez 

les fumeurs, accumulant ainsi les molécules génotoxiques. L’enzyme CYP2A6 métabolise de 

nombreux xénobiotiques, y compris la nicotine, qui forme aussi un composant principal du 

tabac. Au cours de la consommation du tabac, le CYP2A6 convertit la nicotine en 

méthylnitrosamine et en nornicotine à travers la voie de N-déméthylation, le métabolisme 

continue ensuite par glucuronidation et excrétion urinaire (Hukkanen et al. 2005; von 

Weymarn et al. 2012; Park et al. 2016). Le gène CYP2A6 est hautement polymorphique, ce 

qui influence le métabolisme de la nicotine. Un polymorphisme génétique du CYP2A6, est 

souvent associé à un grand risque du cancer des poumons (Tantcheva-Poor et al. 1999; Zevin 

et al. 1999; Petsalo et al. 2008). Les métabolites de la nicotine peuvent accélérer la croissance 

de la tumeur pulmonaire en activant le récepteur β-AR (β-Adrenergic Receptor) qui va 

stimuler les voies de signalisation sous-jacentes, notamment l’activation de la voie de survie 

cellulaire AKT et l’inhibition de l’apoptose en inactivant les protéines pro-apoptotiques Bax 

(Bcl-2–associated X) et Bad (bcl-associated death) (Schein 1995; Warren et al. 2013). Les 

nitrosamines dérivés de la nicotine causent des mutations au niveau du gène suppresseur de 

tumeur TP53 et de l’oncogène KRAS (Kirsten Rat Sarcoma virus) (Schuller 2008).  

 La consommation d'alcool  1.2

La consommation de boissons alcoolisées a été classée comme cancérogène pour 

l'Homme par l’IARC depuis 1988. Plus récemment, en 2010, l'éthanol en tant que constituant 

majeur de boissons alcoolisées et son métabolite l’acétaldéhyde, capable de se lier à l’ADN, 

ont également été classés comme cancérogènes pour l’Homme (Seitz et al. 2007; Pflaum et al. 

2016). Les boissons alcoolisées sous forme de mélanges à plusieurs composants peuvent en 

outre contenir des substances cancérigènes humaines connues ou suspectées comme des 

constituants ou des contaminants, comme par exemple  l’acétaldéhyde, l'acrylamide, les 

aflatoxines (Lachenmeier et al. 2015; Pflaum et al. 2016). 
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Il existe une relation étroite entre la consommation d'alcool et le risque d’apparition 

d’un cancer: en effet plus l'alcool est consommé, plus le risque de cancer devient élevé (Parry 

et al. 2011; Shield et al. 2013). Même une consommation légère ou modérée d’alcool a été 

démontrée comme facteur de risque pour le développement d’un cancer (Bagnardi et al. 

2013). Le risque devient élevé chez les personnes qui présentent une déficience de l’enzyme 

aldéhyde déshydrogénase, ce qui conduit à l'accumulation de l’acétaldéhyde et provoque donc 

un risque accru de développer des tumeurs œsophagiennes malignes (IARC 2010).  

Par ailleurs, l'éthanol peut également être métabolisé par le CYP450 2E1 en 

acétaldéhyde, procédé qui produit des espèces réactives de l'oxygène ROS (Reactive Oxygen 

Species) et qui peuvent conduire à la peroxydation lipidique et la production de radicaux 

libres mutagènes (Seitz et al. 2007). L'éthanol et l'acétaldéhyde peuvent également conduire à 

l'hypométhylation de l'ADN, ce qui modifie l'expression des oncogènes et des gènes 

suppresseurs de tumeur (comme le TP 53) aboutissant à des mécanismes tels que des 

diminutions des taux de l'acide rétinoïque, l'augmentation des niveaux d'œstrogène et 

l'induction de la maladie du reflux gastro-œsophagien conduisant à une hyperprolifération de 

la muqueuse œsophagienne (Seitz et al. 2007). Enfin, l'éthanol peut agir comme solvant pour 

divers cancérigènes ou pro-cancérigènes trouvés dans les boissons alcoolisées ou d'autres 

produits co-ingérés tel que le tabac, ce qui facilite l'entrée de ces composés dans les cellules, 

en particulier dans la muqueuse des voies aérodigestives supérieures (Lachenmeier 2008). 

 Le stress oxydatif  1.3

Le stress oxydatif est caractérisé par la production dérégulée d’espèces réactives de 

l'oxygène, ROS ou de radicaux libres d’oxygène et de l'azote RNS (Reactive Nitrogen 

Species) (Schroder et al. 2009). Les ROS peuvent avoir des origines endogènes et exogènes. 

Les ROS sont principalement générés dans les mitochondries lors de la différenciation des 

MSC (Mesenchymal Stromal /Stem Cells) (Boonstra et al. 2004; Indo et al. 2015). Il existe 

également d’autres sources endogènes comme le métabolisme du CYP450, les peroxysomes 

et l'activation des cellules inflammatoires (Inoue et al. 2003). Les sources exogènes ont 

notamment des agents environnementaux, tels que les cancérogènes non génotoxiques, divers 

xénobiotiques, l’échographie, certaines radiations et le rayonnement micro-ondes (Valko et al. 

2006). 

Un taux élevé de ROS produit par un stress oxydatif provoque des dommages aux 

composants cellulaires tels que les métabolites, les organites et l’ADN, qui pourraient causer 
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des maladies liées au stress oxydatif y compris le cancer (Boonstra et al. 2004; Valko et al. 

2004; Indo et al. 2015). En effet, un faible niveau basal est nécessaire pour maintenir la 

prolifération, la différenciation et la survie cellulaire (Kobayashi et al. 2012; Atashi et al. 

2015). 

Des antioxydants non-enzymatiques et enzymatiques sont chargés d’équilibrer les effets 

nocifs des ROS (Bose et al. 2012). Une perturbation de l'équilibre oxydants/antioxydants dans 

le corps joue un rôle causal dans la cancérogenèse. Un taux élevé des ROS et/ou RNS en 

même temps qu’une diminution des antioxydants sont retrouvés dans divers cancers y compris 

le cancer de la tête et du cou (Bose et al. 2012). 

 Le mécanisme d'action des ROS dans le cancer  1.3.1.

Les ROS sont impliqués dans les trois étapes de la cancérogenèse: l'initiation, la 

promotion et la progression. L'effet du stress oxydatif dans les différentes étapes de la 

cancérogenèse est directement proportionnel au type et à la réactivité des radicaux impliqués. 

L’initiation du cancer par les ROS se manifeste par la présence de modifications oxydatives 

d’ADN dans les tissus cancéreux (Shinohara et al. 2010). Pendant l’étape de la promotion, les 

ROS stimulent l'expansion des clones cellulaires mutés en modulant les gènes impliqués dans 

la prolifération ou la mort cellulaire. Ceci se fait en régulant l'activité de certains facteurs de 

transcription tels que NFkB, Nrf2, HIF, et Tp53 qui contrôlent la croissance cellulaire et 

l'oncogenèse ainsi qu’en induisant des gènes codant pour des protéines qui inhibent l'apoptose 

(Trueba et al. 2004; Trachootham et al. 2008). Le stress oxydatif  peut activer les voies de 

signalisation ERK / MEK et PI3K / AKT ; ce qui pourrait entraîner une inactivation des 

protéines pro-apoptotiques et une régulation positive des gènes anti-apoptotiques (McCubrey 

et al. 2007). De plus, il a été démontré que le radical hydroxyle est capable d'activer certains 

oncogènes, tels que K-ras et C- Raf- 1 (Jackson 1994). Les ROS contribuent également à la 

dernière étape de la cancérogenèse, la progression. A ce stade, la génération de grandes 

quantités de ROS peuvent contribuer à muter ou inhiber des anti-protéases et surexprimer des 

métalloprotéinases matricielles (MMP) (Mori et al. 2004; Shinohara et al. 2010). Des niveaux 

élevés de modifications oxydatives des bases d'ADN  peuvent contribuer à une instabilité 

génétique et à un potentiel métastatique des cellules tumorales (Schmielau et al. 2001). Les 

ROS sont signalés comme étant cruciaux pour le déclenchement de l’angiogenèse qui est un 

évenement crucial dans le processus métastastatique du cancer (Maulik 2002). Finalement, les 

ROS endommagent les composants cellulaires et contribuent ainsi à la transformation 

néoplasique (Khandrika et al. 2009; Wells et al. 2009).  
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 Le mécanisme d'action des RNS dans le cancer  1.3.2.

La plus importante des molécules de signalisation biologique oxydative est le radical 

réactif d’oxyde nitric (NO). A des concentrations élevées et sur des périodes prolongées, il 

devient génotoxique et mutagène. La réaction du NO avec l'oxygène ou avec d'autres radicaux 

libres génère des RNS qui provoquent de multiples effets biologiques (Patel et al. 1999). Le 

NO peut endommager l'ADN par la formation de nitrosamines cancérigènes par la génération 

de RNS et par l'inhibition des mécanismes de réparation des dommages à  l'ADN (Choudhari 

et al. 2013). Il peut ainsi être considéré comme un agent initiateur du cancer. Il peut aussi 

avoir un impact sur d’autres étapes de la cancérogenèse en inhibant l'apoptose, en favorisant 

l'angiogenèse, en modulant les mécanismes de défense de l'hôte et en interagissant avec les 

MMP (Choudhari et al. 2013). Le NO est également impliqué dans la carcinogenèse orale 

(Patel et al. 2008). Les RNS ont été trouvés à des doses élevées dans le sang et les tissus de 

patients atteints du cancer de la bouche  ainsi que dans le sérum de patients ayant un pré-

cancer oral et chez les personnes tabagiques sains (Patel et al. 2009; Korde et al. 2011). Par 

conséquent, le NO peut servir comme un marqueur pour estimer le risque de cancer de la 

bouche. 

 Le régime alimentaire  1.4

Un apport alimentaire déséquilibré, riche en calories et graisses animales et pauvre en 

fibres, en d'autres termes riche en viande rouge et pauvre en fruits et légumes, est un facteur 

qui favorise l'apparition de certains cancers comme le cancer du côlon, de la prostate, de 

l'endomètre et du sein (Weisburger 2002). A l’inverse, un apport riche en fruits et légumes 

semble avoir un effet protecteur anti-cancéreux (Weisburger 2002).  

En effet, un apport élevé en graisse animale est riche en acides gras polyinsaturés qui 

peuvent générer des radicaux libres mutagènes en augmentant le stress oxydatif (Bartsch et al. 

2004), alors que les régimes alimentaires riches en fruits et légumes contiennent des 

antioxydants naturels qui jouent un rôle protecteur anti-cancéreux (IARC et al. 2003; Borek 

2004). Les grillades sont connues comme étant une source de HAP formés à partir de la 

combustion incomplète de la matière organique. Les HAP sont bien connus pour avoir des 

effets sur la famille des enzymes du CYP450, y compris le CYP1A, et pour avoir un effet 

mutagène capable de jouer un rôle dans l’initiation de la cancérogenèse (Elsherbiny et al. 

2011). Il est conseillé de (i) limiter ou éviter les produits laitiers pour limiter les graisses 

saturées et le cholestérol qui s’y trouvent afin de réduire le risque de cancer de la prostate; (ii) 
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d’éviter les viandes cuites en friture et grillées, surtout la viande rouge afin de réduire le 

risque de cancers du côlon, du rectum, du sein, de la prostate, du rein et du pancréas 

(Gonzales et al. 2014).  

De plus, des substances chimiques d’origine naturelle ou artificielle étrangères à 

l’organisme peuvent interférer avec le fonctionnement du système endocrinien. Ces 

substances ont été référencées comme perturbateurs endocriniens (PE) (Schug et al. 2016). De 

nombreux PE sont présents dans nos cuisines tels que les contenants, la vaisselle et les 

aliments eux-mêmes. Les emballages alimentaires, notamment en matière plastique forment 

une source de PE surtout les phtalates qui peuvent migrer dans les aliments lors d’un passage 

au micro-onde et sont classés comme une substance cancérogène (Giulivo et al. 2016). Le PE 

le plus répandu dans le plastique, est le bisphénol A (BPA), un composé connu pour sa grande 

résistance et sa durabilité. Il est présent dans certaines bouilloires, canettes, canalisations d'eau 

potable, boîtes de conserve et vaisselle en plastique. Des études scientifiques suspectent de 

plus en plus l’existence de liens entre le BPA et le cancer du sein de par son activité 

œstrogénique (Giulivo et al. 2016). De plus, certains aliments contiennent eux-mêmes des PE,  

par exemple, les aliments qui contiennent le polychlorobiphényles (PCB) un polluant 

organique industriel fabriqué dans les années 1970 et utilisé comme isolant électrique. Le 

PCB est un polluant persistant qui se dégrade très peu dans l’environnement et qui est classé 

comme un cancérogène probable par l’IARC. Le PCB est retrouvé dans les produits de la 

pêche notamment les poissons gras comme le saumon puisque le PCB se loge surtout dans les 

graisses. Le PCB présent dans le sol est absorbé par les plantes et contamine aussi les 

herbivores (vache, chèvre, volaille…), il se trouve par conséquent dans la viande, le lait et les 

œufs (Grimm et al. 2015). Malgré le fait que les PCB soient interdits dans l’industrie depuis 

1987, leur très grande stabilité explique leur présence encore massive, présentant un facteur de 

risque des cancers du sein qui sont majoritairement des cancers hormono-dépendants, des 

stérilités, des anomalies de croissance et des dérèglements de la fonction immunitaire (Cohn 

et al. 2012; Sweeney et al. 2015). 

 Obésité et sédentarité 1.5

L’obésité et la sédentarité sont également connus pour être des facteurs de risque pour le 

cancer. Ainsi, l'obésité est associée à une incidence accrue de plusieurs types de cancer 

(Rodriguez et al. 2001; Petrelli et al. 2002) à l'exception du lymphome (Willett et al. 2005) et 

des cancers infantiles (Uauy et al. 2005). Neanmoins, il n'a jamais été démontré que le poids 



38 
 

et l'obésité pouvaient être initiateurs du cancer. Ils peuvent cependant, contribuer 

indirectement à une cancérogenèse à travers une accumulation progressive de produits 

chimiques carcinogènes dans le tissu adipeux. Il a été clairement démontré que des 

xénomolécules organiques lipophiles, qui sont en majorité des molécules mutagènes, sont 

capables de modifier l’expression de certains gènes et de favoriser le cancer (Irigaray et al. 

2006). Notamment, le benzo[a]pyrène (B[a]P), les dioxines et les PCB peuvent s'accumuler 

dans les tissus adipeux qui deviendront alors un réservoir pour les xénomolécules lipophiles. 

Celles-ci pourront alors être libérées dans le plasma et ainsi capables d’induire leurs effets 

nocifs de façon continue (Hutcheon et al. 1983; Irigaray et al. 2005). 

La sédentarité affecte l'équilibre énergétique en augmentant les possibilités de surpoids 

et d’obésité qui pourraient, elles-mêmes, augmenter le taux de facteurs inflammatoires connus 

comme des indicateurs de risque du cancer tels que le facteur de nécrose tumorale-α (TNFα), 

l'interleukine-6 (IL6) et la leptine (van Kruijsdijk et al. 2009). De plus, une hypothèse suggère 

qu’une longue période passée en position assise pourrait augmenter le risque du cancer de la 

prostate en influençant les hormones sexuelles qui pourraient affecter la fonction immunitaire 

(Lynch et al. 2011). Enfin, une méta-analyse faite par Dong Shen et al. suggère qu’un 

comportement sédentaire prolongé est associé à une incidence accrue de risque de cancer de 

l'endomètre, du côlon, du sein et des poumons (Shen et al. 2014). 

 Les pesticides 1.6

Les pesticides comprennent principalement les insecticides, les herbicides et les 

fongicides.  

Il a été montré que les insecticides organophosphorés, comme le chlorpyrifos,  qui 

ciblent l’acétylcholinestérase chez les insectes, ont aussi des effets sur le système nerveux de 

l’Homme (Thany et al. 2013). Outre le système nerveux, certains pesticides ont été associés 

au développement de certains cancers en induisant, comme les PE, un stress oxydatif et en 

possédant un effet génotoxique (Thany et al. 2013).  

L’insecticide « Chlorpyrifos » et le fongicide « Captane » sont capables d'augmenter de 

manière significative le risque de cancer du sein post-ménopausé chez les femmes dont les 

maris utilisent ces pesticides, avec un risque plus élevé lorsque leur résidence était proche de 

la zone d'utilisation des pesticides (Ventura et al. 2016). 
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Par ailleurs, en plus de leur capacité à inhiber l’activité de l’acétylcholinestérase dans le 

système nerveux central et périphérique, les chlorpyrifos possèdent une activité androgénique, 

capable de moduler la prolifération des cellules mammaires et ceci en augmentant 

l’expression des récepteurs à la progestérone et en induisant la phosphorylation d’ERK 1/2 

(Ventura et al. 2016). 

Une étude récente faite par João F.S. Silva et al. indique une association positive entre 

le développement du cancer de la prostate et l'exposition aux pesticides et/ou les professions 

agricoles (Silva et al. 2016).  

L’atrazine est présent dans les herbicides de type triazine et est associé à un risque accru 

de cancer de l'ovaire chez les femmes exposées (Del Pup et al. 2016). L'action herbicide de 

l’atrazine sur les follicules ovariens se manifeste par une sécrétion d'œstrogènes longue et 

soutenue qui empêche les follicules d’ovuler en raison du déséquilibre de la balance 

hormonale (Del Pup et al. 2016). Son mécanisme cancérigène le plus probable est son 

interaction avec les récepteurs de ces hormones, induisant des effets agonistes partiels pour les 

œstrogènes et antagonistes pour les androgènes (Thany et al. 2013). De plus, l'atrazine est 

capable d’induire des tumeurs mammaires. En effet, une alimentation supplémentée en 

atrazine conduit à un début précoce et/ou une augmentation de l’incidence des tumeurs 

mammaires par rapport aux témoins (Wetzel et al. 1994). Ces composés peuvent agir comme 

les PE en modifiant la sécrétion de l'hormone lutéinisante (LH) et la prolactine au niveau de  

l'axe hypothalamo-hypophysaire, en augmentant la production d’œstradiol et de progestérone 

et, par conséquent, avoir un effet indirect sur la promotion ou la progression d’une tumeur  

épithéliale ovarienne ou mammaire (Del Pup et al. 2016). Finalement, il a été démontré que 

l’herbicide glyphosate, même à faibles concentrations, possède une activité œstrogénique et 

est capable de modifier l'expression des deux récepteurs œstrogéniques, ERα et ERß 

(Thongprakaisang et al. 2013).  

 La pollution de l’air  1.7

La pollution de l'air représente un important facteur de risque environnemental dans les 

sociétés urbanisées (Munzel et al. 2016). Elle constitue un facteur primaire de stress 

environnemental par rapport à la morbidité et la mortalité cardiovasculaire (Stansfeld 2015). 

L'air urbain contient un mélange complexe de gaz oxydants et de particules de différentes 

tailles et compositions. Un ensemble considérable de preuves suggère que l'exposition aux 

constituants de la pollution de l'air peut endommager les biomolécules des humains et des 
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animaux, ce qui peut provoquer diverses maladies telles que les maladies cardiovasculaires 

traditionnelles, un dysfonctionnement vasculaire, un déséquilibre du système nerveux, une 

légère inflammation et un stress oxydatif qui pourrait aboutir à un cancer (Munzel et al. 

2016). 

Les sources d'émission des particules polluantes de l’air peuvent inclure des processus 

naturels tels que les incendies de forêts, les éruptions volcaniques et l’érosion éolienne des 

sols par le vent. Par ailleurs, les particules polluantes formées artificiellement englobent les 

processus de combustion utilisés pour le chauffage, la production d'énergie, l'industrie et la 

circulation des véhicules. Ces particules représentent un grand problème environnemental et 

sanitaire, en particulier les émissions de particules diesel qui ont été classées récemment 

comme cancérogènes pour l’Homme par l’IARC. 

Aujourd’hui, les préoccupations sanitaires portent sur les particules fines, notamment 

d’origine automobile, pour leur capacité à pénétrer profondément dans les poumons et 

provoquer des effets nocifs. A court terme, l’impact de ces particules sur la santé se manifeste 

par une augmentation d’hospitalisation pour maladies respiratoires, des crises d’asthme, et 

une augmentation de la mortalité liée aux pathologies cardio-respiratoires (Knaapen et al. 

2004). Une exposition chronique à ces particules montre une réduction de l’espérance de vie, 

une augmentation du risque de développer des maladies chroniques cardiovasculaires et 

respiratoires et un risque de développer des cancers (Kasai 1997; Collins 2004).  

Des données obtenues à partir des expériences faites sur des animaux indiquent que des 

expositions aux particules diesel sont associées à la production de ROS et à des dommages 

oxydatifs de l'ADN tels que des niveaux élevés des bases guanines oxydées dans divers tissus 

comme l’épithélium du côlon, le foie et les poumons (Moller et al. 2008). Lors d’une 

exposition chronique, il semble y avoir une modification de l'effet du système de réparation de 

l'ADN, résultant en un taux élevé de réactions d'oxydation dans les tissus; d’où les propriétés 

mutagènes et carcinogènes des particules diesel respirables. Un lien a été établi entre les 

produits d'excrétion urinaire de guanines oxydées et un risque plus élevé de cancer du poumon 

(Moller et al. 2008).  
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2. Les différents mécanismes d’action cancérogènes des polluants 

environnementaux  

Le cancer est l'une des principales maladies causées par des facteurs environnementaux. 

La cancérogenèse est un processus multi-factoriels et multi-étapes. Dans l’environnement, 

l’Homme est exposé aux substances cancérogènes de plusieurs façons soit par voie orale, soit 

par inhalation ou soit par voie cutanée. Ces substances jouent un rôle au niveau des trois 

étapes de la cancérogenèse: l’initiation, la promotion et la progression. 

Les mécanismes d'action des cancérogènes environnementaux peuvent être divisés en 

trois catégories: épigénétique, génotoxique (GTX), et non-génotoxique (NGTX). Les 

altérations épigénétiques, sont des changements héréditaires, sans incidence sur la séquence 

d'ADN, pouvant conduire à des défauts au niveau de la croissance et de la différenciation 

cellulaire (Berger et al. 2009). Les événements GTX peuvent endommager l'ADN par 

interactions directes (Enoch et al. 2010) tandis que les cancérogènes NGTX sont capables de 

provoquer une transformation cellulaire causant de multiples altérations au niveau des voies 

de transduction du signal cellulaire (Oliveira et al. 2007).  

 Les modifications épigénétiques  2.1

L’accumulation des mutations génétiques est considérée comme la principale cause de 

la formation des tumeurs (Hanahan et al. 2011). Cependant, ce paradigme a été élargi et la 

recherche a révélé que l’épigénétique participe également à la cancérogenèse (Feinberg et al. 

2004; Baylin et al. 2011).  

Le terme «épigénétique» se réfère à tous les changements héréditaires dans un 

phénotype cellulaire qui sont indépendants des modifications dans la séquence de l'ADN 

(Berger et al. 2009). Donc, les altérations épigénétiques représentent des mécanismes de 

cancérogenèse non-génotoxiques qui peuvent se produire de manière indépendante ou 

concomitante avec des aberrations génotoxiques. Les altérations épigénétiques sont classées 

en trois types majeurs: la méthylation de l'ADN, la modification des histones et l’expression 

des microRNA (miRNA). Par ailleurs, les modifications épigénétiques peuvent influencer 

directement le potentiel génotoxique d'un produit chimique. Par exemple, des études ont 

montré l’existence d’une liaison préférentielle des produits chimiques aux régions d'ADN qui 

présentent des modifications épigénetiques (Hu et al. 2003; O'Hagan et al. 2011) (Figure 5). 
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Figure 5 : Les mécanismes épigénétiques (Lee et al. 2014) 
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 La méthylation de l’ADN et la cancérogenèse  2.1.1.

Les études les plus importantes faites en recherche sur l’épigénétique liée au cancer 

concerne la méthylation de l'ADN. Plusieurs modifications de la méthylation de l'ADN ont été 

observées dans les cellules cancéreuses, y compris la perte de la méthylation de l'ADN 

(hypométhylation) et l'augmentation de la méthylation de l'ADN (hyperméthylation) (Herceg 

et al. 2013; Pogribny et al. 2013). La méthylation de l'ADN est une addition d’un groupement 

méthyl sur l’extrémité 5’ du dinucléotide cytosine-phosphate-guanine (CpG); par les ADN 

méthyltransférases DNMT3 (DNMT3A et DNMT3B); elle est maintenue pendant la 

réplication de l'ADN par l’ADN méthyltransférase DNMT1 (Chappell et al. 2016). Une 

hypométhylation des îlots CpG des gènes peut aussi se produire. Elle est généralement 

associée à l’activation de certaines gènes oncogéniques et ainsi favoriser la cancérogenèse. En 

effet, une corrélation entre l’augmentation de l'expression des gènes et la fréquence des 

régions hypométhylés a été mise en évidence (Garzon et al. 2009; Hovestadt et al. 2014).  

Des altérations de méthylation au niveau des promoteurs des îlots CpG est retrouvée 

dans divers cancers (Feinberg et al. 2004; Dawson et al. 2012; Sandoval et al. 2012). La 

méthylation de ces îlots dans les promoteurs de gènes joue un rôle important dans la 

régulation de la transcription de ces derniers. En effet, des études ont montré que 

l’hyperméthylation des îlots CpG des promoteurs aboutit généralement à l’inhibition de 

l’expression des gènes fonctionnels, tels que RB, BRCA1 / 2, PTEN, MGMT, CDKN2B, P16, 

RASSF1A, MLH1, GSTP1, APC, et E-cadhérine (Feinberg et al. 2004; Baylin et al. 2011; 

Sincic et al. 2011). Ces gènes sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, de la 

réparation de l'ADN, des voies de signalisation, de la stabilité génomique et de l'adhésion 

cellulaire. L’altération de l'expression de ces gènes favorise le développement et la 

progression du cancer. Le séquençage des tumeurs de cerveau (medulloblastome) indique un 

niveau faible d’îlots CpG non-méthylés comparé aux tissus normaux (Hovestadt et al. 2014). 

En plus de la méthylation des promoteurs de gènes, une méthylation à l’intérieur de la 

séquence du gène peut également affecter l'expression de ce gène et a été démontrée comme 

impliquée dans la cancérogenèse (Kulis et al. 2012).  

Les relations entre la méthylation de l'ADN et les molécules environnementales PAH 

(Polyciclic Aromatic Hydrocarbon) ont été fréquemment étudiées in vivo et in vitro. In vivo, 

une exposition aux PAH induit une hyperméthylation des sites CpG du gène suppresseur de 

tumeur p16(INK4α) (Yang et al. 2012). Une étude a démontré qu’une exposition des 
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embryons pendant la grossesse aux PAH ainsi qu’une exposition de lignées cancéreuses de 

poumon à un traitement au B[a]P, qui appartient à la famille PAH, augmente 

l’hyperméthylation du promoteur du gène de l’IFNγ (Interferon gamma) qui est impliqué dans 

l’activation des macrophages; et ensuite réduit son expression respectivement in vivo et in 

vitro (Tang et al. 2012).In vitro des cellules épithéliales bronchiques humaines traitées avec 

du B[a]P ont montré des altérations de méthylation de l'ADN, y compris des hypométhylation 

et hyperméthylation résultant en des altérations au niveau de l’expression des gènes (Damiani 

et al. 2008; Liu et al. 2010; Huang et al. 2014). De plus, des cellules cancéreuses mammaires, 

exposées au B[a]P in vitro, montrent également des perturbations au niveau de la méthylation 

de l'ADN (Sadikovic et al. 2007).  

Les modifications de la méthylation de l'ADN peuvent être utilisées en tant que 

biomarqueur d'exposition aux facteurs environnementaux. Les cancérogènes 

environnementaux peuvent induire une "signature épigénétique" caractéristique dans le 

génome (Herceg et al. 2011). Par exemple, des modifications de la méthylation de l'ADN 

peuvent être observées dans des cellules cultivées après traitement aux agents cancérogènes à 

faible dose tels que les PAH (Herceg et al. 2011). La méthylation de l'ADN est considérée 

comme un biomarqueur d’une exposition au fumée de tabac à long terme (Belinsky et al. 

2007; Shenker et al. 2013). A ce jour, le mécanisme par lequel les cancérogènes 

environnementaux induisent une hypér ou hypométhylation spécifique d’un gène reste 

largement inconnu. 

 La modification des histones et la cancérogenèse  2.1.2.

Au niveau génomique, une dérégulation de la chromatine est associée à l'apparition et à 

la progression d’un cancer. Les octamères d’histones forment avec l'ADN les nucléosomes, 

qui forment l’unité de base de la chromatine. Les modifications post-traductionnelles (MPT) 

des histones impliquent la méthylation de l'arginine, l’acétylation, l’ubiquitination, et la 

sumoylation des résidus d’acides aminés spécifiques au niveau des «tails» des histones  Ces 

modifications sont controlées par des enzymes spécifiques telles que les histones 

acétyltransférase (HAT), les histones méthyltransférase (HMTS) et les kinases histones qui 

sont respectivement responsables d’ajouter les groupes acétyle, méthyle et phosphoryle sur les 

histones (Weber et al. 2014). Les histones désacétylases (HDAC), les histones déméthylases 

(HDMS) et les histones phosphatases retirent respectivement les groupe acétyle, méthyle et 

phosphoryle (Torres et al. 2015).Ces MPT peuvent également inhiber ou faciliter la liaison de 
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divers protéines-non-histones à la chromatine (Figure 6) (Kouzarides 2007; Ahuja et al. 

2016).  

Les MPT des histones semblent jouer un rôle dans la différenciation, la prolifération et 

l'apoptose.  L'acétylation des histones par l’HAT affaiblit l’interaction entre les histones et 

l’ADN, rendant la chromatine accessible aux enzymes, et provoquant l'activation de la 

transcription des gènes concernés (Witt et al. 2009). Au contraire, la méthylation des histones 

par l’HMTS peut conduire à l'activation ou à la répression de la transcription en fonction du 

nombre de groupes méthyles ajoutés et de la position du résidu de lysine modifié (Witt et al. 

2009). Les HDAC, en éliminant les groupes acétyles des histones inhibent l’expression des 

gènes concernés (Witt et al. 2009).  Dans le contexte du cancer, des mutations ont été trouvées 

surtout dans les gènes codant pour les HMTS, les HDMS et les HAT (Garraway et al. 2013). 

Les HDAC semblent être surexprimées dans le cancer de la prostate (Burdelski et al. 2015) et 

le cancer du sein (Shan et al. 2017). Des traitements anti-HDAC, en cours de développement, 

visent à contrer l’inhibition de certains gènes suppresseurs de tumeur, qui permettront de 

favoriser l'apoptose et l’arrêt de la croissance cellulaire. In vitro, le traitement des cellules du 

médulloblastome et des cellules leucémiques par un inhibiteur HDAC induit respectivement 

la mort cellulaire (Yuan et al. 2017) et l’apoptose (Yuan et al. 2017). 

Les MPT jouent un rôle important dans la toxicité des cancérogènes en influençant 

l’activité transcriptionnelle (Venkatesh et al. 2015) et les mécanismes de réparation de l’ADN 

(O'Hagan 2014; Waters et al. 2015).  

 L’expression des microRNA et la cancérogenèse 2.1.3.

Les miRNA sont des courtes séquences d’ARN non-traduites qui régulent l'expression 

des gènes en se liant à différentes régions de l’ARNm en induisant sa dégradation ou en 

bloquant sa traduction (Garzon et al. 2006). Certains miRNA peuvent affecter directement 

l'expression d’un gène au niveau transcriptionnel. En effet, ils peuvent se lier aux régions 

promotrices et ainsi moduler directement leur transcription. De plus certains miRNA ont 

également la capacité de réguler l'expression des gènes par l'induction de l'activité de l'ARN 

polymérase. Enfin des miRNA sont capables de recruter d'autres modificateurs de la 

chromatine entraînant ainsi l’inhibition transcriptionnelle des gènes (Iorio et al. 2010; Fabbri 

et al. 2013; Malumbres 2013). Cependant, les miRNA ne font pas seulement partie des 

mécanismes épigénétiques, mais peuvent également être modifiés épigénétiquement par la 

méthylation de l'ADN et la modification des histones comme tout autre gène codant pour une
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Figure 6 : Les modifications des histones et la transcription des gènes (Duygu et al. 2013) 
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protéine (Piletic et al. 2016). L’hyper et l’hypométhylation des promoteurs des miRNA est 

liée à de nombreux états pathologiques tels que les maladies neurodégénératives, 

cardiovasculaires, auto-immunes et le cancer (Piletic et al. 2016). Une hyperméthylation des 

promoteurs des îlots CpG peut déréguler l'expression des miRNA suppresseurs de tumeurs et 

contribuer à la cancérogenèse (Lopez-Serra et al. 2012; Baer et al. 2013). Par ailleurs, 

l’expression des miRNA est également régulée par la modification des histones, telles que la 

méthylation des histones et la surexpression des HDAC, qui peuvent activer ou réprimer 

l'expression des miRNA (Malumbres 2013). Par conséquent, il existe un lien fort entre 

l’épigénome et le miRNome; et toute dérégulation de ce système peut aboutir à différentes 

conditions pathologiques, surtout le cancer (Iorio et al. 2010).  

Les miRNA sont impliqués dans de nombreux cancers humains tels que le lymphome 

(Kluiver et al. 2005), le cancer de poumon (Osada et al. 2011) et le cancer du pancréas (Ryu 

et al. 2010). Une exposition aux carcinogènes environnementaux tels que le B[a]P, les 

composés N-Nitroso et l’aflatoxine induit des changements au niveau de l'expression des 

miRNA (Pogribny et al. 2016). Par ailleurs, certains miRNA sont connus pour jouer un rôle 

dans l’inhibition de l’apoptose, la prolifération cellulaire et le mouvement cellulaire suggérant 

leur possible inhibition dans des thérapies anticancéreuses (Kala et al. 2013).  

 Les mécanismes génotoxiques (GTX)  2.2

 Les types et le mode d’action des molécules environnementales 2.2.1.

génotoxiques 

Le terme "génotoxique" se réfère à un agent qui induit des dommages à l'ADN ou à une 

mutation ou bien les deux (Sciences 1973). 

Il existe deux types de génotoxicité: la génotoxicité primaire et la génotoxicité 

secondaire (Donaldson et al. 2010). 

Génotoxicité primaire: c’est lorsque l'événement génotoxique se passe dans la 

cellule cible soit directement soit indirectement. La génotoxicité primaire directe 

peut être soit induite par la liaison de la molécule à l'ADN soit par la génération 

directe des ROS par la molécule induisant des lésions de l'ADN. En revanche, la 

génotoxicité primaire indirecte impacte de manière indirecte l'ADN via les 

interactions entre la molécule génotoxique et les protéines impliquées dans la 
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progression du cycle cellulaire, la réparation de l'ADN, la réplication et la 

ségrégation des chromosomes. 

Génotoxicité secondaire: c’est lorsque la génotoxicité est une conséquence d'un 

événement « off-target ». Par exemple, l'exposition à certaines molécules peut 

conduire à une réponse inflammatoire; ainsi l'activation des cellules phagocytaires 

conduit à la production des ROS qui peuvent induire des effets génotoxiques dans les 

cellules voisines. 

 Les dommages à l’ADN 2.2.1.1

Pendant des décennies, les dommages à l'ADN ont été considérés comme le pire 

événement susceptible d’induire le processus multi-étapes de la cancérogenèse. Les 

dommages à l'ADN, contrairement à la mutation, ne modifient pas la séquence linéaire des 

nucléotides ou des bases de l'ADN.  

Les différentes formes de dommages à l'ADN causées par divers facteurs 

environnementaux, comme les radiations et les produits chimiques exogènes ou endogènes 

(exemple, la production du formaldéhyde et d’acétaldéhyde dans le corps) comprennent 

(Smith et al. 2016):  

des adduits à l'ADN : une molécule qui se lie de manière covalente à l'ADN 

des ruptures de l'ADN : rupture au niveau des liaisons phosphodiesters  

des cassures simple brin   

des cassures double brin   

des sites apuriniques/apyrimidiniques (sites AP): où la base purine ou pyrimidine est 

manquante 

des adduits volumineux : de gros groupes chimiques liés de manière covalente à des 

bases de l'ADN  

des liaisons transversales intra-brin : comme la dimérisation des pyrimidines 

adjacentes 

des liaisons transversales inter-brin : liaisons covalentes entre les deux brins de la 

double-hélice  

des liaisons covalentes entre l'ADN et les protéines 
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Les mutagènes environnementaux affectent le génome en formant les dommages à 

l'ADN par diverses réactions chimiques (Liu et al. 2016): 

L’alkylation: des agents d'alkylation conduisent à la formation de l’adduit «N2–

alkylG» (N2-alkyl guanine) 

L’oxydation: des agents oxydants peuvent produire la lésion «8-oxoG» (8-oxo-7,8-

dihydroguanine) résultante de l'oxydation de l'atome C8 de G pour former un groupe 

hydroxyle. Cette lésion est considérée comme un biomarqueur du dommage oxydatif 

sur l'ADN et des niveaux élevés de 8-oxoG ont été trouvés dans les urines des 

personnes ayant divers cancers malins (cancer de la tête et du cou, du sein, du côlon, 

du poumon, de l'utérus, de l'ovaire, du testicule, de la prostate, et le cancer gastro-

intestinal) comparées aux personnes saines (Roszkowski et al. 2011). 

L’amination: des agents mutagènes conduisent à l’amination de l’atome C8 de la 

guanine et forment des adduits tels que les modèles 2-aminofluorène (AF-dG) et 

Nacetyl-2- aminofluorène (AAF-dG). 

La coordination: des molécules qui peuvent former des «crosslinks» en coordonnant 

des liaisons ADN-ADN intra-brin et inter-brin. 

La photo-addition: un rayonnement UV entraîne la formation des photoproduits tels 

que les dimères CPD (cyclobutane pyrimidine dimer) par la cycloaddition des 

doubles liaisons C5-C6 des bases de pyrimidine adjacentes. 

L’hydrolyse: une enzyme ou des agents chimiques ou une réaction spontanée sont 

capables d’induire l'hydrolyse de la liaison N-glycosyle qui  forme des sites AP  qui 

entraine par conséquent la perte de l’information génétique. 

Ces différentes réactions qui endommagent l'ADN conduisent à des mutations pendant 

la réplication de l'ADN suite à une modification des oncogènes et des gènes suppresseurs de 

tumeurs favorisant ainsi l’apparition des cancers (Liu et al. 2016). 

 Les mutations au niveau de l’ADN  2.2.1.2

Une mutation est un changement dans la séquence de l'ADN. Les mutations peuvent 

être classées en trois groupes en fonction de leur emplacement ou de leur implication dans le 

génome (Smith et al. 2016). 
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Les mutations ponctuelles sont des changements dans la séquence nucléotidique au 

sein d’un même gène. Par exemple, des substitutions de bases, et de petites 

délétions/duplications. 

Les mutations chromosomiques sont des changements dans la séquence 

nucléotidique qui peuvent toucher plusieurs gènes. Par exemple, des aberrations 

chromosomiques, des translocations, des délétions importantes, des duplications, des 

insertions, des inversions ou la formation des micronoyaux en raison des cassures 

chromosomiques. 

Les mutations génomiques impliquent la duplication ou la suppression de séquences 

de nucléotides d'un chromosome entier dont un exemple est l’aneuploïdie ou la 

formation de micronoyaux qui contiennent un centromère. 

 Les mécanismes GTX et la cancérogenèse 2.2.2.

Les cellules cancéreuses acquièrent leurs caractéristiques à différents moments au cours 

du développement tumoral. Il est de plus en plus reconnu que les variations phénotypiques 

sous-jacentes d’un cancer résultent d’une interaction chronique entre de nombreux facteurs 

environnementaux et facteurs génétiques (Thomas 2010). Des variations au niveau des 

séquences de gènes spécifiques (polymorphismes) peut prédisposer un individu à développer 

plusieurs maladies notamment le cancer (Ravegnini et al. 2015). La génotoxicité, qui présente 

une caractéristique-clé de la cancérogenèse, favorise les modifications au niveau des 

chromosomes qui peuvent être de nature structurelle (y compris des translocations, délétions, 

insertions, inversions, micro-noyaux, et changements dans la longueur des télomères) ou 

numérique c’est-à-dire en nombres de copies chromosomiques comme dans le cas de 

l'aneuploïdie et polyploïdie (IAEA 2011). Ces deux aberrations sont souvent observées dans 

les cancers. Le développement des cancers peut être médié génétiquement par l’altération des 

oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur qui régulent des processus telles que la 

prolifération cellulaire, la mort cellulaire, la différenciation cellulaire et la stabilité 

génomique. La plupart des oncogènes résultent des proto-oncogènes qui sont des gènes 

fonctionnels normaux. Quand un proto-oncogène subit une mutation au niveau de sa séquence 

d'ADN entrainant une augmentation de son expression, il devient  alors oncogénique 

(Anderson et al. 1992). Ce processus est appelé activation d’un oncogène. Des exemples de 

proto-oncogènes comprennent le gène RAS régulant la signalisation de la prolifération 

cellulaire, et le gène MYC, un gène codant pour un facteur de transcription (Jang et al. 2006). 
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D'autre part, les gènes suppresseurs de tumeur sont des gènes normaux qui inhibent la 

croissance cellulaire, arrêtent la division cellulaire et induisent la réparation de l'ADN ou 

l'apoptose lorsque l'ADN d'une cellule est endommagée. Lorsque des mutations existent dans 

les gènes suppresseurs de tumeur, les cellules échappent au système de contrôle, ce qui peut 

conduire à un cancer (Robinson 1993). Les gènes suppresseurs de tumeur comprennent, par 

exemple, les gènes de réparation de l'ADN, les gènes BRCA1 et BRCA2 et le gène TP53 qui 

est muté dans la plupart des cancers humains (Hollstein et al. 1991). De plus, une activation 

d'oncogènes associée à une inactivation des gènes suppresseurs de tumeur favorise la 

cancérogenèse (Munoz et al. 2013). Les cancérogènes environnementaux considérés comme 

GTX agissent comme des électrophiles suite à leur métabolisation et peuvent se lier de 

manière covalente à l'ADN initiant ainsi des dommages à l'ADN et des anomalies 

chromosomiques (Neumann 1986; Williams 2001). Les substances cancérogènes GTX 

peuvent être considérées comme des initiateurs de tumeurs. Par exemple, le B[a]P est capable 

de former des adduits B[a]P-ADN ou encore de causer des dommages à l'ADN via les ROS 

ou via les métabolites produits pendant le métabolisme du B[a]P (Hassan et al. 2011). 

En conclusion, la génotoxicité des molécules environnementales a été démontrée 

pour induire une instabilité génomique à travers les mutations et les dommages à l’ADN qui 

modifient le rapport oncogène/gènes suppresseur de tumeur et favoriser la cancérogenèse.  

 Classification des molécules génotoxiques induisant un cancer  2.2.3.

Une grande variété de molécules génotoxiques environnementales ont été démontrées 

capables d'induire des cancers chez les animaux de laboratoire après des expositions 

prolongées (Belpomme et al. 2007). Ces molécules peuvent agir soit comme initiateur  

capables de provoquer des changements dans l'ADN et initier la cancérogenèse; soit comme 

promoteur capable d’augmenter l'expansion clonale des cellules initiées; soit comme un 

carcinogène complet capable d’induire un cancer sans la participation d'un agent 

supplémentaire puisqu’il fonctionne comme un initiateur et promoteur simultanément (Liu et 

al. 2016). 

Nous pouvons classer ces molécules en 6 classes (Tableau 1): 

Les composés N-Nitroso: Les nitrates sont présents dans la fumée de tabac et les 

aliments conservés, ils sont intensivement utilisés dans l’agriculture ; ainsi ils 

peuvent contaminer l’eau potable et la nourriture. Ils ne sont pas intrinsèquement 

cancérogène, mais peuvent être transformés par la microflore bactérienne de 
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l'appareil digestif en nitrites, alors que les nitrites peuvent encore être transformés 

par nitrosation en des composés N-Nitroso telles que les alkyl-nitrosamines et les 

nitrosamides (Tannenbaum et al. 1980; Ward et al. 2005). Les nitrites, les alkyl-

nitrosamines et les nitrosamides sont des molécules très mutagènes. 

Les amines hétérocycliques (HCA): Les viandes rouges, cuites à haute température 

et pendant de longues périodes, ont tendance à promouvoir plusieurs composés 

cancérigènes tels que les HCA. Un certain nombre de systèmes de dosage ont montré 

que les HCA sont de puissants agents mutagènes (Sugimura et al. 2004). 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (PAH): Les PAH sont générés 

pendant la cuisson de la viande, la torréfaction, et la combustion des substances 

organiques; ainsi ils se trouvent dans la fumée de tabac, la fumée des usines, les 

incinérateurs d'émission de déchets et les échappements des véhicules. Ils sont 

classés comme des agents mutagènes (Humans et al. 1989).   

L’additif alimentaire bromate de potassium (KBrO3): c’est un composé chimique 

inorganique utilisé comme adjuvant de la farine et qui est largement utilisé comme 

additif alimentaire dans le processus de fabrication du pain. C’est un oxydant 

puissant (Kurokawa et al. 1990; Wei et al. 2009).  

Les biphényls polychlorés (PCB): sont une classe de cancérogènes de type dioxine, 

qui sont formés comme sous-produits industriels et connue sous le nom de 

contaminants environnementaux à grande échelle (Tehrani et al. 2014). 

Les composés d’origine naturelle: produits par les bactéries ou bien trouvés dans la 

nature et possédant des propriétés mutagènes, comme par exemple l’aflatoxine et 

l’asbestose (Sichletidis et al. 2006; 2015). 
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 Les mécanismes non-génotoxiques 2.3

 Les perturbateurs endocriniens 2.3.1.

Le système endocrinien joue un rôle central chez tous les vertébrés et régule des 

fonctions biologiques critiques telles que le métabolisme, le développement, la reproduction 

et le comportement (WHO 2012). Selon la définition adoptée par l'Union Européenne, les 

perturbateurs endocriniens (PE) sont des produits chimiques exogènes d’origine naturelle ou 

artificielle qui peuvent interférer avec l'action des hormones. Ainsi, ils peuvent affecter la 

synthèse des hormones naturelles, leur libération et/ou leur transport. Ces substances sont 

fréquemment lipophiles et certaines s’accumulent dans les tissus adipeux (Commission 1996). 

Dans les tissus cibles, les PE peuvent réduire ou augmenter les effets des hormones naturelles 

sur leurs récepteurs et/ou ils peuvent changer les cascades de signalisation. Par conséquent, ils 

peuvent perturber le développement normal mammaire et celui des organes génitaux féminins 

ainsi que leurs fonctions et peuvent induire la carcinogenèse, en particulier lorsque 

l'exposition se produit en début de vie (Zoeller et al. 2012). Une exposition chronique aux PE 

peut modifier de façon permanente  la signalisation physiologique de l'hormone, et provoquer 

des modifications épigénétiques et génétiques dans les cellules souches conduisant à 

l’apparition d’un cancer (Burgio et al. 2015; Patterson et al. 2015).  

 Les sources et la durée d’exposition aux perturbateurs endocriniens 2.3.1.1

L'exposition aux PE commence in utero et se produit tout au long de la vie, car ces 

produits chimiques sont présents dans une grande variété de produits quotidiens comme : 

l’eau, l’air, la poussière, la nourriture, les retardateurs de flamme, les bouteilles en plastique, 

les boîtes d’aliments en métal, les détergents, les jouets, la crème solaire, les papiers 

thermiques, les cosmétiques et les pesticides (Colborn et al. 1993; Harvey et al. 2004; Guo et 

al. 2014; Juhasz et al. 2014; Maipas et al. 2015).  

Il est bien connu que l'exposition des tissus ou des organes à un environnement 

défavorable ou à un stimulus comme les PE pendant des périodes critiques du développement, 

peut augmenter la sensibilité à de nombreuses maladies à l’âge adulte telles que les maladies 

cardiovasculaires, l'obésité et le cancer (Jirtle et al. 2007; Barker et al. 2012). 

En outre, les PE sont des composés pseudo-persistants présents dans l'environnement à 

des niveaux très bas; cependant, ces faibles concentrations sont suffisantes pour causer des 

effets indésirables conduisant à une variété de problèmes de santé, tels que des troubles de la 
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reproduction, des troubles du développement, et le cancer chez les femmes et les hommes 

(Abaci et al. 2009; Nohynek et al. 2013). Finalement, les PE contribuent à la progression de 

certains troubles métaboliques comprenant l’obésité, qui favorise l’apparition d’un cancer, le 

diabète et l'endométriose (Diamanti-Kandarakis et al. 2009; Legler et al. 2015). 

 Le mode d’action des perturbateurs endocriniens 2.3.1.2

Il existe deux modes d’action pour les PE (Schug et al. 2016): 

o L’action directe, en interagissant avec les récepteurs cellulaires : 

Soit en imitant l’action d’hormones naturelles en se fixant sur le récepteur cellulaire 

de la molécule endogène (par exemple les œstrogènes sur le ER), d’où l’effet 

agoniste. 

Soit en empêchant l’action des hormones naturelles en bloquant les récepteurs 

cellulaires, d’où  l’effet antagoniste. 

o L’action indirecte en modifiant la production, le transport, la diffusion, le 

stockage, et l’élimination des hormones naturelles. 

Ces mécanismes d’action entraînent des signaux hormonaux anormaux qui peuvent 

augmenter ou inhiber le fonctionnement endocrinien normal des organes cibles des PE 

(Figure 7). 
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Figure 8 : Les systèmes endocriniens cibles des PE, la signalisation endocrine 
normale, l’action agoniste et antagoniste des PE (Schug et al. 2016). 
Figure 7 : Les systèmes endocriniens cibles des PE, la signalisation endocrine 
normale, l’action agoniste et antagoniste des PE (Schug et al. 2016). 
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 Les grands groupes de perturbateurs endocriniens environnementaux  2.3.1.3

Nous pouvons classer les PE trouvés dans notre environnement en 5 groupes 

principaux: 

o Les produits industriels solvants : Les organochlorés sont des molécules qui 

résultent soit de la combustion des matières organiques en contact avec du chlore soit 

d’une synthèse industrielle chimique. Par exemple, nous pouvons citer les dioxines, 

qui peuvent être produites à partir de l'incinération des matières plastiques halogènes 

[tels que le PVC (Polychlorure de vinyle)], ainsi que les Biphényles polychlorés 

(PCB),une famille de 209 composés organiques chlorés produits par l'industrie 

chimique utilisés dans les transformateurs électriques et dans les retardateurs de 

flamme (Belpomme et al. 2007). Des études ont clairement montré que ces 

molécules sont des perturbateurs endocriniens, qui peuvent interférer avec le 

processus du développement in utero et peuvent causer un cancer par leur effet 

promoteur ou carcinogène (Stohs 1990; Schiestl et al. 1997; Amaral Mendes 2002; 

Mandal 2005). En outre, il a été démontré que les PCB et les dioxines sont des 

agents mutagènes (Giri 1986; Schiestl et al. 1997). En 1997, l’IARC a inscrit le 2-3-

7-8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) comme un cancérigène chez l'Homme. 

o Les phyto-œstrogènes: certaines plantes contiennent naturellement des 

hormones; une fois dans le corps humain, les phyto-œstrogènes imitent l’activité des 

œstrogènes. Ils sont considérés comme des xéno-œstrogènes. Leurs structures et 

actions sont similaires aux œstrogènes des mammifères (Wise et al. 2011). Quatre 

classes de phyto-œstrogènes existent: les isoflavonoïdes, les lignanes, les stilbènes et 

les coumestans (Cornwell et al. 2004).  

o Les pesticides: La plupart d'entre eux ont une structure moléculaire proche des 

œstrogènes (Repetto et al. 1997; Hayes et al. 2006) . Dans cette catégorie,  on peut 

citer les produits phytosanitaires comme les DDT / DDE / DDD 

(dichlorodiphényltrichloroéthane / dichlorodiphényldichloroéthane / 

dichlorodiphenyldichloroethylene) qui sont des produits organochlorés utilisés 

comme insecticides,  fongicides,  herbicides (McKinlay et al. 2008).  
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Les plastifiants et les plastiques: Parmi les plastifiants, on peut citer les phtalates 

qui sont produits dans l’industrie du plastique et utilisés pour apporter la flexibilité et 

l’élasticité au PVC; ils sont également utilisés dans des produits cosmétiques, 

pharmaceutiques et adhésifs (Sathyanarayana 2008). Le bisphénol A (BPA) est un 

composé chimique organique issu d’une réaction phénol/acétone, très utilisé dans 

l'industrie du plastique soit pour la polymérisation du plastique de type 

polycarbonate (plastiques durs et résistants), soit dans les résines époxy (revêtement 

de boîtes de conserve et canettes) (Erler et al. 2010).  

Les produits pharmaceutiques, les produits de soins et les hormones de 

synthèse: La plupart des produits cosmétiques et produits de soins, ainsi que 

nombreux parfums sont constitutés de phtalates DEP (Diethyl phthalate) et DBP 

(Dibutyl phtalate) qui sont utilisés comme plastifiants (Sathyanarayana 2008). En 

plus, les DEP et DBP, sont utilisés dans les enrobages pharmaceutiques, ce qui 

permet une libération des  molécules ? lors de l’administration de médicaments 

(Hauser et al. 2004). Les hormones de synthèse sont produites spécifiquement pour 

agir sur le système endocrinien et le moduler comme les contraceptifs oraux et les 

traitements hormonaux substitutifs (Caldarola et al. 2010). 

Les PE les plus communs trouvés dans l’environnement, leurs sources et les maladies 

développées suite à leur exposition sont présents dans le Tableau 2. 
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 Les perturbateurs endocriniens et la cancérogenèse  2.3.1.4

Le cancer du sein et le cancer de la prostate sont des cancers favorisés par les PE 

(Diamanti-Kandarakis et al. 2009). 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes. Les hormones régulent 

la croissance et la fonction de la glande mammaire. Les PE modifient ces voies 

endocriniennes surtout quand ils agissent pendant des périodes vulnérables, telles que 

l'embryogenèse ou pendant la maturation du sein, ou bien la période de la puberté jusqu’à la 

première grossesse (Hilakivi-Clarke et al. 2013). Les PE sont capables de déréguler la 

signalisation des hormones et la fonction des cellules par le biais de multiples mécanismes 

moléculaires, cellulaires et biochimiques (Reaves et al. 2015). En 2015, Patterson AR et al 

ont démontré qu’une exposition chronique (traitement de 50 nM de PE sur plus de 70 

passages cellulaires) de la lignée cellulaire mammaire œstrogène-dépendante MCF7 aux BPA 

ou GEN (Genistein) peut modifier de façon permanente la signalisation physiologique du ER 

en reprogrammant l'expression des gènes activés par l’œstrogène (Patterson et al. 2015). Ci-

dessous des exemples de certains PE ayant des effets cancérigènes: 

Les dioxines: À ce jour, les dioxines sont les PE ayant la plus grande incidence sur le 

cancer du sein chez les humains exposés (Brody et al. 2007). Les dioxines agissent par 

l'intermédiaire du récepteur Aryl hydrocarbone (AhR), qui est un facteur de transcription 

nucléaire activé par un ligand, et un médiateur intracellulaire des voies de signalisation des 

xénobiotiques (Denison et al. 2002). Les dioxines agissent comme un promoteur de tumeur en  

induisant la transcription des enzymes CYP450 à travers l’AhR subissant un stress oxydatif en 

altérant les voies de signalisation de l’apoptose Akt et ERK (Wu et al. 2004; Knerr et al. 

2006; Chen et al. 2014). Les dioxines chez les femmes agissent comme des PE anti-

œstrogéniques, puisque l'activation d’AhR conduit à une réduction de l'activité 

transcriptionnelle des ER qui est plus prononcée sur ERß que sur ERα (Brody et al, 2007). La 

dioxine agit directement sur la différentiation du tissu mammaire en montrant un risque accru 

de cancer du sein, en liaison avec certains polymorphismes génétiques impliqués dans la 

cancérogenèse et le métabolisme des hormones stéroïdes (Brody et al, 2007). 

Les phtalates: Des données épidémiologiques suggèrent que le risque de cancer du sein 

augmente après l'exposition aux phtalates présents dans l'environnement.  En 2010, López- 

Carrillo et al suggèrent pour la première fois que les concentrations urinaires de certains 

métabolites de phtalates, notamment le phtalate de monoéthyle (MEP), qui est le principal 
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métabolite du DEP, sont significativement associées à une incidence accrue de cancer du sein. 

Les phtalates exercent une activité oestrogénique sur les récepteurs stéroïdiens et ainsi 

augmente l’incidence du cancer du sein (Lopez-Carrillo et al. 2010). Une étude faite en 2014 

démontre que, même à une concentration très faible, le phtalate de benzyle et de butyle 

(BBP), le DBP et le phtalate de Di-2-éthylhexyle (DEHP) sont capables d'induire un effet 

prolifératif par la voie de signalisation PI3K / AKT qui joue un rôle-clé dans l’homéostasie 

cellulaire, en régulant  le cycle cellulaire, la croissance cellulaire et l’apoptose (Chen et al. 

2014).  

Les bisphénols: L'exposition au BPA augmente la prolifération cellulaire des cellules 

cancéreuses du sein et de la prostate, et le stress oxydatif (Wetherill et al. 2007). Des  

concentrations élevées de BPA sérique chez les femmes ménopausées ont été retrouvées en 

corrélation avec la densité mammographique du tissu mammaire (Sprague et al. 2013). Il est 

également suggéré que l'exposition professionnelle au BPA augmente l'incidence du cancer 

du sein (DeMatteo et al. 2012). Le BPA peut être l'un des facteurs qui contribuent au 

développement du cancer de la prostate (Tarapore et al. 2014). En effet en 2014, Tarapore et 

al ont montré que les hommes atteints d'un cancer de la prostate présentent des concentrations 

beaucoup plus élevées de BPA urinaire par rapport au groupe témoin. D’autres études 

suggèrent que l'exposition au BPA pendant la gestation induit des altérations morphologiques 

dans le stroma et dans l'épithélium de la glande mammaire du fœtus et des lésions 

prénéoplasiques et néoplasiques dans la glande mammaire chez le rat adulte (Dhimolea et al. 

2014; Paulose et al. 2015).  

Les parabènes: Il existe également de nombreuses données relatives à l'apparition du 

cancer du sein après une exposition aux parabènes. Depuis la première détection de parabènes 

dans le tissu de tumeur mammaire humaine en 2004, une étude plus récente a montré leur 

omniprésence dans toutes les régions du sein humain (Darbre et al. 2004; Barr et al. 2012). Il 

a clairement été démontré que les parabènes peuvent stimuler la croissance des cellules 

cancéreuses du sein humain par leurs propriétés œstrogéniques (Byford et al. 2002; Darbre et 

al. 2002; Darbre et al. 2003). Ils agissent principalement par un mécanisme médiée par l’ER 

(Macon et al. 2013). Bien que les parabènes soient appelés «weak-estrogens» à cause de leur 

faible affinité de liaison à l'ER, le niveau de réponse des cellules cancéreuses du sein humain 

in vitro à la prolifération traitées avec des parabènes peut être le même que celui obtenu avec 

le 17β-œstradiol, lorsque des concentrations suffisantes sont utilisées (Charles et al. 2009).  
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En 2014, Wrobel et al  ont  été les premiers à démontrer que les parabènes peuvent 

induire un phénotype transformé in vitro dans les cellules épithéliales mammaires humaines 

(MCF-10A) (Wrobel et al. 2014; Wrobel et al. 2014). Une autre étude a révélé que 

l'exposition à long terme (20 semaines) aux parabènes peut augmenter les propriétés 

migratoires et invasives des cellules de cancer du sein humain in vitro (Khanna et al. 2014).  

 Les PE, progression tumorale et métastases dans le cancer du sein 2.3.1.4.1

Les PE sont impliqués dans les métastases des cancers hormonaux-dépendants (Lee et 

al. 2013; Chen et al. 2015; In et al. 2015). Une métastase survient lorsque les jonctions 

intercellulaires se dissocient dans un site de tumeur primaire, les cellules passent alors dans le 

système sanguin ou lymphatique, et migrent vers un site secondaire (Gupta et al. 2006; Wen 

et al. 2011). Le processus qui est étroitement associé à la transformation maligne et à 

l'initiation des métastases cancéreuses est le processus de transition épithelio-

mésenchymateuse EMT (Epithelial Mesenchymal Transition) (Thiery et al. 2009; Chaffer et 

al. 2011). L'EMT est un processus biologique au cours duquel les cellules épithéliales perdent 

leur polarité cellulaire et leur jonction cellule-cellule et acquièrent des caractéristiques 

invasives et migratoires pour devenir des cellules mésenchymateuses (Lamouille et al. 2014).  

Le processus de l’EMT est associé à la répression de l’expression de L’E-Cadhérine, 

qui est un marqueur des cellules épithéliales. Cette répression peut être réalisée au niveau 

transcriptionel par des facteurs de transcription (TF) tels que : Snail 1, Snail 2 

(Communément appelé Slug), ZEB1, ZEB2, Kruppel-like factor 8 (KLF8), Twist, lymphoid 

enhancer binding factor-1 (LEF-1), et fork-head box protein C2 (FOXC2) et Zinc Finger 

Protein 217 (ZNF217) qui peuvent se lier au promoteur de l’E-Cadhérine et réprimer sa 

transcription directement ou indirectement (Peinado et al. 2007; Yang et al. 2008; Vendrell et 

al. 2012).  

L'expression et la fonction des TF qui induisent l'EMT sont réglées par plusieurs voies 

de signalisation telles que la voie TGF-β (transforming growth factor β), la voie BMP (bone 

morphogenetic protein), la voie Wnt/β-catenin, la voie Notch, la voie Hedgehog et les 

récepteurs tyrosine kinases (Gonzalez et al. 2014). Ces voies sont activées par des facteurs de 

croissance et des cytokines mais aussi par des microRNA du microenvironnement local (Lee 

et al. 2016).  
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Plusieurs PE ont montré un effet sur le processus de l’EMT, notamment en régulant les 

marqueurs EMT tels que la N-Cadherine, la fibronectine et la vimentine via la régulation des 

voies de signalisation associées à l’EMT déjà citées (Lee et al. 2016). Par exemple, dans les 

cellules de cancer du sein, les phthalates ont montré une augmentation de la vimentine 

associée à une diminution de l’E-cadhérine via la voie HDAC6-AKT/GSK-3β (Hsieh et al. 

2012). La TCDD augmente l’expression de SOX4 via la voie AhR-miR335 dans les cellules 

MDA-MB-231 et BT474 (Zhang et al. 2012). Le BPA a dimnué l’expression de FOXA1 dans 

les cellules SKBR3 via la voie PI3K/AKT (Zhang et al. 2015). Le Triclosan a provoqué une 

diminution de l’E-cadhérine associée à une augmentation de la N-cadhérine, Snail et Slug 

dans les cellules MCF-7 (Lee et al. 2017). Ceci montre le potentiel des PE à induire des 

métastases, par la régulation des marqueurs de l’EMT et de la migration via plusieurs voies de 

signalisation associées aux processus de l’EMT (Figure 8). 

 Les PE et le microenvironnement tumoral dans le cancer du sein 2.3.1.4.2

Le microenvironnement tumoral joue un rôle essentiel dans la cancérogenèse, la 

prolifération et le développement métastatique. Dans le cancer du sein, la dérégulation des 

propriétés cellulaires du stroma et des composants de la matrice extra-cellulaire (MEC) dans 

un tissu peut directement promouvoir la transformation cellulaire et former une niche pour 

soutenir la tumeur. Ce microenvironnement tumorigène facilite la croissance tumorale et 

l'invasion dans les tissus environnants, conduisant au développement métastatique (Burks et 

al. 2016). 

Le microenvironnement stromal du cancer du sein joue un rôle important dans le 

maintien et la promotion de la progression tumorale (Valentino et al. 2013). Après exposition 

des cellules de cancer du sein aux PE, l’expression de l’aromatase dans les fibroblastes 

associés aux cellules cancéreuses a augmenté ce qui augmente la production des œstrogènes 

par les fibroblastes. De plus, les fibroblastes peuvent sécréter une variété de facteurs de 

croissance qui peuvent à leur tour induire la voie de signalisation des œstrogènes dans les 

cellules cancéreuses (Fisher et al. 2014).  

D’autre part, la composition de la MEC influence  la prolifération, la différenciation, la 

migration et la survie cellulaire (Kourouklis et al. 2016; Subbiah et al. 2016; Rammensee et 

al. 2017). Des observations cliniques et expérimentales montrent que les œstrogènes ont un 

impact significatif sur la composition de la MEC. Les œstrogènes, en tant que traitement 
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substitutif pour la ménopause, sont associés à un épaississement cutané et à une augmentation 

du contenu en collagène (Zouboulis et al. 2007). 
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Figure 8 : Effets de PE sur le processus de l’EMT dans la métastase cancéreuse (Lee et al. 
2016) 
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De plus, l’E2 augmente significativement l’expression des protéines matricielles telles 

que la fibronectine, la laminine et le collagène I dans les fibroblastes issues des biopsies de 

peaux avec sclérose et des peaux normales (Soldano et al. 2010). In vivo, le BPA augmente 

considérablement le niveau de collagène dans le stroma entre les conduits mammaires de la 

glande mammaire d’une souris ainsi qu’une augmentation significative de la prolifération 

cellulaire (Ibrahim et al., 2016). En plus, le BPA augmente l’expression du collagène dans 

l'utérus et dans la matrice cardiaque de souris suggérant que ce PE peut réguler le remodelage 

matriciel dans ces organes (Belcher et al. 2015; Kendziorski et al. 2015). Une augmentation 

de la tumorigénèse est associée à une abondance de collagène dans la MEC, et les œstrogènes 

sont capables de moduler le collagène et les intégrines ainsi que l’expression de MMP2 

(Matrix Metalloproteinase-2) et MMP9 (Nilsson et al. 2007; Kousidou et al. 2008; 

Lesniewska et al. 2009). Ensemble, ces données démontrent le rôle important des œstrogènes 

manifesté par le pouvoir oncogénique des PE à remodeler la MEC. 

 Le polymorphisme des cytochromes P450 2.3.2.

Les cytochromes P450 (CYP) forment une superfamille de métalloenzymes qui 

catalysent une grande diversité de réactions enzymatiques ayant à la fois comme substrats des 

composés exogènes et endogènes (Ingelman-Sundberg 2005).  

On distingue deux groupes de famille de CYP en fonction de leur spécificité de substrat 

(Aguiar et al. 2005):  

Les familles CYP 1-3 sont principalement impliquées dans le métabolisme des 

xénobiotiques (substances exogènes considérées comme toxiques), des médicaments 

et des substances cancérogènes. Ces CYP sont polymorphes en raison des SNP 

(polymorphismes nucléotidiques simples), des insertions/suppressions et des 

variations du nombre de copies (CNV) qui sont toujours fonctionnels et persistants. 

(Ingelman-Sundberg 2005). 

Les autres familles de CYP sont impliquées dans le métabolisme des substances 

endogènes comme la vitamine D, l'acide rétinoïque, le cholestérol et les hormones 

stéroïdes (Aguiar et al. 2005). 

 Le polymorphisme des CYP et la cancérogenèse 2.3.2.1

Un polymorphisme génétique est défini comme une variation stable dans un locus de la 

séquence d’un gène. La plupart des membres des familles CYP sont polymorphes avec 
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beaucoup de variants alléliques (Wang et al. 2009). Ces variations peuvent être influencées 

par l’environnement tels que l'alimentation, le mode de vie et les polluants environnementaux 

(Rodriguez-Antona et al. 2010). Ces variations génétiques affectent l’expression des gènes 

CYP et leurs activités, modifiant alors le métabolisme des substrats (Ingelman-Sundberg et al. 

2007; Zhou et al. 2009). Une variabilité au sein des enzymes qui catalysent l'activation ou 

l'inactivation des pro-carcinogènes pourrait affecter la susceptibilité pour un cancer induit par 

l'environnement (Rodriguez-Antona et al. 2010; Chen et al. 2015). En général, les familles 

CYP 1-3 et leurs métabolites jouent un rôle important dans l'initiation et le développement 

d’un cancer, par exemple:  

Le CYP1A1 métabolise les HAP et contribue à la fois à leur détoxification et à leur 

bioactivation en intermédiaires toxiques et mutagènes (Zhou et al. 2009). Son polymorphisme 

GSTM1 est associé à la formation d'adduits ADN-HAP dans les tissus mammaires (Rundle et 

al, 2009). En revanche, des mécanismes épigénétiques (méthylation et modifications 

d’histones) affectent l'expression de CYP1A1 dans le cancer de la prostate (Okino et al. 2006).  

Le CYP1B1 est plus exprimé dans divers types de tumeurs par rapport aux tissus 

normaux (McFadyen et al. 2005). Une surexpression de CYP1B1 provoque une augmentation 

de la conversion de l'œstradiol en 4-hydroxyestradiol qui joue un rôle important dans la 

cancérogenèse du tissu mammaire et de l'endomètre (Tsuchiya et al. 2005). Le 

polymorphisme CYP1B1*2 semble responsable d’une susceptibilité génétique aux cancers du 

sein et du poumon dans la population Japonaise (Watanabe 2000). Egalement, le CYP1B1 a 

été décrit comme étant régulé par des modifications épigénétiques; une hypométhylation de 

ces sites a été associée au cancer de la prostate (Tokizane et al. 2005).  

Le CYP2A6 joue un rôle important dans le métabolisme de la nicotine et donc est lié à 

l’augmentation du risque de cancer du poumon chez les tabagiques (Ho et al. 2009). Il a été 

démontré que CYP2A6 est responsable de l'activation du carcinogène tabac-spécifique le (4-

methylnitrosmino) -1-(3-pyridyl)-1-butanone (NKK) ainsi que d'autres substances toxiques 

des voies respiratoires (Rossini et al. 2008). Le gène CYP2A6 est très polymorphe avec 

environ 40 variants alléliques, avec des séquences supprimées ou dupliquées, des conversions, 

des délétions et des insertions de nucléotides, ainsi des SNP codants et non-codants (Zanger et 

al. 2013). Par exemple, les polymorphismes CYP2A6*7 et CYP2A6*17 conduisent à une 

protéine avec une activité réduite alors que CYP2A6*9 entraîne une transcription réduite du 

gène (Ingelman-Sundberg 2005). 
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 Les récepteurs cellulaires C.

Les molécules environnementales  tels que la TCDD, les PCB, les traitements 

hormonaux ont la capacité d’interagir avec les récepteurs cellulaires (nucléaires et 

membranaires) (Wallace et al. 2013). De manière générale, les effets médiés par ces 

interactions passent par deux types de mécanismes : 1) activation des récepteurs de la surface 

cellulaire qui induisent des voies de transduction du signal entraînant des réponses 

biologiques impliquant une variété de protéines kinases (Griner et al. 2007); 2) activation 

intracellulaire médiée par des récepteurs nucléaires agissant dans le noyau tels que des 

facteurs de transcription (Aranda et al. 2001). La plupart des agents exogènes agissent comme 

des agonistes et rentrent en compétition avec les ligands endogènes pour se lier à ses 

récepteurs. Cependant, il existe également des récepteurs pour lesquels peu ou pas de ligands 

endogènes ont été identifiés, tel que le récepteur de l’aryl d’hydrocarbone (AhR) (Ma 2011; 

Baek et al. 2014). L'activation des récepteurs entraîne le plus souvent des changements dans 

la transcription des gènes. Les voies moléculaires qui sont régulées par l'interaction ligand-

récepteur et qui sont les plus pertinentes pour la cancérogenèse comprennent la prolifération 

cellulaire (par exemple, la stimulation des voies prolifératives normales, comme c'est le cas 

pour les tissus dépendants des œstrogènes et la thérapie hormonale), le métabolisme 

xénobiotique,  et l'apoptose (Rushmore et al. 2002).  

1. Les récepteurs cellulaires et l’environnement 

Les molécules environnementales ont la capacité d’agir comme ligands (agonistes ou 

antagonistes) et/ou de modifier l'expression des récepteurs cellulaires (modulateurs). Ces 

effets peuvent donc avoir des synergies ou des inhibitions sur l'expression des enzymes et des 

transporteurs impliqués dans le métabolisme des molécules exogènes (Wang et al. 2003). 

Différentes études ont mis en évidence ou suggèrent fortement que les effets délétères induits 

par de nombreux facteurs environnementaux résultent de l’activation des récepteurs 

cellulaires, tels que les récepteurs aux œstrogènes (ER) alpha (ER ) ou beta (ERβ), le 

récepteur AhR, et le récepteur de pregnane X (PXR) (Routledge et al. 2000; Mnif et al. 2007; 

Shi et al. 2009).  

Nous pouvons distinguer deux grandes familles de récepteurs: les récepteurs nucléaires 

et les récepteurs membranaires. 
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 Les récepteurs nucléaires  1.1

La superfamille des récepteurs nucléaires (NR) code pour des facteurs de transcription 

qui détectent à la fois des signaux intra-cellulaires et extra-cellulaires et répondent en 

induisant la transcription de leurs gènes cibles. Parmi les gènes cibles nombreux sont 

impliqués dans divers processus cellulaires tels que  la croissance et la différenciation 

cellulaire, le développement et le métabolisme (Rudraiah et al. 2016). Les ligands des RN 

comprennent à la fois des molécules endogènes et exogènes tels que des hormones, des acides 

gras, des acides biliaires, des médicaments, des toxines environnementales  et les molécules 

intermédiaires du métabolisme (Arrese et al. 2010).  

Même si l'impact cellulaire de chaque NR est différent, tous les NR partagent des 

structures caractéristiques, des domaines fonctionnels et des séquences homologues (Figure 

9). En général, les NR comportent une région N-terminale variable avec un domaine 

d’activation de fonction 1 (AF-1), un domaine de liaison à l'ADN (DBD) hautement conservé 

est celui, une région « Hinge » et un domaine de liaison au ligand (LBD) qui contient le 

domaine d'activation de fonction-2 (AF-2) du côté de la région C-terminale. L’activation du 

domaine AF-1 du NR est indépendante du ligand tandis que l'activation du domaine AF-2 est 

ligand-dépendante (Nagy et al. 2004).  

La région “Hinge” relie le DBD au LBD et lors de la liaison du ligand, les hélices dans 

cette région subissent un changement conformationnel aboutissant à la dissociation des co-

represseurs et / ou l'association des co-activateurs,  menant finalement à l'activation de la 

transcription du gène cible (Nagy et al. 2004). Ces événements contribuent à la régulation des 

voies de transduction du signal dans des conditions physiologiques et pathologiques 

(McKenna et al. 1999; Sladek 2003; Nagy et al. 2004).  

Ces caractéristiques différencient les NR d'autres protéines régulatrices et leur 

permettent d'être des capteurs dynamiques aux divers stimuli et régulateurs des réponses 

cellulaires.
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Figure 9 : Structure générale des domaines communs des récepteurs 
nucléaires (Nagy et al. 2004) 

DBD: DNA binding domain 

LBD: Ligand binding domain 

AF-1: Activation function-1 

AF-2: Activation function-2 

N: N-terminal domain 

C: C-terminal domain 
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 Classification des récepteurs nucléaires  1.1.1.

Nous distinguons plusieurs sous-familles des récepteurs nucléaires; dans ce manuscrit 

nous allons nous intéresser à  celles qui sont les plus répandues: 

i) Les récepteurs aux hormones stéroïdiennes ou les récepteurs endocriniens 

classiques comprenant les récepteurs aux œstrogènes et aux androgènes sont les 

premiers membres identifiés de la famille des NR (Evans 2004). Chacun de ces 

récepteurs est activé par un ligand unique de haute affinité. Parmi ses récepteurs 

on trouve le récepteur des androgènes (AR), le ER, le récepteur des 

glucocorticoïdes (GR), le récepteur des minéralocorticoïdes (MR), le PR, le 

récepteur de l'acide rétinoïque (RARα / β / γ), le récepteur de la thyroide (TR) et le 

récepteur de la vitamine D (RVD) (Mangelsdorf et al. 1995; Trauner et al. 2011).  

ii) Les récepteurs «orphelins» dont la majorité présente ont des caractéristiques 

structurelles et des séquences similaires à celles des récepteurs nucléaires 

classiques et qui montre une activité transcriptionnelle constitutivement active. 

Cependant, leurs ligands physiologiques ne sont pas connus. C’est pour cette 

raison qu’ils ont été appelés récepteurs «orphelins» (Hummasti et al. 2008). 

Plusieurs d’entre eux jouent un rôle dans de multiples aspects biologiques, y 

compris la différenciation cellulaire, le métabolisme, l'inflammation, la réponse 

immunitaire et l'homéostasie (Hummasti et al. 2008; Riggins et al. 2010; Solt et al. 

2012). Par exemple, il y a les récepteurs liés à l’œstrogène (ERR) qui partagent les 

mêmes gènes cibles et sites d'action que ceux des ER. Cependant, ils ne participent 

pas directement à la voie de signalisation classique de l'œstrogène et ne répondent 

pas aux œstrogènes naturels (Giguere 2008; Audet-Walsh et al. 2015). Par ailleurs, 

parmi les NR orphelins plusieurs ont été déplacés dans la sous-famille des 

récepteurs orphelins adoptés après avoir découverts leurs ligands (Willson et al. 

2000; Roshan-Moniri et al. 2014). Par exemple, on peut citer les récepteurs 

rétinoïdes X et le récepteur « peroxisome proliferator-activated receptors » 

(PPAR) (Benoit et al. 2004; Shi 2007).  

iii) Les récepteurs aux xénobiotiques (XR) présentent un sous-ensemble de NR 

orphelins qui se lie à une large gamme de composés endogènes et à des 

xénobiotiques, souvent à des concentrations de l’ordre du micromolaire. Ils jouent 

un rôle important au niveau des réponses cellulaires aux endotoxines accumulées 
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chez les humains ou à des concentrations élevées de produits chimiques et leurs 

métabolites (Wang et al. 2003). À ce jour, des études approfondies se focalisent 

sur trois principaux XR: le récepteur CAR (Constitutive Androstane Receptor), le 

récepteur PXR (Pregnane X Receptor), et le récepteur AhR, en raison de leur 

prédominance dans la régulation des réponses hépatiques soit aux médicaments 

soit aux produits chimiques environnementaux (Burbach et al. 1992). En outre, ces 

trois RX sont connus pour réglementer au niveau transcriptionnel l’UDP (Uridine 

5'-diphospho-glucuronosyltransferase) 1A1 (enzyme impliquée dans le processus 

de détoxification et intervenant principalement dans la transformation de 

la bilirubine non conjuguée (ou libre) en bilirubine conjuguée), et le transporteur 

ABC de la protéine de résistance au cancer du sein ABCG2 (ATP-binding cassette 

sub-family G member 2) (fréquemment associé à la résistance aux thérapies dans 

les cancers) (Sugatani et al. 2001; Jigorel et al. 2006; Spitzwieser et al. 2016).  

 Les récepteurs nucléaires et les enzymes de métabolisation des 1.1.2.

xénobiotiques 

Les enzymes responsables de la plupart des réactions de biotransformation sont 

regroupées en deux catégories: les enzymes de phase I et les enzymes de phase II. Les 

enzymes de phase I conduisent à l'inactivation de la plupart des xénobiotiques (Vaz 2001). 

Cependant, dans certains cas, cette transformation métabolique des xénobiotiques peut 

également produire des métabolites actifs ou des intermédiaires toxiques (Ghanayem et al. 

2000). Une des plus importantes et prédominantes superfamilles d’enzymes impliquées dans 

les réactions de phase I est la famille du CYP.  

Plusieurs NR (xénobiotiques ou bien orphelins) sont impliqués dans la régulation 

transcriptionnelle des CYP; et un seul peut être impliqué dans la régulation transcriptionnelle 

de multiples gènes des CYP. De plus, un gène CYP spécifique est régulé par plusieurs 

récepteurs différents, c’est ce que nous appelons «crosstalk» entre les RN (Wang et al. 2003). 

D’où l’intérêt des récepteurs nucléaires dans l’interaction des mécanismes physiologiques-

environnement.  

Les enzymes de phase II sont principalement impliquées dans la conjugaison des 

molécules toxiques vierges ou bien des métabolites de la phase I; et ceci se fait 

majoritairement soit par la glucuronidation, soit par la sulfatation et soit par la conjugaison du 

glutathion (Kumar et al. 2001).  
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 Les récepteurs PXR et CAR 1.1.3.

Les RX, PXR et CAR induisent l'expression des enzymes CYP de la phase I, tels que le 

CYP3A et le CYP2B (Yan et al. 2016). PXR et CAR jouent un rôle important dans la 

régulation de l'expression des enzymes métabolisant les médicaments et de la 

biotransformation des xénobiotiques. De plus, ils jouent un rôle dans les maladies humaines 

tel que le cancer (Figure 10). L'activation de PXR, conduit à une régulation positive de la 

transcription du CYP3A4 et/ou de la protéine de la multirésistance aux médicaments MDR1 

(multidrug resistance protein 1), contribuant potentiellement à la chimiorésistance (Synold et 

al. 2001; Chen et al. 2007). Par ailleurs, PXR est capable d’induire la transcription du facteur 

de croissance des fibroblastes FGF19 (Fibroblast growth factor 19) qui peut favoriser la 

progression de la tumeur, contribuant ainsi au développement du cancer (Wang et al. 2011). 

Le récepteur CAR affecte des facteurs physiologiques et pathophysiologiques tels que 

l'obésité, le diabète et le développement de tumeurs en modulant l'homéostasie de l'énergie 

hépatique, la signalisation de l'insuline et la prolifération cellulaire (Huang et al. 2005; Dong 

et al. 2009). Le récepteur CAR peut se lier à la protéine anti-apoptotique GADD45B (growth 

arrest and DNA damage-inducible beta) pour inhiber l'apoptose et contribuer au 

développement du cancer (Yamamoto et al. 2010).  

 Le récepteur de l’Aryl hydrocarbone (AhR) 1.1.4.

AhR est un récepteur nucléaire cytoplasmique, après interaction avec un ligand il se 

déplace dans le noyau et agit comme un facteur de transcription. Il a été démontré que son 

activation peut provoquer des effets toxiques et cancérogènes (Schmidt et al. 1996).  À ce 

jour, la grande majorité de ligands à l'AhR ont été identifiés comme des toxines 

environnementales constituant des activateurs puissants (Denison et al. 2003). Les activateurs 

xénobiotiques de l'AhR dérivent principalement de deux classes de composés: les PAH et les 

HAH (Halogenated Aromatic Hydrocarbons) illustrés par la TCDD qui a une haute affinité 

pour l’AhR, et qui représente son activateur prototype(Denison et al. 2002). AhR est connu 

pour avoir un rôle majeur dans le métabolisme des composés toxiques et la promotion des 

tumeurs (Schmidt et al. 1996). Lors de son activation, l’AhR stimule l'expression de ses gènes 

cibles tels que le CYP1A1, le CYP1A2 et le CYP1B1, ainsi que le gène codant la protéine 

ABCG2. Cette protéine fonctionne comme un transporteur de xénobiotique et peut jouer un 

rôle dans la résistance aux agents chimiothérapeutiques (Abel et al. 2010; Tompkins et al. 

2010).  
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Figure 10 : Rôle du PXR et CAR dans le cancer (Banerjee et al. 2015). 
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Le B[a]P est un activateur connu de l’AhR et induit l’expression de CYP1A1, qui à son tour 

augmente la biotransformation du B[a]P, un procancérogène, en B[a]P-diol-époxyde (BPDE), 

le mutagène ultime (Tarantini et al. 2011). 

De manière générale, le récepteur AhR dans son état inactif est exprimé dans le 

cytoplasme de presque tous les tissus et toutes les lignées cellulaires immortalisées (Rowlands 

et al. 1997). En absence de stimulation, AhR est séquestré dans le cytoplasme par un 

complexe protéique contenant la protéine HSP90 (heat shock protein 90), la protéine XAP2 

(Hepatitis B virus X-associated protein 2) et la protéine p23 (Figure 11). L’activation par un 

ligand, induit la dissociation de XAP2 et de p23; et le complexe AhR/HSP90 est transloqué 

vers le noyau formant la première étape essentielle de l’activation de l’AhR (Ikuta et al. 2000; 

Kazlauskas et al. 2001; Tsuji et al. 2014). Une fois dans le noyau, l’AhR se détache de HSP90 

et s’hétérodimérise avec ARNT (Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator), permettant au 

complexe AhR/ARNT de se lier à des éléments de réponse appelés XRE (Xenobiotic 

Responsive Element) localisés dans les promoteurs des gènes cibles pour induire leur 

transcription (Dolwick et al. 1993; Fukunaga et al. 1995; Whitlock 1999). 

 Le récepteur AhR et son implication dans le cancer 1.1.4.1

Il existe une interaction entre le récepteur AhR et les protéines kinases (Puga et al. 

2009). Plusieurs études ont montré que la PKC (Protein Kinase C) est impliquée dans 

l’activation de l’AhR au niveau de la liaison à l'ADN et l’induction de l’expression des gènes 

(Pongratz et al. 1991; Carrier et al. 1992; Park et al. 2000). L’inhibition de PKC bloque la 

liaison du complexe AhR/ARNT au niveau de l’ADN et supprime par conséquent l'expression 

du gène CYP1 (Carrier et al. 1992; Ikegwuonu et al. 1999). Des ligands d’AhR comme la 

TCDD et le B[a]P sont capables d’activer les sous-familles des MAPK, JNK (c-Jun N-

terminal kinases) et ERK (Extracellular signal-regulated kinases) dans des cellules tumorales 

hépatiques de souris et des cellules tumorales pulmonaires humaines suggérant que les MAPK 

stimulées par les ligands semblent être critiques pour l'induction de la transcription des gènes 

dépendants de l'AhR et de l’expression du CYP1A1 (Tan et al. 2002).  

AhR joue un rôle dans la dérégulation du cycle cellulaire. Weiss et al ont constaté que 

le traitement par la TCDD d’une lignée cellulaire hépatique, conduit à l’activation du facteur 

de transcription JUN-D et à l’induction transcriptionnelle de la cycline A (protéine impliquée 

dans la régulation du cycle cellulaire) (Weiss et al. 2008). Avec les mêmes cellules, des 

résultats similaires ont été obtenus en utilisant le B[a]P (Andrysik et al. 2007).  
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Figure 11 : Mode d’activation du récepteur AhR (Mackowiak et al. 2016) 
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L’inhibition de l’apoptose est également un facteur de promotion/progression tumorale 

(Roberts et al. 1997). l’AhR possède des fonctions pro-proliférative et anti-apoptotique 

susceptibles de jouer un rôle majeur durant la promotion/progression tumorale (Puga et al. 

2009). Dans un modèle d’étude de l'hépatocancérogenèse, la TCDD stimule l'expansion 

clonale des cellules initiées en inhibant l'apoptose (Bock et al. 2005). Une autre étude montre 

que l'AhR contribue à la prolifération des cellules tumorales mammaires en inhibant 

l'apoptose tout en favorisant la transition vers un phénotype invasif et métastatique 

(Schlezinger et al. 2006). Ceci avait été également démontré in vivo dans des souris AhR-

déficientes (Gonzalez et al. 1998). In vitro, dans des lignées cellulaires de lymphomes, 

l’utilisation d’un antagoniste de l'AhR abolit la résistance à l'apoptose induite par la TCDD 

(Vogel et al. 2007). De plus, l'inhibition de l'AhR dans des fibroblastes des souris (MEFs) 

entraîne une augmentation de la protéine E2F1; en revanche l’activation de l’AhR réprime 

l'induction des gènes cibles pro-apoptotiques de E2F1, Tap73 et Apaf1 (Apoptotic protease 

activating factor 1) (Marlowe et al. 2008). D'Amato et ses collègues ont récemment démontré 

que la voie TDO2-AhR joue un rôle crucial dans la résistance à l’anoikis et la métastase des 

lignées TNBC (D'Amato et al. 2015). Les cellules épithéliales normales sont programmées 

pour subir l’apoptose lorsqu’elles se détachent de la MEC. Ce procédé est appelé anoikis 

(Frisch et al. 1994). Le TDO2 catalyse le métabolisme de l'acide aminé tryptophane et aboutit 

à des métabolites intermédiaires tels que la kynurénine (Kyn) (Metz et al. 2007). La Kyn est 

connue pour être un ligand endogène d’AhR, capable de supprimer les réponses immunitaires 

anti-tumorales et de favoriser la survie et la mobilité des cellules tumorales (Opitz et al. 

2011). Les cellules TNBC régulent l'enzyme TDO2 (Tryptophane 2,3-Dioxygénase) de 

manière NF-kB-dépendante (nuclear factor-kappa B) et génèrent la substance Kyn provoquant 

ainsi l’activation d’AhR. De plus, l’inhibition de TDO2 et de l’AhR diminue la résistance des 

TNBC à l’anoikis, la prolifération, la migration et l’invasion (D'Amato et al. 2015). In vivo, 

l’inhibition de TDO2 réduit la capacité des cellules TNBC à métastaser dans les poumons 

(D'Amato et al. 2015). In silico, l’expression du TDO2 est plus importante dans les tumeurs 

TNBC et est corrélée à un mauvais pronostic par rapport aux tumeurs ER+ (D'Amato et al. 

2015). 

De plus, un effet d’AhR sur la plasticité cellulaire a été démontré après un traitement 

prolongé des cellules épithéliales à la TCDD ou au 3-méthylcholanthrene (un autre ligand de 

l’AhR). Cette étude a mis en avant une activité pro-migratoire issue de l’augmentation des 
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interactions cellulaires avec la MEC médié par l'activation de JNK et cela de manière 

réversible. (Diry et al. 2006).  

Enfin, Romangolo et al. ont montré que l’expression d’AhR est associée à 

l’hyperméthylation des îlots CpG du promoteur du gène BRCA1, et ceci pourrait servir de 

biomarqueur pour le développement tumoral des cancers du sein ERα négatif (Romagnolo et 

al. 2015).  

En conclusion, AhR semble être impliqué dans divers processus contribuant à la 

cancérogenèse. 

 Le récepteur AhR et les cellules souches cancéreuses (CSC) 1.1.4.2

Les CSC (Cancer Stem Cells) forment un sous-type de l'ensemble des cellules 

cancéreuses et entraînent l'initiation, la progression et le développement de métastases dans la 

cancérogenèse. Une hypothèse suppose que les tumeurs sont maintenues par une population 

de CSC auto-renouvelable, qui est également capable de se différencier en des populations de 

cellules non auto-renouvelables qui constituent la masse de la tumeur (McDermott et al. 

2010). Les CSC ont été identifiées dans différents cancers, tels que les cancer du sein (Al-Hajj 

et al. 2003), du cerveau (Singh et al. 2003), des poumons (Ho et al. 2007), du côlon (Ricci-

Vitiani et al. 2007) et la leucémie (Bonnet et al. 1997).  

Les CSC sont caractérisées par leur capacité à former des sphères (mammosphères) et à 

exprimer très fortement la protéine ATP-binding cassette (ABC), en particulier l’ABCG2. Ces 

propriétés leur confèrent une résistance à la chimiothérapie et par conséquent augmente la 

récurrence du cancer et le taux de mortalité des patients dû à l’échec du traitement. (Bomken 

et al. 2010; Abdullah et al. 2013). L’identification et l’isolement des CSC se fait en se basant 

sur l’activité enzymatique de l'aldéhyde déshydrogénase-1 (ALDH) au niveau des cellules, et 

par le phénotype de SP (Side Population) qui permet de distinguer dans une population des 

caractéristiques biologiques distinctives en se basant sur des marqueurs spécifiques (Ginestier 

et al. 2007). De plus, les CSC peuvent être définies par l’expression des gènes associés aux 

cellules souches d’un tissu sain tels que Notch1,2 (Neurogenic locus notch homolog protein 1, 

2) Sox2 (Sex Determining Region Y-Box 2), Pou5F1/Oct4 (POU Class 5 Homeobox 

1/octamer-binding transcription factor 4), à l’invasion et à la migration tels que Twist1,2 

(Twist Family BHLH Transcription Factor 1,2), Vim (Vimentin), Snai1 (Zinc finger protein 

SNAI1), Snai2 (Zinc Finger Protein SNAI2) (Bolos et al. 2009; Chiou et al. 2010). Le 
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développement et la maintenance des CSC sont contrôlés par plusieurs voies de signalisation 

telles que les voies Wnt et Notch. Du point de vue mécanistique, la voie Wnt est connue pour 

médier l'auto-renouvellement des CSC par la modulation du facteur de transcription β-

Catenin/ TCF (T-cell factor), alors que la maintenance et la différenciation des CSC sont 

gérées par la voie Notch /Hes (hairy and enhancer of split-1) (Reya et al. 2001).  

Stanford EA et al. ont montré que l'activation de l’AhR augmente le développement des 

CSC et leurs caractéristiques dans des cellules cancéreuses du sein triple négatives ER− /PR− 

/HER2−  [TNBC (Triple Negative Breast Cancer)]. Ils ont trouvés que les cellules ALDH+ 

expriment des niveaux élevés d’AhR, de CYP1A1 et de CYP1B1. Par ailleurs, une hyper-

activation d’AhR par des ligands environnementaux, dont la molécule environnementale 

B[a]P, augmente l’activité d’ALDH et l’expression des gènes associés aux cellules souches et 

aux processus de migration/invasion cellulaire tels que Snai1, Twist 1, Twist2, Tgfb1, et Vim.  

De plus, l’activation de l’AhR par un ligand augmente l’interaction avec Sox2, un gène 

régulateur de l'auto-renouvèlement, en induisant la translocation de SOX2 dans le noyau.  En 

revanche, l’inhibition d’AhR inhibe ces caractéristiques, et diminue la résistance à la 

chimiothérapie des cellules ALDH+. In vivo, les cellules ALDH+ ont montré une capacité à 

initier des tumeurs. Ces données suggèrent que l'AhR joue un rôle important dans le 

développement des cellules ayant des propriétés de CSC et que les ligands environnementaux 

d’AhR peuvent accroitre la progression du cancer du sein (Stanford et al. 2016).  

En outre, la voie de signalisation PI3K/Akt joue un rôle dans la régulation de plusieurs 

gènes impliqués dans la cancérogenèse comme β-Catenin, p21, p27, Mdm2 (murine double 

minute 2) ou les facteurs de transcription FOX (Forkhead box) (Diehl et al. 1998). Des études 

ont montré une interaction entre la voie Wnt / β-Catenin et la voie PTEN-PI3K/Akt dans le 

contrôle de l'auto-renouvèllement et de l'expansion des CSC (Bleau et al. 2009; Perry et al. 

2011). Enfin, ces voies de régulation des CSC ont été démontrées comme pouvant interagir 

avec plusieurs facteurs de transcription et voies de signalisation tel que le récepteur AhR 

(Schneider et al. 2014). Récemment, Al-Dhfyan et al. ont démontré que la voie de 

signalisation AhR/CYP1A1 contrôle le développement, la maintenance et l’auto-

renouvèlement des CSC du cancer du sein via les mécanismes PTEN/Akt et β-catenin. Une 

forte expression des gènes cibles de la voie AhR, CYP1A1 et CYP1B1 a été détectée dans les 

populations CSC comparées aux populations non-CSC. Dans la lignée MCF-7, une activation 

de la voie AhR/CYP1A1 par son ligand TCDD augmente la présence de marqueurs CSC-

spécifiques tels que la formation des mammosphères, l’activité ALDH, le pourcentage des SP. 
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L’inhibition de cette voie permet de diminuer significativement la présence de ces marqueurs 

et augmente significativement la sensibilité des CSC à l’agent chimiothérapeutique, la 

doxorubicine. Par ailleurs, l’induction d’AhR/CYP1A1 induit l’expression de la β-catenin et 

par conséquent la Cyclin D (cible de la β-catenin (Lin et al. 2000)) associée à une inhibition 

de l’expression de PTEN et l’activation de l’expression d’Akt. L’inhibition de la voie 

PI3K/Akt inhibe l’effet de la TCDD sur les cellules. Tout ceci suggère fortement l’implication 

d’AhR/CYP1A1 dans la régulation des CSC (Al-Dhfyan et al. 2017). 

En conclusion, l’activité d’AhR est capable de maintienir les capacités de CSC et par 

conséquent leur implication dans la cancérogenèse.    

 Les récepteurs membranaires  1.2

Les récepteurs membranaires sont des protéines membranaires qui servent d'interface de 

communication entre les cellules et leurs environnements externe et interne. L'une des plus 

grandes et des plus diversifiées familles de protéines membranaires est celle des récepteurs 

couplés aux protéines G « GPCR » (G Protein-Coupled Receptors), qui sont codés par  plus 

de 800 gènes (Venkatakrishnan et al. 2013). Ces récepteurs sont activés par un large spectre 

de stimuli, y compris des photons, des ions, des neurotransmetteurs, des lipides, des hormones 

et des molécules environnementales. Après la liaison du ligand, les GPCR subissent des 

changements conformationels, ils se couplent aux protéines G et déclenchent  une cascade 

de transduction de signaux aboutissant à divers processus physiologiques et pathologiques 

(Venkatakrishnan et al. 2013). Les GPCR sont impliqués dans de nombreuses maladies 

humaines tels que des maladies inflammatoires, les déséquilibres métaboliques, les maladies 

cardiaques et le cancer (Schlyer et al. 2006). 

Les GPCR (Erreur ! Source du renvoi introuvable.) partagent une architecture globale 

imilaire qui consiste en une partie transmembranaire (TM) canonique formées de sept hélices 

α (7TM) avec des séquences diverses qui servent de lien de communication entre les ligands 

et la région de couplage à la protéine G. La partie extracellulaire se compose de trois boucles 

extracellulaires (ECL1-3) contenant l’extrémité N-terminale. La partie intracellulaire est 

constituée de trois boucles intracellulaires (ICL1-3) dont l’extrémité C-terminale. Ces 

similarités structurales indiquent des mécanismes de transduction de signaux similaires entre 

les différents GPCR (Lu et al. 2016).  
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ECL1-3: Extracellular loop 1-2-3 

ICL 1-3: Intracellular loop 1-2-3 

TM: Transmembrane 

NH2: N-terminal domain 

COOH: C-terminal domain 

Figure 12 : Schéma structural des récepteurs membranaires 
(http://rcpg.chez.com/partie4.html)  
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Le récepteur GPR30 est un membre de la famille des GPCR. Ce récepteur est en partie 

responsable des actions rapides non-génomiques de l'E2 avec qui il possède une haute affinité. 

En se basant sur cette capacité de liaison, le GPR30 a été renommé comme récepteur 

d'œstrogène couplé aux protéines G (GPER) (Vrtacnik et al. 2014).  

 Le récepteur GPR30 ou GPER1 1.2.1.

Le GPR30 ou GPER1 a été identifié et largement caractérisé par son implication dans la 

signalisation des œstrogènes (Prossnitz et al. 2015). Parmi tous les récepteurs couplés à la 

protéine G, le GPR30 est le seul récepteur exprimé majoritairement au niveau du reticulum 

endoplasmique avec également une expression au niveau de la membrane plasmique (Cheng 

et al. 2011). Le récepteur GPR30 s'est avéré être impliqué dans l’activation cellulaire médiée 

par les œstrogènes dans les cellules qui n’expriment pas les récepteurs nucléaires classique 

aux œstrogènes (Filardo et al. 2000). Un grand nombre de molécules qui se lient  aux ER 

classiques peuvent également se lier au GPR30. Parmi ces ligands, nous distinguons: 

Les œstrogènes et les stéroïdes : Le 17β-estradiol (E2) se lie au GPR30 avec une 

forte affinité (6nM), tandis que le 17α-estradiol ne se lie pas à ce récepteur. En outre, 

d'autres formes physiologiques d'œstrogènes, comme l’estrone montre une faible 

affinité pour le GPR30 tandis que d'autres stéroïdes, y compris la progestérone, le 

cortisol et la testostérone, ne se lient pas au GPP30 (Thomas et al. 2005).  

Les anti-œstrogènes : il a été démontré que le tamoxifène et l’ICI 182780 utilisés en 

hormono-thérapie se lient fortement au GPR30 (Thomas et al. 2005). Cependant, 

contrairement aux propriétés antagonistes de ces deux composés sur les récepteurs 

classiques d’œstrogènes, les deux agissent comme agonistes sur le GPR30 (Filardo et 

al. 2000; Revankar et al. 2005).  

Les phyto-œstrogènes : La génistéine isoflavone phénolique, trouvée dans les 

produits de soja, montre une forte affinité et une sélectivité pour ERβ mais démontre 

également une liaison et une activité significative pour GPR30 (Maggiolini et al. 

2004; Thomas et al. 2006). La quercétine trouvée dans les plantes médicinales et la 

génistéine ont également démontré une régulation positive de l’expression de 

l’oncogène c-fos qui est GPR30-dépendante. En outre, la génistéine joue un rôle dans 

la phosphorylation d'ERK dans les cellules cancéreuses du sein et la prolifération des 
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cellules du cancer de la thyroïde via GPR30 (Maggiolini et al. 2004; Vivacqua et al. 

2006). 

Les xéno-œstrogènes: L'activité œstrogénique du pesticide 

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) est connue depuis longtemps (Tiemann 

2008). Les xénoestrogènes halogénés p,p’-DDT, ortho, para-

dichlorodiphényldichloroéthylène (O, p -DDE) et le képone possèdent une affinité, 

faible mais significative, pour le GPR30. Ils se comportent comme des agonistes 

pour ce récepteur (Thomas et al. 2005; Thomas et al. 2006). Des xénoestrogènes 

phénoliques révèlent également une affinité pour GPR30 y compris le BPA et le 

nonylphénol (Thomas et al. 2006). Les pesticides methoxychor et atrazine montrent 

également une liaison limitée à GPR30 (Thomas et al. 2006). L’atrazine induit 

l’expression de c-fos de manière GPR30-dépendante dans les cellules du cancer du 

sein. Dans les cellules de cancer de l’ovaire, l’atrazine a un effet prolifératif ER-α et 

GPR30-dépendant (Albanito et al. 2008).  

 Les voies de signalisation intracellulaires initiées par le GPR30 favorisent 1.2.1.1

le développement d’un cancer   

La localisation du GPR30 dans la membrane favorise le couplage de ce dernier avec des 

protéines G hétérotrimériques composées des sous-unités Gαs et Gβ/γ (Filardo et al. 2000; 

Thomas et al. 2005). Suite à l’activation du GPR30 par un ligand, il adopte une conformation 

active qui aboutit à un échange de GDP (guanosine diphosphate) par du GTP (guanosine 

triphosphate) au niveau de la protéine G et à une dissociation de la sous-unité α des sous-

unités β/γ. L’activation de la tyrosine kinase Src se fait via la sous-unité Gβ/γ et par 

conséquent elle enclenche une série d’événements de signalisation intracellulaire (Quinn et al. 

2009). Quant à la sous-unité Gαs, elle va activer l’adénylate cyclase, et parsuite elle produit 

de l’AMPc (Filardo 2002; Kanda et al. 2003; Thomas et al. 2005; Filardo et al. 2007). 

L'activation du GPR30 par un ligand stimule des voies de signalisation comportant le 

récepteur du facteur de croissance épidermique EGFR (Epidermal growth factor receptor), qui 

appartient à la famille ErbB/HER des récepteurs tyrosine kinase, des voies intracellulaire 

cruciales comme la voie PI3K /Akt, la voie MAPK/ERK, la mobilisation du calcium, une 

augmentation de l’AMPc (cyclic adenosine monophosphate) dans les cellules normales et les 

cellules malignes (Maggiolini et al. 2010). La mobilisation du calcium est une réponse très 

rapide à l’activation du GPR30. Il n'a pas été déterminé ce qui déclenche l'augmentation du 
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calcium et si la phospholipase C (PLC) est impliquée dans cette augmentation ou pas. Par 

ailleurs, l'activation de GPR30 déclenche une signature particulière de gènes  impliqués dans 

la prolifération des cellules cancéreuses, la migration et l'angiogenèse (Madeo et al. 2010; 

Maggiolini et al. 2010) (Figure 13). 

 Cross-talk entre GPR30 et les récepteurs ErbB  1.2.1.1.1

Les œstrogènes déclenchent la voie de signalisation GPR30-dépendante via l’activation 

de l'EGFR (Filardo et al. 2000). À cet égard, Filardo et ses collègues ont démontré que 

l'activation de la voie MAPK par l'EGFR est protéine G-dépendante. En effet, l’activation de 

GPR30 entraine la dislocation de la protéine Gβ/γ qui va stimuler la tyrosine kinase Src 

entrainant ainsi l’activation des MMP (Filardo et al. 2000). Les MMP vont ensuite libérer 

l'EGF lié à l'héparine (HB-EGF) (heparin-bound EGF) de la surface cellulaire. L’EGF va 

alors se lier à son récepteur, l’EGFR, et ainsi activer les voies de signalisation sous-jacentes 

MAPK et/ou PI3K.  

Ce cross-talk entre les œstrogènes et les récepteurs ErbB contribue à la résistance à la 

thérapie endocrinienne et à la progression du cancer dans les tumeurs sensibles aux hormones, 

y compris le cancer du sein (Gee et al. 2005; Hart et al. 2005; Osborne et al. 2005). La 

surexpression de l’EGFR était démontrée comme associée à la résistance au tamoxifène 

(Giltnane et al. 2007; Massarweh et al. 2008). Ces données suggèrent que l’activation de 

GPR30 pourrait avoir un impact sur la croissance et la survie des tumeurs mammaires ER- en 

permettant aux œstrogènes d’activer la voie EGFR (Filardo 2002). De plus, dans des cellules 

tumorales de l’endomètre ER+ et dans des cellules du cancer du sein résistantes au 

tamoxifène, l'activation de l’EGFR est également régulée par GPR30 (Vivacqua et al. 2009). 

Ces données peuvent suggérer que l'EGFR pourrait aussi contribuer à l'échec de la thérapie au 

tamoxifène par la régulation de GPR30, ce qui facilite l'action des œstrogènes. En outre, A. 

Ignatov et al. ont montré que les taux de GPR30 ont été significativement augmentés chez les 

patientes atteintes d’un cancer du sein résistant au tamoxifène avec une réduction du temps de 

survie (Ignatov et al. 2011). Conformément à ces observations, les œstrogènes ont stimulé les 

effets de prolifération chez les cellules du cancer du sein ER+ résistantes au tamoxifène grâce 

à une augmentation de l'expression de GPR30 et à l’activation d'EGFR médiée par GPR30  

(Ignatov et al. 2010)  (Figure 13). 
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Figure 13 : Les voies de signalisation activées par GPR30 (Maggiolini et al. 2010). 
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 L’activation des kinases par GPR30  1.2.1.1.2

Filardo et al. ont démontré que l’activation de la voie ERK (MAPK) par GPR30 se fait 

via l’activation de l’EGFR (Filardo et al. 2000). Pour la voie PI3K, les œstrogènes stimulent 

la voie PI3K dans les cellules exprimant soit ER-α soit GPR30; un inhibiteur de PI3K en 

inhibant la voie PI3K révèle la capacité des deux récepteurs à médier cette voie. En outre, 

l'inhibiteur d’EGFR (AG1478) bloque l'activation de PI3K médiée par GPR30 mais pas par 

ER-α démontrant que l'activation de PI3K par les œstrogènes se fait selon deux voies 

différentes en fonction du récepteur utilisé. De manière intéressante, la stimulation de la voie 

PI3K par le 4-hydroxytamoxifène entraine une activation de PI3K dans des cellules exprimant 

le GPR30 mais pas dans des cellules exprimant l’ER (Revankar et al. 2005).  

La voie MAPK activée par la famille ErbB conduit à la transcription de gènes impliqués 

dans la prolifération, la migration, la différenciation cellulaire, et l'angiogenèse (Olayioye et 

al. 2000; Yarden et al. 2001). La voie PI3K/Akt intervient également dans les mêmes 

processus cellulaires mais cette voie est surtout connue dans les mécanismes de survie 

cellulaire (Engelman et al. 2006). En conséquent,  la dérégulation de la signalisation d’ErbB 

est implicitement impliquée dans la croissance tumorale et le développement métastatique. De 

plus, cette dérégulation est associée à une mauvaise réponse à la thérapie endocrinienne et à 

une survie réduite des patientes (Holbro et al. 2004; Roskoski 2004).  

En conclusion, l’activation des kinases ERK (MAPK) et/ou PI3K médiée par GPR30 se 

produise par l’activation de l'EGFR (Prossnitz et al. 2009). 

 La production de l’AMPc  1.2.1.1.3

Les œstrogènes ont la capacité d’activer la production d'AMPc via GPR30 dans les 

cellules du cancer du sein SKBR3 qui n'expriment ni ERα ni ERβ. Cette production d’AMPc 

peut être liée à l’activité du GPR30 (Filardo et al. 2002; Thomas et al. 2005; Filardo et al. 

2007). En effet, l’activation du GPR30 entraine la dislocation de la protéine Gαs qui va 

stimuler l'adénylate cyclase entraînant ainsi la production d'AMPc. L’AMPc va alors inhiber 

l’oncogène Raf-1 qui à son tour va diminuer l'activité MAPK (Filardo et al. 2002). Ces 

résultats suggèrent que les œstrogènes sont capables à la fois d’activer et d’inhiber l'activité 

MAPK suggérant ainsi l’existence d’une auto-régulation de cette voie à travers GPR30. Par 

ailleurs, des études antérieures ont également montré que de nombreux phyto- et xéno-
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œstrogènes peuvent également stimuler la production d'AMPc via GPR30 (Thomas et al. 

2005; Thomas et al. 2006).  

 Transcription de gènes médiée par la voie GPR30-dépendante 1.2.1.1.4

La signalisation des événements médiés par GPR30 peut conduire à l'activation de la 

machinerie transcriptionnelle. Dans ce contexte, Kanda et Watanabe ont démontré que l’E2 

est capable d’induire l’expression du c-fos par l’AMPc dans les macrophages via GPR30 

(Kanda et al. 2003). Les mêmes auteurs ont démontré que l’E2 induit, également via GPR30, 

l'expression de la cycline D2 (impliquée dans la prolifération) et de Bcl-2 (impliqué dans la 

survie cellulaire) via la kinase A qui induit à son tour la phosphorylation de CREB (C-AMP 

Response Element-binding protein) dans les kératinocytes (Kanda et al. 2003; Kanda et al. 

2004). Ceci a permis de mieux comprendre les mécanismes d’action des œstrogènes par des 

voies indépendantes de l’ER telle que la voie GPR30-dépendante (Figure 7). Dans les 

cellules SKBR3, la stimulation du GPR30 soit par des œstrogènes soit par le tamoxifène 

entraîne l’induction d'un certain nombre de gènes tels que les CTFG 

(Connective Tissue Growth Factor), l’EGR1 (early growth response-1), l’ATF3 (Activating 

transcription factor 3), FOS, et TNF (tumor necrosis factor) qui contribuent à la prolifération 

et la migration cellulaire. Ce même résultat a été obtenu en traitant les fibroblastes obtenus à 

partir de biopsies de tumeur du sein avec le tamoxifène (Pandey et al. 2009).  

Il a été démontré que dans les cellules de cancer du sein MCF7 (ER+) et les SKBR3 

(ER-) l'expression de l'oncogène c-fos est également médiée par la voie GPR30-dépendante 

activée par l’E2 (Maggiolini et al. 2004). Cette étude a révélé que la signalisation de GPR30 

nécessite l’EGFR et se manifeste par une phosphorylation ERK1/2 pour déclencher la réponse 

génomique aux œstrogènes, notamment dans les cellules tumorales dépourvues d'ER 

(Maggiolini et al. 2004). De plus l’E2, la génistéine et le tamoxifène induisent l'expression de 

c-fos à travers la voie de signalisation GPR30/ EGFR /ERK qui induise la prolifération 

cellulaire dans plusieurs types de cellules cancéreuses dont des cellules tumorales 

thyroïdiennes dépourvues de ER ou des cellules exprimant une variante 

transcriptionnellement inactive de l’ER (Vivacqua et al. 2006). Par ailleurs, le G1 agoniste 

chimique sélective du GPR30, induit c-fos, la cycline A, D1 et E; alors qu’il n’induit pas 

l’expression du gène cible de l’ER,  le PR, qui répond seulement à l’E2 et cela a été confirmé 

dans les cellules SKBR3 (ER-, GPR30+) (Albanito et al. 2007). Ceci montre la sélectivité de 

G1 pour GPR30. D’autre part, il a été démontré que le BPA induit l'expression des gènes 



88 
 

cibles de GPR30 ainsi que la prolifération et la migration des cellules cancéreuses du sein et 

des fibroblastes associés aux cellules cancéreuses CAF (Cancer Associated Fibroblasts) 

(Albanito et al. 2008; Pupo et al. 2012). 

Ces résultats suggèrent des rôles possibles de GPR30 dans le développement de 

métastases du cancer du sein et dans la résistance aux anti-œstrogènes. 

 Cross talk entre GPR30 et IGF-IR (Insulin-like growth factor-I 1.2.1.1.5

Receptor) 

L'expression élevée de l'IGF-IR est associée à de multiples caractéristiques biologiques 

de la progression tumorale, tels que le développement des métastases et la résistance aux 

chimiothérapies (Knowlden et al. 2008). L’interaction entre la voie du récepteur IGF-IR et la 

signalisation médiée par GPR30 est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques 

et dans divers cancers (Kisfalvi et al. 2009; Young et al. 2010). En effet, la coopération entre 

l'IGF-I et les agonistes de GPR30 favorise la réplication de l'ADN, la prolifération et la 

croissance indépendante de l'ancrage dans les cellules pancréatiques tumorales (Kisfalvi et al. 

2009). Il a également été démontré que l’association physique entre IGF-IR et la protéine G 

contribue à la migration des cellules cancéreuses du sein (Akekawatchai et al. 2005). Par 

ailleurs, les ligands d’IGF-IR induisent la phosphorylation du récepteur et le recrutement de 

nombreuses protéines dont les membres de la famille IRS (Insulin receptor substrate) (IRS-1, 

IRS-2) et les molécules adaptatrices comme SHC et Grb2 (Growth factor receptor-bound 

protein 2) (White 1998). Ces nombreuses protéines sont connues pour être impliquées dans 

l'activation des voies de transduction comme les voies MAPK et PI3K qui aboutissent à la 

survie, la prolifération cellulaire, et l'inhibition de l'apoptose (Belfiore et al. 2008; Bartella et 

al. 2012).  

Dans les cellules du cancer du sein ER-α+, il a été démontré que l'IGF-I est capable de 

réguler l'expression et la fonction de GPR30 à travers la voie de signalisation IGF-

IR/PKC/MAPK (Figure 14). De plus, l'inhibition des niveaux protéiques du GPR30 induits 

par l'IGF-I et l’inactivation de son promoteur par un inhibiteur d’ER-α (ICI 182 780) 

suggèrent que l'ER est également impliqué dans ce cross-talk (De Marco et al. 2013). 

L’activation de GPR30 via l’IGF-IR est impliqué à la fois dans la migration cellulaire grâce à 

son gène cible CTGF et à la fois dans la prolifération cellulaire grâce à l’activation de la 

cycline D1 (De Marco et al. 2013). 
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Figure 14 : Cross-talk entre GPR30 et les récepteurs ErbB et IGF-IR
(Lappano et al. 2013) 
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En plus de GPR30, l’IGF-IR agit également sur la signalisation et les réponses biologiques 

médiées par d'autres protéines membranaires comme l’EGFR (van der Veeken et al. 2009). 

Par exemple, des études in vitro et in vivo ont indiqués que les interactions entre IGF-IR et 

EGFR peuvent conduire à la résistance aux molécules qui ciblent EGFR et par conséquent 

avoir des implications pertinentes dans les thérapies anti-cancéreuses (Knowlden et al. 2005; 

Jones et al. 2006). 

 GPR30: biomarqueur du cancer  1.2.1.2

GPR30 semble être impliqué dans les mécanismes cellulaires de nombreuses lignées  

cancéreuses telles que les cellules de cancer du sein MCF7 et SKBR3, les cellules cancéreuses 

de l’endomètre Hec1A et Hec50, les cellules JEG du chorio-carcinome, les cellules du cancer 

de l'ovaire BG-1 (Carmeci et al. 1997; Filardo et al. 2000; Revankar et al. 2005; Thomas et 

al. 2005; Vivacqua et al. 2006; Albanito et al. 2007). De plus, il a été démontré que GPR30 

est exprimé dans des cancers primitifs tels que le cancer du sein et de l'endomètre (Filardo et 

al. 2006; Smith et al. 2007). D’un point de vue fonctionnel,  nous avons vu que GPR30 est 

capable d’induire l’expression de gènes non seulement impliqués dans la prolifération, mais 

également dans la survie et la migration cellulaire. Tout ceci suggère fortement que 

l’expression et/ou l’activation de GPR30 peut jouer un rôle majeur dans le processus de la 

cancérogenèse. 

Plusieurs études ont d’ailleurs mis en avant l’utilisation de GPR30 comme un 

biomarqueur du cancer. En effet, dans une cohorte de 361 tumeurs du sein, une surexpression 

de GPR30 a été positivement corrélée à la taille de la tumeur, à la présence de métastases et à 

la surexpression de HER-2/ neu. De même chez les patientes atteintes de cancer du sein 

résistant au tamoxifène, les niveaux de GPR30 ont été significativement augmentés avec une 

réduction marquée du taux de survie (Ignatov et al. 2011). Cette étude laisse entrevoir 

l’utilisation de GPR30 comme un indicateur d’agressivité du cancer du sein (Filardo et al. 

2006). Dans une autre étude, de fort niveaux d’expression de GPR30 ont été corrélés avec un 

phénotype plus agressif des tumeurs ovariennes associés à de faibles taux de survie (Smith et 

al. 2009). 

In silico, Yang et al, ont montré qu’une forte expression de GPR30 est corrélée à une 

diminution des taux de survie sans récidive dans les cancers du sein du type 

HER2+. Cependant, dans les cancers du type HER2- cette expression est associée à une 

augmentation des taux de survie sans métastases et sans récidive. Par ailleurs, une 
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surexpression d’HER2 dans les cellules MDA-MB231 (ER-) aboutit à une augmentation de 

l’expression de GPR30, cette induction pourrait en partie expliquer l’effet cancérogène de 

GPR30 dans les tumeurs HER2+. Ces résultats suggèrent que les valeurs pronostiques de 

l’expression du GPR30 diffèrent entre les tumeurs HER2 positives et HER2 négatives (Yang 

et al. 2016).  

Enfin, Fahlén et al. ont également démontré qu’une forte expression de GPR30 est 

retrouvé dans les tumeurs malignes du sein contrairement aux tumeurs bégnines. Ceci 

démontre une fois de plus l’implication du GPR30 dans  le cancer du sein et son utilisation 

potentielle en tant que biomarqueur (Fahlen et al. 2016). 
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 Un perturbateur endocrinien: Le Bisphenol A (BPA)  D.

Le BPA est un monomère synthétique utilisé dans la production des plastiques en 

polycarbonate, les revêtements de boites de conserve en résine époxyde, les bouteilles de 

boissons, les biberons, les produits dentaires, le papier thermique etc… Cette molécule est 

également retrouvée dans l’environnement. En effet, l’EPA (Environmental Protection 

Agency) a estimé qu’aux Etats-Unis plus d’un million de tonnes de BPA sont dispersés 

chaque année dans l'environnement. Par conséquent, plus de 90% des Hommes testés ont 

montré dans leurs systèmes des niveaux détectables de BPA avec des niveaux encoreplus 

élevés retrouvés chez les nourrissons et les enfants (Kuroda et al. 2003; Calafat et al. 2005). 

Le BPA est un PE ayant des propriétés œstrogéniques. Il est métabolisé dans le foie par 

glucuronidation via les enzymes UDP-glucuronosyl-transférases qui produisent le principal 

métabolite du BPA: le BPA-glucuronide qui possède une activité œstrogénique plus réduite 

(Vandenberg et al., 2009).  

La forte présence du BPA dans l'environnement, semble être concomitante à la 

prévalence accrue des cancers hormono-dépendants, d’où les nombreuses études évaluant le 

rôle du BPA dans la cancérogenèse, surtout la cancérogenèse mammaire.  

1. Implication du BPA dans le cancer 

 Activité œstrogénique du BPA  1.1

La structure chimique du BPA ressemble à celle de l’œstradiol avec la présence du 

groupement aromatique hydroxyle (cycle phénolique) et d’un squelette hydrophobe 

compatible avec la poche de liaison hydrophobe des ERs (Brzozowski et al. 1997) (       

Figure 15). Le BPA possède deux groupements aromatiques hydroxyles capables d’interagir 

avec ER qui lui confèrent des propriétés œstrogéniques. Ces propriétés sont également 

renforcées par la présence de deux groupements méthyles. En effet, une étude a démontré 

qu’une substitution de ces groupements méthyles par des groupements hydrophiles induit une 

diminution de la force d’interaction avec la partie hydrophobe du récepteur et par conséquent 

une diminution de l’activité œstrogénique (Kitamura et al. 2005).  
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       Figure 15 : Structure chimique du Bisphenol A comparée à celle de l’œstradiol 
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Le BPA possède une activité œstrogénique induisant la prolifération en se liant aux 

récepteurs nucléaires ER mais également aux récepteurs membranaires aux œstrogènes mER 

(membrane-bound ER) et GPR30 avec une affinité beaucoup plus importante pour les 

récepteurs membranaires (Figure 16) (Kuiper et al. 1998; Thomas et al. 2006; Vandenberg et 

al. 2009; Rezg et al. 2014). Des études de liaison ligand-récepteur ont identifié que le BPA est 

capable de se lier à ER-α et à ER-β avec une affinité de liaison dix fois plus forte pour ER-α 

que pour ER-β. Néanmoins, cette affinité reste 2000 fois inférieure à celle de l’E2 (Kuiper et 

al. 1997). De la même manière que les œstrogènes, le BPA influe sur les voies génomiques et 

non-génomiques. En effet, il a été démontré que le BPA  utilisé à des doses de 10-12 M induit 

l’augmentation du calcium intracellulaire, la sécrétion de la prolactine ainsi que la 

phosphorylation des ERK grâce à son interaction avec les mER (Watson et al. 2007). De plus, 

une étude montre que le BPA est capable d’activer et d’induire la voie de signalisation 

GPR30-dépendante en se liant à GPR30 (Thomas et al. 2006). La capacité du BPA à se lier 

aux récepteurs membranaires et à activer les voies non-génomiques pourrait expliquer ses 

effets rapides même à faibles doses (Talsness et al. 2009). 

Le BPA agit sur différentes voies de signalisation et dans différents types cellulaires. 

Par exemple, le BPA induit la prolifération cellulaire et la migration via la voie 

GPR30/EGFR/ERK dans les cellules ER- et SKBR3 (Pupo et al. 2012). Récemment, une 

étude a montré que le BPA augmente l’expression de HOXB9. Cette protéine est impliquée 

directement dans le développement de la glande mammaire et est associé au cancer via l’ER 

de façon ERE-dépendante (estrogen-response-elements) in vitro et in vivo dans les glandes 

mammaires des rates ovarectomisées. En présence du BPA, ER et ses régulateurs, telles que 

les histones méthylases et acétylases, se lient au promoteur ERE de HOXB9, modifient la 

chromatine et induisent l’activation du gène (Deb et al. 2016). A une dose de 10-9 M, le BPA 

est capable de stimuler la prolifération des cellules de cancer de la prostate (LNCaP) 

(Vandenberg et al. 2009). A des doses de 10-9 à 10-12 M, le BPA a un effet prolifératif sur les 

cellules de cancer du testicule (JKT-1) en activant les voies de signalisation impliquant les 

kinases PKA et PKG via le récepteur GPR30 (Bouskine et al. 2009). Ainsi, par ses effets 

œstrogéniques, le BPA joue un rôle dans le développement du cancer du sein en se liant à 

divers récepteurs œstrogèno-dépendants. Dans les MCF7, le BPA se lie sur les ER (α et β) 

exerce ses effets œstrogéniques et induit la prolifération cellulaire en modulant les protéines 

associés au cycle cellulaire les CDK1 / 2 et l’activité de la p38 MAPK (Lee et al. 2014). 

Après une courte exposition de 24 heures le BPA à faible dose de 10-9 M induit
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Figure 16 : Activité œstrogénique du BPA via les différents 
récepteurs cellulaires (Wang et al. 2017). 
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l’augmentation du niveau d’ARNm d’ER-α et des niveaux d’expressions protéique de la 

cycline D1 et de la cycline A2 (Mlynarcikova et al. 2013). Le BPA contribue également à la 

prolifération des cellules MCF7 de manière STAT3-dependante (joue un rôle dans la mitose 

et la croissance cellulaire) (Zhang et al. 2012).  

 En plus des voies œstrogèno-dépendantes, le BPA interagit également avec les 

récepteurs aux androgènes et les récepteurs aux hormones thyroïdiennes (Wetherill et al. 

2007).   

 L’effet du BPA sur le microenvironnement de la glande mammaire 1.2

Le microenvironnement du sein qui entoure les structures épithéliales, est formé de la 

MEC, des cellules endothéliales, des fibroblastes, des adipocytes, des cellules immunitaires et 

des cytokines (Polyak et al. 2010). Le BPA peut influencer le microenvironnement de la 

glande mammaire en exerçant des effets sur les composants de la MEC et sur sa densité, ainsi 

que sur les cellules stromales et les cellules immunitaires (Figure 17). Une réduction de 

l'expression des composants de la MEC et une diminution de la densité des fibres de 

collagène ont été observées dans le compartiment stromal des glandes mammaires des fœtus 

de souris exposées au BPA (Vandenberg et al. 2007; Wadia et al. 2013). Le BPA affecte la 

différentiation et la maturation des adipocytes qui produisent les adipokines responsables du 

développement de la glande mammaire (Vandenberg et al. 2007; Chamorro-Garcia et al. 

2012). Les changements dans la MEC et dans le développement de la graisse perturbent les 

interactions entre les cellules épithéliales et les cellules stromales, entraînant une altération du 

phénotype épithélial mammaire et des lésions néoplasiques. Par ailleurs, le BPA exerce des 

effets cancérogènes en perturbant les cellules immunitaires (Casey et al. 2015). De faibles 

doses de BPA activent la production des chemokines et de la cytokine IL-10 (Interleukin 10) 

aboutissant à des réponses allergiques (Guo et al. 2010). Ils stimulent également la sécrétion 

de plusieurs cytokines dans les macrophages de souris en influençant leurs fonctions 

immunitaires (Yamashita et al. 2005). De plus, une étude a révélé un rôle du BPA dans 

l’augmentation de la sécrétion du BMP (Bone Morphogenic Protein) en présence de l’IL-6, 

aboutissant à l’initiation de la transformation des cellules souches mammaires (Chapellier et 

al. 2015). De manière intéressante, le BPA semble stimuler la sécrétion des cytokines par le 

tissu adipeux. Ainsi, l'accumulation du BPA dans le tissu adipeux du sein induit un micro-

environnement immunosuppressif qui favorise l'émergence et la progression d’un cancer. 
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Figure 17 : Les effets du BPA sur le microenvironnement des cellules épithéliales 
mammaires (Wang et al. 2017) 
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 Effet du BPA sur la glande mammaire 1.3

Le développement de la glande mammaire est un événement à régulation hormonale. 

Plusieurs facteurs peuvent déréguler sa croissance et rendre la glande mammaire plus sensible 

à la transformation cellulaire. Parmi ces facteurs, l'exposition périnatale aux xénœstrogènes 

comporte un risque accru de développer un cancer du sein. Récemment Gomez et al, ont 

exposés des rates gestantes au BPA par voie orale pendant leur période gestationnelle. Leurs 

descendantes ont été ovarectomisées et traitées à l’E2 pour trois mois afin de voir l’effet d’un 

traitement hormonal substitutif aux œstrogènes après une exposition périnatale au BPA sur la 

glande mammaire. Après 3 mois de traitement, les descendantes ont développé une forte 

hyperplasie ductale et lobulaire comparées à celles qui ont subi le traitement substitutif seul 

(Gomez et al. 2017). En conclusion, l'exposition périnatale au BPA augmente la susceptibilité 

de la glande mammaire à développer des lésions hyperplasiques lorsqu'elles sont confrontées 

à un traitement hormonal plus tard dans la vie. 

De même, Mandrup et al ont trouvé qu’une exposition périnatale à de faibles doses de 

BPA induit une augmentation de la croissance de la glande mammaire chez les descendants 

mâles et une hyperplasie intraductale chez les descendantes femelles. L'hyperplasie 

intraductale observée chez les rates pourrait être associée à un risque accru de développer des 

lésions hyperplasiques, qui sont parallèles aux premiers signes de néoplasie mammaire chez 

les femmes (Mandrup et al. 2016).  

Finalement, les connaissances actuelles sur les effets du BPA à faibles doses sur la 

glande mammaire indiquent que les Hommes ne sont pas suffisamment protégés de cette 

exposition par rapport aux risques qu’ils ont de développer un cancer du sein. 

 Les effets épigénétiques du BPA 1.4

Des études indiquent que la régulation épigénétique est un mécanisme crucial dans les 

effets cancérogènes du BPA. Le traitement par de faibles doses de BPA aboutit à une 

augmentation de l’expression de l’histone methyltransferase EZH2 (Enhancer of Zeste 

Homolog 2) qui participe à la méthylation de l'ADN et donc à la répression transcriptionnelle 

dans les cellules cancéreuses du sein (Doherty et al. 2010). De même, une exposition à de 

faibles doses de BPA induit une augmentation de la méthylation de l'ADN dans les régions 

promotrices des LAMP3 (lysosomal-associated membrane protein 3) et donc une diminution 

de son expression dans les cellules épithéliales primaires et les cellules cancéreuses du sein 

(Weng et al. 2010). LAMP3 est connu pour son rôle dans l’immunité adaptative. Par ailleurs, 
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il a été suggéré que les changements induits par le BPA dans les niveaux d'expression des 

miRNA dans les cellules placentaires pourrait expliquer l’effet du BPA sur la glande 

mammaire après une exposition périnatale (Avissar-Whiting et al. 2010). De plus, les effets 

épigénétiques observés après une exposition au BPA des cellules de l'hypothalamus, qui 

contrôlent les niveaux d’hormones ovariennes, pourrait également contribuer aux effets 

néfastes du BPA sur le développement de la glande mammaire (Warita et al. 2013). Une autre 

étude a démontré que le BPA pourrait provoquer de nombreux changements de méthylation 

au niveau de l'ADN génomique en augmentant les niveaux de l'histone méthyltransférase dans 

le promoteur de l'alpha-lactalbumine dans les glandes mammaires de rates néonatales 

(Dhimolea et al. 2014).  

Les changements épigénétiques à grande échelle liés à l'exposition au BPA peuvent 

conduire à des modifications au niveau de l'expression des gènes, des hyperplasies 

intraductales, et par conséquent des carcinomes canalaires in situ chez les adultes. 

 BPA et cellules souches 1.5

Une étude a montré que le BPA, à des doses aussi faibles que 1 nM, est capable 

d’altérer la différenciation précoce des cellules souches embryonnaires hESC (Human 

embryonic stem cells) en cellules épithéliales mammaires. Les effets néfastes du BPA sur la 

différenciation des hESC se sont manifestés par des niveaux accrus de marqueurs 

moléculaires de pluripotence (Nanog et Oct4)  ainsi que des niveaux réduits de marqueur des 

cellules épithéliales mammaires (E-cadhérine). De plus, ces modifications semblent avoir un 

rôle de promoteur du cancer dans les cellules épithéliales mammaires (Yang et al. 2013). Une 

autre étude indique qu’un retard de maturation des alvéoles et une modification dans la 

composition des protéines de lait ont été trouvés chez des rats exposés périnatalement au BPA 

suggérant ainsi que le BPA a le potentiel d'affecter la différenciation des cellules souches 

mammaires MaSCs (Mammary stem cells) (Altamirano et al. 2015). En complément, Wang et 

ses collègues ont également constaté que le BPA administré à une faible dose orale 

quotidienne modifie la fonction des MaSC dérivés de souris adultes et est associé à un profil 

génétique de lésions néoplasiques précoces. In vivo, la transplantation de MaSC 

préalablement exposées au BPA dans le tissu graisseux du sein provoque une hyperplasie 

canalaire dans les glandes régénérées. Ainsi, les modifications générées par le BPA sur les 

MaSC ou sur les cellules progénitrices contribuent fortement à la carcinogenèse mammaire 

(Wang et al. 2014).  
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Par ailleurs, des cellules MCF-7 (ER-) traitées avec des doses physiologiques de BPA 

(10 nM)  acquièrent l’expression d’un marqueur spécifique aux cellules souches, ALDH1, et 

une augmentation de la capacité à former des mammosphères de plus grandes tailles (Lillo et 

al. 2017). Ces effets n’ont pas été observés chez les MDA-MB-231 (ER-). D’un point de vue 

mécanistique dans les mammosphères des MCF-7, l’effet du BPA passe par la 

phosphorylation du facteur de transcription CREB (cAMP response element-binding protein) 

qui va alors se lier à l’activateur de SOX2 (marqueur moléculaire de pluripotence) et ainsi 

induire son expression ARNm et protéine. Cette étude suggère que cette signalisation est 

médié par les récepteurs non-classiques aux œstrogènes les mER. En conclusion, des doses 

physiologiques de BPA renforcent les cellules cancéreuses ER+ en stimulant leur activité 

stem-like par la régulation de la transcription de SOX2 (Lillo et al. 2017).  

 Le BPA et son implication dans la progression du cancer et la métastase  1.6

De nombreuses études sur les animaux ont démontré que l'exposition prénatale au BPA 

provoque une perturbation du tissu mammaire et augmente la sensibilité au cancer du sein 

(pour revue (Rochester 2013)). Le BPA est également associé au processus de l’EMT et de la 

progression tumorale. En effet, Kim et al. ont démontré que le BPA a le potentiel d’induire le 

développement métastatique du cancer de l'ovaire en régulant les marqueurs de l’EMT et de la 

migration de manière ER-dépendante tout en réprimant l’E-cadhérine d’une part et en activant 

en activant Snail, la vimentine et la MMP-9 d’autre part (Kim et al. 2015). Le BPA à une dose 

environnementale (10-8 M) promeut la migration des cellules épithéliales normales du côlon 

(NCM460) en activant la voie de signalisation ERβ/integrinβ1/MMP-9 suggérant que la 

présence du BPA dans le colon pourrait être un risque potentiel de cancer (Shi et al. 2016). 

Dans les cancers du sein ER-, le BPA est également impliqué dans la stimulation de l’EMT et 

dans l’augmentation du risque métastatique. Par exemple, in vitro dans les cellules SKBr3, le 

BPA à 10-8 M réprime FOXA1, dont la répression est essentielle pour l’induction de l’EMT, 

via l’activation de la voie PI3K/AKT et donc stimule la mobilité cellulaire de l’EMT (Song et 

al. 2010; Zhang et al. 2015). De plus, l’effet du BPA est retrouvé dans les cellules 

cancéreuses de l’endomètre et dans les cellules cancéreuses colorectales en induisant (1) 

l’expression du gène COX-2 par l’activation de la voie MAPK et (2) l’expression de la N-

cadhérine et le facteur de transcription Snail par la voie AKT. (Chen et al. 2015; Wang et al. 

2015). Une exposition chronique de 60 jours à de faibles doses au BPA (10-10 M) promeut la 

différenciation cellulaire des cellules épithéliales mammaires MCF10A vers un phénotype 
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myoépithélial. Ceci implique la voie de signalisation BMP via la phosphorylation des SMAD 

(Clement et al. 2017).  

 

En conclusion, les effets du BPA médiés par ses récepteurs (ERα, ERβ, mER et GPR30) 

peuvent agir non seulement sur la prolifération cellulaire et la différentiation des cellules 

souches mais peuvent également induire des altérations épigénétiques et 

microenvironnementales de la glande mammaire promouvant ainsi la cancérogenèse 

mammaire (Figure 18). 
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 Un hydrocarbure aromatique polycyclique :  E.

Le Benzo[a]pyrène (B[a]P)  

Le benzo[a]pyrène (B[a]P) est une molécule génotoxique pro-cancérogène trouvée dans 

la fumée de cigarette, les aliments cuits et diverses combustions des gaz, tels que les gazs 

d’échappements de véhicules (Gelboin 1980; Hecht 2002). Le B[a]P a été classé en 2010 

comme un cancérogène pour l'Homme (IARC 2010). Le B[a]P est une molécule lipophile, 

capable de pénétrer dans le cytoplasme à travers la membrane et de s’accumuler dans divers 

organes (Sureau et al. 1990).  

1. Le métabolisme du B[a]P 

Le B[a]P est métabolisé dans le foie par les enzymes de la phase I et de la phase II. 

 Ces métabolites sont des cancérogènes, qui sont hautement réactifs et capables de 

former des adduits sur l’ADN par liaisons covalentes (Sims et al. 1974; Kapitulnik et al. 

1978; Gelboin 1980). Le B[a]P se lie au récepteur nucléaire AhR qui est localisé dans le 

cytoplasme (Shimizu et al. 2000). Cette interaction provoque l’activation d’AhR qui se 

transloque dans le noyau et se lie aux éléments de réponse aux xénobiotiques des promoteurs 

des gènes cibles CYP1A1 et CYP1B1 pour induire leur expression (Fujii-Kuriyama et al. 

2005; Ramadoss et al. 2005) (Figure 19). Les enzymes métaboliques CYP1A1 et CYP1B1 

sont impliquées dans la phase I du métabolisme du B[a]P (Schrenk 1998). En effet, CYP1A1 

et CYP1B1 transforment, grâce à des mécanismes complexes, le B[a]P en plusieurs 

métabolites. Ces différents métabolites passent ensuite par la phase de détoxification via les 

enzymes de la phase II afin d’être plus hydrophiles pour être excrétés par voie urinaire ou 

fécale. Parmi ces métabolites, certains ne sont pas conjugués par les enzymes de la phase II et 

sont nocifs pour l’organisme. L’un des métabolites le plus connu pour être nocif est 

l’intermédiaire cancérogène le BPDE ((±) -anti-benzo [a] pyrène-7,8-diol-9,10-époxyde) 

provenant de plusieurs oxygénations successives du B[a]P.  Cette molécule reste réactive et 

possède un fort pouvoir électrophile qui lui permet de former des adduits sur les sites 

nucléophiles de l’ADN, notamment sur les sites des guanines (Chiang et al. 2009). D’autres 

intermédiaires métaboliques telles que les quinones ne sont pas mutagènes mais sont capables 

de générer des ROS et d’induire des effets cytotoxiques (Wislocki et al. 1976; Zhu et al. 

1995).  
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Figure 19 : Le métabolisme du benzo[a]pyrène (Shiizaki et al. 2017) 
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2. L’implication du B[a]P dans les cancers 

L’effet cancérogène du B[a]P est principalement dû à la capacité de ses métabolites à 

former des adduits sur l'ADN qui provoquent des altérations cytogénétiques, des ruptures de 

l'ADN, des lésions de l'ADN, et des mutations spécifiques au niveau des oncogènes et des 

gènes suppresseurs de tumeurs (Morris et al. 1992; Rundle et al. 2000; IARC 2012). Outre 

son mécanisme génotoxique, le B[a]P semble également induire une cancérogénicité par 

plusieurs modes d'action tels que l’induction de la voie de signalisation de l’AhR, le stress 

oxydatif (ROS),et les modifications épigénétiques (IARC 2012). Le B[a]P a un effet 

cancérogène dans de multiples tissus et induit principalement le cancer du poumon, de la 

peau, du foie, de l’estomac et de la glande mammaire (IARC 2010).  

 L’initiation d’un cancer et le B[a]P 2.1

Les intermédiaires métaboliques du B[a]P sont capables d’induire des lésions à l’ADN 

qui peuvent aboutir à des mutations génétiques. De manière générale, les lésions génotoxiques 

favorisent l’initiation du cancer. 

In vivo, dans des tumeurs pulmonaires des souris exposées aux B[a]P, des transversions 

G T et des transitions G A ont été observées au niveau du codon 12 de l’oncogène K-Ras 

ainsi qu’une présence élevée d’adduits à l’ADN (Mass et al. 1993). Des mutations similaires 

de K-Ras ont été retrouvées dans des tumeurs pulmonaires de personnes ayant été exposées 

aux fumées de combustion de charbon durant leur travail (IARC 2010). De plus, dans des 

cellules épithéliales bronchiques humaines normales, le BPDE est capable de se lier à la 

guanine ou à l'adénine dans les codons 12 et 14 de l’oncogène K-ras. Le BPDE va alors 

induire une mutation au sein de K-ras qui favorisera sa fonction oncogénique (Feng et al. 

2002). Le B[a]P peut induire également une cancérogenèse pulmonaire (Kasala et al. 2015). 

Le B[a]P semble également jouer un rôle dans le cancer de la peau. En effet, des souris 

exposées aux B[a]P développent des papillomes et des liaisons pré-néoplasiques cutanées 

dans lesquels sont retrouvés des mutations du proto-oncogène Ha-Ras (Wei et al. 1999; 

Chakravarti et al. 2008).  

L’exposition au B[a]P ou au BPDE provoque des mutations identiques, in vitro et in 

vivo,  au niveau du gène suppresseur de tumeur TP53 soulignant ainsi le rôle du B[a]P dans 

cette pathologie (Ruggeri et al. 1993; Denissenko et al. 1996). Les mutations observées au 

sein du gène TP53 sont également retrouvées dans les cancers pulmonaires humains induits 
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par le tabac (Shen et al. 2006). Par ailleurs, il a été démontré que l’inhalation des 

carcinogènes environnementaux tel que le B[a]P sur des souris transgéniques induit une 

mutation au niveau du gène suppresseur de tumeur TP53 favorisant le développement d’un 

cancer (Aoki 2017). 

Il a été démontré in vitro que le B[a]P joue un rôle important dans l'initiation de la 

tumeur du sein et dans la transformation des cellules non-cancéreuses en cellules 

précancéreuses, (Calaf et al. 1993; Siriwardhana et al. 2008). Une étude a démontré que des 

mutations induites par le B[a]P dans les cellules MCF-7 peut induire la formation de CSC 

(Shim et al. 2015). De plus, l'activation des voies de transduction du signal B[a]P-dépendants 

interfèrent dans les processus biologiques également impliqués dans la migration et l’invasion 

des cellules non-cancéreuses, des cellules cancéreuses et des cellules de cancer du sein TNBC 

(Castillo-Sanchez et al. 2013; Guo et al. 2015; Novikov et al. 2016)  

 La promotion d’un cancer et le B[a]P 2.2

En plus de son rôle d’initiateur de la cancérogenèse, le B[a]P joue aussi le rôle de 

promoteur d’où sa classification comme un cancérogène complet. L’immunotoxicité du B[a]P 

explique en partie son impact sur la cancérogenèse. En effet, les mutations observées sur le 

gène TP53 aboutissent à une immunosuppression. De plus, le B[a]P pourrait déréguler les 

voies de signalisation du récepteur aux antigènes en augmentant le taux du calcium 

intracellulaire au niveau des globules blancs notamment les lymphocytes et les monocytes. Un 

lien existe entre la concentration du calcium et l’activation de la protéine kinase C qui est 

connue pour être impliquée dans la promotion du cancer. Par ailleurs, les tissus lymphoïdes 

périphériques expriment des niveaux faibles d’enzymes de la phase II, utiles pour la phase de 

détoxification dans le métabolisme du B[a]P comme vu précédemment. Cette défaillance 

pourrait affecter les lymphocytes en les exposants directement aux métabolites électrophiles 

non conjugués (IARC 2010). Une étude chez l’enfant a montré que l’exposition aux PAH 

atmosphériques est liée à une méthylation au niveau des gènes impliqués dans la réponse 

immunitaire et qui, en conséquent, influence la fonction des cellules immunitaires (Walker et 

al.). D’autre part, les PAH ont la capacité de créer un environnement inflammatoire qui 

favorise la croissance tumorale.   

Le B[a]P est également capable de déréguler le cycle cellulaire et d’altérer les jonctions 

gap affectant ainsi l’adhésion cellulaire au niveau des cellules de l’endomètre (IARC 2010). 

L’implication des ROS dans la cancérogénicité du B[a]P a été démontrée in vivo et in vitro en 
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induisant la migration et l’invasion des cellules du cancer du sein. En effet, après une 

exposition de ces cellules au B[a]P, une augmentation des niveaux de ROS a pu activer la 

voie de signalisation ROS/ERK/MMP9, suggérant un rôle de l’exposition cumulative au 

B[a]P dans la métastase de cancer du sein (Guo et al. 2015). Ainsi, l’environnement contenant 

un mélange de molécules environnementales pourrait augmenter l’effet inducteur et/ou 

promoteur du B[a]P lorsque ces molécules possèdent une forte affinité pour AhR capable 

d’influencer l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs et de proto-oncogènes (Tarantini 

et al. 2011).  

 Les effets épigénétiques du B[a]P 2.3

Du côté épigénétique, le B[a]P diminue les niveaux globaux de méthylation de l'ADN 

de manière dose-dépendante dans divers systèmes in vitro (Wojciechowski et al. 1984; Huang 

et al. 2014). Ceci peut-être expliqué par l'inhibition de l’enzyme qui catalyse le transfert de 

groupes méthyle de la S-adénosyl-L-méthionine en cytosine potentiellement causée par les 

adduits du B[a]P sur l’ADN (Wojciechowski et al. 1984). Dans des cellules épithéliales 

bronchiques humaines exposées au B[a]P, une hyperméthylation des îlots CpG ainsi qu’une 

régulation négative de l'expression du gène suppresseur de tumeur p16INK4α ont été 

observées (Yang et al. 2012). Toujours dans des cellules épithéliales bronchiques mais cette 

fois transformées suite à une exposition au BPDE, une surexpression de deux miRNA ayant 

des propriétés oncogéniques (le miR-22 et le miR-494) ont été mis en avant. Ces miRNA 

ciblent le gène suppresseur de tumeur PTEN et diminue par conséquent son expression 

protéique (Liu et al. 2010; Liu et al. 2010). L’induction de l’expression du miRNA-892a, 

connu pour cibler et réprimer le gène CYP1A1, entraine une mort cellulaire suite à l'exposition 

au B[a]P. Dans les cellules MCF-7 du cancer du sein, ce miRNA est réprimé (Choi et al. 

2012). Il a été démontré que l'exposition au B[a]P entraîne une activation de 27 miRNA 

différents, dont 7 (miR-25, miR-15a, miR-16, miR-92, miR-125b, miR-141 et miR-200a) qui 

sont connus pour inhiber l’expression du gène suppresseur de tumeur TP53 (Gordon et al. 

2015).  

En conclusion, le B[a]P est un puissant cancérogène en partie dû à ses mécanismes 

génotoxiques induisant non seulement des adduits sur l’ADN et des mutations génétiques 

mais également des modifications épigénétiques spécifiques.  
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Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés pour le cancer du sein, et une partie 

importante de ces facteurs est attribuée à l’environnement. Certaines molécules 

environnementales, telle que le B[a]P peut intervenir dans le processus de cancérogenèse en 

agissant comme un agent initiateur de part son effet génotoxique, et ainsi induisant des 

mutations et des modifications au niveau de l’expression de gènes. D’autres molécules 

comme le BPA, possédant une activité estrogénique-like (xéno-estrogènes) agissent comme 

perturbateur endocrinien. 

Dans ce contexte, il est donc important de comprendre le rôle que peut jouer 

l'exposition environnementale qui est une exposition chronique, à faibles doses et 

multifactorielle dans la cancérogenèse mammaire. 

Le premier objectif de ma thèse est d’explorer l’impact d’une exposition chronique à de 

faibles doses de BPA et/ou B[a]P sur l’agressivité d’une lignée cellulaire précancéreuse 

mammaire MCF10AT1 du modèle humain de progression tumorale MCF10. 

Ce modèle humain de progression tumorale du cancer du sein, comprend trois lignées: 

la lignée cellulaire MCF10A immortelle, non transformée, et non tumorigénique (bénigne) ; la 

lignée MCF10AT1 immortelle, transformée, et prémaligne dérivée de la transfection des 

MCF10A par l’oncogène T24 Ha-ras ; la lignée MCF10CA1a.cl1 invasive, maligne et 

métastatique établie à partir de xénogreffes des cellules MCF10AT1 (Figure 20). 

 

 
Figure 20 : Le modèle humain MCF10 de la progression tumorale du cancer du sein 

 

Les cellules MCF10AT1 sont des cellules du sein immortelles, transformées, ER(-), 

PR(-), HER2(-) représentant un carcinome canalaire in situ, n'ayant pas encore développé une 

capacité à envahir les canaux ou lobules du tissu mammaire, ni à développer de métastases. 

Ces cellules représentent une forme pré-invasive de cancer du sein, souvent considérée 
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comme une forme transitoire dans l’histoire naturelle du cancer du sein. Les MCF10AT1 

représentent donc des cibles potentielles pour l’étude de l’impact d’une exposition chronique 

à des carcinogènes environnementaux.  

Dans ce programme de recherche, nous avons exposé les cellules précancéreuses 

MCF10AT1, au BPA et/ou B(a)P de façon à imiter au mieux l’exposition environnementale 

(exposition faible dose et chronique d’un mélange de molécules environnementales ayant des 

mécanismes d’action différents) afin d'explorer à divers niveaux (cellulaire, moléculaire) 

l’impact de cette exposition sur l’agressivité cellulaire. 

Le deuxième objectif est d’explorer si la combinaison de ces deux molécules (possédant 

deux mécanismes d’action distincts), qui imite l’exposition environnementale multifactorielle, 

conduit a un effet potentialisé par rapport à l’exposition aux molécules seules. 

Le troisième objectif est d’identifier et de prévenir les mécanismes moléculaires et 

cellulaires associés à cette exposition. 

Cette étude nous permet d'approfondir nos connaissances quant à l'impact de ces deux 

molécules largement dispersées dans notre environnement sur la cancérogenèse mammaire; et 

permet d’identifier des nouveaux biomarqueurs moléculaires associés à cette exposition qui 

pourrait être utilisé pour prévenir l’impact environnemental. 
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Abstract  

 

Background:  

It is of most importance to decipher the role of chronic and low-dose exposure of 

environmental carcinogens in the tumor progression of breast cancer. Bisphenol A (BPA), an 

endocrine disruptor, and Benzo[a]pyrene (B[a]P), a genotoxic agent, represent a real issue 

among the environmental risk factors for breast cancer. 

 

Objectives:  

We aimed at (i) investigating the impact of chronic and low doses exposures of the mammary 

pre-cancerous MCF10AT1 cell line to BPA and/or B[a]P (ii) exploring whether the 

combination of two molecules with two distinct mechanisms of action has a greater impact 

than the molecules tested alone; (iii) identifying the associated molecular mechanisms. 

 

Methods:  

Impact of long-term and cumulative exposures of MCF10AT1 cells to BPA and/or B[a]P (10-

10 M) was tested on the following cancerous properties: (i) anchorage independent growth (ii) 

cancer stem-like properties. Involvement of the AhR and GPR30 receptors was investigated 

using agonists (G1, ITE), antagonists (G15, GNF351) and siRNA, gene reporter or RT-qPCR 

approaches. 

 

Results:  

BPA and/or B[a]P chronic exposure of MCF10AT1 cells induces in a time-dependent manner 

increased cellular  aggressiveness, with a greater effect observed for the (BPA + B[a]P) 

combination. A new functional interplay between AhR and GPR30 was revealed as their 

inhibition can both block the deleterious effects of BPA and/or B[a]P. The GPR30/AhR gene 

expression signature is of poor prognosis in breast cancer, whereas GPR30 or AhR mRNA 

levels were poorly informative.  

 

Conclusion:   

This study may allow to identify potential targets for the development of new preventive 

strategies capable of blocking mammary carcinogenesis due to chronic exposure to BPA 

and/or B[a]P. 
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Introduction 

Tumor progression of human breast epithelial cells from non-cancerous to pre-malignant and 

of precancerous mammary cells to malignant stages is a multiyear, multistep, and multipath 

disease process. More than 85% of breast cancers are sporadic and attributable to long-term 

exposure to environmental factors, such as chemical carcinogens (Guengerich 2000; DeBruin 

et al. 2002; Hecht 2002; Kelloff 2005; Roukos et al. 2007). Given the emerging evidence that 

common environmental carcinogens play a significant role in cancer (Leffall L 2009) 

increased attention has been paid to molecular mechanisms through which pollutants affect 

tumor formation, invasion and/or progression (Benigni et al. 2011; Rudel et al. 2011; 

Williams 2012). The identification of such molecular mechanisms would have several social 

and environmental consequences, as it would allow the identification of human biomarkers of 

environmental carcinogen exposure that could be used for breast cancer prevention. While 

most of previous studies investigated carcinogens at high doses of micro- to milli-molar 

concentrations (Guengerich 2000; Mehta 2000; Caruso et al. 2001; DeBruin et al. 2002; 

Jaiswal et al. 2013), it is imperative to take a chronic, low-dose approach to reveal 

environmental mammary carcinogens, at physiologically-achievable levels, capable of 

inducing human breast cell tumor progression. As the combination of several environmental 

molecules may induce an additive/synergistic effect or a greater adverse effect than the use of 

individual compounds, preclinical studies mimicking natural environmental exposure by 

assessing combination of individual environmental factors possessing distinct mechanisms of 

action are of utmost interest. Finally, the choice of a relevant cellular model is crucial for in 

vitro studies, and previous investigation have been conducted on human mammary epithelial 

cells or on human breast cancer, thus investigating the impact of environmental factor on the 

earlier and later stages of carcinogenesis (Siriwardhana et al. 2008; Hall et al. 2010; Song et 
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al. 2010; Jaiswal et al. 2013; Rathore et al. 2013; Clement et al. 2016; Al-Dhfyan et al. 2017). 

Few is known on the impact of environmental exposure to the breast precancerous stage. 

Benzo[a]pyrene (B[a]P), a family member of poly-cyclic aromatic hydrocarbons 

(PAH), is considered a tobacco, environmental, and dietary chemical carcinogen (Morris et al. 

1992; Rundle et al. 2000; Rubin 2001; Grover 2002; Wogan et al. 2004) listed as a Group 1 

carcinogen by the IARC (IARC 2012). B[a]P is detected at picomolar concentrations in body 

fluids and tissues of cancer patients (Obana et al. 1981; Hecht et al. 1999; Besaratinia et al. 

2002). B[a]P participates to the development of human breast cancer because its metabolites 

form strong DNA-adducts that cause DNA lesions (Morris et al. 1992; Shou et al. 1993; 

Rundle et al. 2000; Caruso et al. 2001). As PAH-derived DNA-adducts alone are insufficient 

for inducing human breast cancer (Guengerich 2000; Rundle et al. 2000; Caruso et al. 2001), 

B(a)P probably induces carcinogenicity through many other modes of action, one of which is 

its binding and activation of the aryl hydrocarbon receptor (AhR) (IARC 2012). AhR is a 

ligand-activated transcription factor that upon ligand activation is able to bind and activate 

specific DNA-recognition element (XRE). The XRE has been mapped to AhR-target genes, 

including those for xenobiotic metabolizing enzymes such as cytochrome P450 1A1 

(CYP1A1) (Fujii-Kuriyama et al. 2005), which is capable of generating mutagenic 

intermediates and postulated to play important roles in activating the carcinogenic functions 

of environmental factors (Smith et al. 1995; Huang et al. 1996; Imbert et al. 1996; Shimada et 

al. 1996; Kuukasjarvi et al. 1997; Ciolino et al. 1999; Fujita et al. 2001; Shimada et al. 2001; 

Nebert et al. 2004; Baird et al. 2005; Hughes et al. 2008). The AhR/CYP1A1 pathway seems 

to in participate to carcinogenesis by mediating expansion of breast cancer stem cells and the 

transcriptional activity of AhR is mainly involved in such effects (Al-Dhfyan et al. 2017). 
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Short-term and millimolar dose of B(a)P have been observed to induce aggressiveness 

and transformation  of human mammary epithelial cells (Calaf et al. 1993; Russo et al. 2002; 

Guo et al. 2015). The impact of chronic and low-doses exposure of these cells to B(a)P was 

barely investigated, but seems to foster progression towards the precancerous substage by : (i) 

conferring increased mesenchymal, stem-like, and anchorage-independence growth properties 

(Siriwardhana et al. 2008; Rathore et al. 2012; Rathore et al. 2013; Pluchino et al. 2014) by 

preventing Bone morphogenetic protein 2 (BMP2)-mediated luminal progenitor commitment 

and expansion (Clement et al. 2016).  

Bisphenol-A (BPA) is a monomer of polycarbonate plastics widely used in the 

manufacture of numerous consumer products and BPA exposure to humans occurs mainly 

through the oral route due to the leaching of BPA in food and beverage containers, but non-

dietary sources such as dust, air and cosmetics are also relevant (Giulivo et al. 2016). BPA has 

been the focus of widespread concern due to the fact that it interferes with endocrine signaling 

pathways even at extremely low doses, and thus belongs to the endocrine disrupting 

compounds (EDC) (Delfosse et al. 2014; Seachrist et al. 2016) BPA has a similar structure as 

the highly potent estrogen receptor (ER) agonist diethylstilbestrol, binds classical nuclear ER 

alpha and beta (ERα and β), binds the G protein-coupled receptor 30 (GPR30)/GPER1, a 

transmembrane receptor that mediates non-genomic estrogenic actions (albeit with lower 

affinity) and also the pregnane X receptor (PXR) (Thomas et al. 2006; Delfosse et al. 2014). 

Although several in vivo studies reported a carcinogenic potential of BPA (reviewed in 

Seachrist et al. 2016), the World Health Organization indicated that there is currently 

insufficient evidence on which to judge the carcinogenic potential of BPA (FAO/WHO et al. 

2011).  In vitro studies have however found that BPA causes adverse effects in noncancerous 

mammary epithelial cells (Fernandez et al. 2010; Marchese et al. 2012) or in breast cancer 

cell lines, including increased cell proliferation, oxidative stress and alterations of cell 
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signaling pathways involved in carcinogenesis (Wetherill et al. 2007; Jenkins et al. 2012). 

Most of these studies focused on short-term exposures to BPA ranging from 10-4 to 10-9 M. 

Considering the BPA concentration in human serum (0.2–1.6 ng/mL; 0.88–7.0 nM) (Sajiki et 

al. 1999; Takeuchi et al. 2002), is thus of utmost interest to study the impact of chronic and 

low doses exposure of BPA on breast tumor progression. To date, only one recent report has 

reported that chronic low-dose exposures (10-10M) of human mamary epithelial cells to BPA 

has little effect on epithelial stem cells properties but prevents the maintenance of stem cells 

features prompted by BMP4 (Clement et al. 2016). 

Altogether, few is known about the impact of chronic and low-doses exposures of 

B(a)P or BPA on tumor progression, and the previous studies have mainly investigated such 

impact on the early stage of carcinogenesis (non-transformed epithelial cells) (Siriwardhana et 

al. 2008; Rathore et al. 2012; Rathore et al. 2013; Pluchino et al. 2014; Clement et al. 2016). 

The effects of long-term, accumulative exposure to BPA or B(a)P on the precancerous 

substage needs, however, to be addressed. Another important issue is to decipher whether 

combination of BPA and B(a)P, each compound possessing distinct mechanisms of action, 

induces any additive/synergistic effect on tumor progression. 

The aim of this study was to investigate: (i) whether chronic and low-doses exposure 

to B(a)P and/or BPA triggers the progression of precancerous breast cells to a more 

aggressive/cancerous stage; (ii) whether the combination of B(a)P and BPA enhances the 

effect of each compound tested individually. The MCF10AT1 precancerous breast cells 

(representing the transformed, premalignant stage in the MCF10 unique model of breast 

cancer progression (Dawson et al. 1996; Miller 2000), to our knowledge, has never been used 

to test the impact of chronic and low-dose exposure to environmental pollutants. We 

investigated long-term and cumulative exposures (60 days, 20 passages) of the MCF10AT1 

cells to BPA and B[a]P, at physiologically-achievable concentrations (10-10 M), alone or in 
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combination. Exposed cells were frozen every 2 weeks during the 60 days chronic exposure, 

in order to investigate the kinetics of acquisition of the aggressive phenotype. In order to 

identify endpoints reflecting B(a)P- and/or BPA-induced progression to malignancy, we 

explored the acquisition of different cancerous properties of the exposed MCF10AT1: (i) 

anchorage independent growth (AIG), a hallmark of carcinogenesis associated with 

aggressiveness and metastasis in malignant cells; (ii) cancer stem-like properties, as 

cumulating data evidenced that cancer stem-like cells are involved in generating and 

maintaining pre-malignant and malignant lesions (Farnie et al. 2007; Charafe-Jauffret et al. 

2008; Kakarala et al. 2008). We then sought to investigate in MCF10AT1 cells the 

involvement of AhR and GPR30 receptors in the B(a)P and/or BPA mediated-effects, and 

whether a functional interplay exists between these two receptors. The present study newly 

reveals that long-term and low-doses exposure to BPA and B(a)P affects the aggressiveness of 

the precancerous cell line MCF10AT1, by triggering increased AIG and increased 

mammospheres formation efficiency (MFE). Our data also new highlighted the existence of a 

functional cross talk between AhR and GPR30 in mediating the deleterious effects of chronic 

and low dose exposure to BPA and or B(a)P.  
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Methods  

 

Cell culture  

Human breast precancerous MCF10AT1 and cancerous MCF10CA1a.cl1 cells (Karmanos 

Institute, Detroit, USA) were purchased from (Karmanos Institute, Detroit, USA) and 

maintained in complete DMEM/Ham’s F12 medium with 5% horse serum (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) and additional supplements: 100 ng/mL cholera enterotoxin, 10 

mg/mL insulin, 0.5 mg/mL hydrocortisol, 20 ng/mL epidermal growth factor (Sigma, Saint 

Louis, USA) 100 units/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin. MCF-7 cells were 

purchased form ATCC (Teddington, UK) and grown according to the recommendations. 

HG5LN PXR a cell line that express PXR, cells were grown in DMEM containing phenol red 

and 1g/l glucose with 5% fetal calf serum (FCS) and additional supplements:  1 mg/ml G418 

and 0.5μg/ml puromycin (Lemaire et al. 2007). 

 

Reagents  

B[a]P and BPA were purchased from Sigma (Saint Louis, USA). 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-

p-dioxin (TCDD) was purchased from LGC Standard (Molsheim, France). G1, G15 and ITE 

were from TOCRIS Bioscience (Bristol, UK); GNF from Calbiochem (Billerica, USA); stock 

solutions were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO) for all chemicals except BPA which 

was dissolved in ethanol (EtOH). The concentration of stock solutions was 10-2 M for all 

reagents, except 10-4 M for TCDD.  

  

Establishment of the chronically exposed cellular model and culture conditions  

MCF10AT1 cells were chronically exposed or not to 10-10 M of B(a)P or to 10-10 M BPA, 

alone or in combination, during 60 days ( 20 passages) in phenol red-free DMEM/Ham’s F12 
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medium with 5% steroid-depleted, dextran-coated and charcoal-treated horse serum, the 

above-mentioned supplements and was further referred to as DCC medium. Unexposed 

MCF10CA1a.cl1 cells were grown concomitantly in the same medium for 60 days and named 

MCF10CA1a.cl160d. Media and exposure were changed every 2 days. Cells were frozen every 

2 weeks.  

 

Anchorage independent growth (AIG) 

Anchorage independent growth was assessed by soft agar assay as previously described 

(Vendrell et al. 2012). Single-cell suspensions (75 x 103) were seeded in soft agar, and 

colonies were counted after 3 weeks of incubation. 

 

Mammosphere formation efficiency (MFE) 

Single-cell suspensions were seeded using non-adherent mammosphere culture conditions 

(Dontu et al. 2003). After 7 days, primary mammospheres (PMs) were counted, collected, 

trypsinized and replated for 10 days in nonadherent culture conditions to generate second-

generation mammospheres. The culture media were replenished every 2 to 3 days.  

 

RNA extraction and Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

Total RNA extraction, reverse transcription and RT-qPCR measurements were performed as 

described previously (Vendrell et al. 2012; Chapellier et al. 2015). RNA lysates were 

extracted after exposure with G1 10-6 M, TCDD (10-7 M and 10-8 M) alone or combined with 

the antagonists G15 (10-5 M and 10-6 M), GNF (10-5 M and 10-6 M) for 24 hr, and ITE (10-6 M 

and 10-7 M), TCDD (10-7 M and 10-8 M) alone or combined with the antagonists G15 (10-5 M 

and 10-6 M), GNF (10-5 M and 10-6 M) for 4 hr. Controls were obtained in the presence of the 

corresponding solvent. One microgram of total RNA from each sample was reverse-
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transcribed as previously described (Vendrell et al. 2012). RT–qPCR measurements were 

performed using a CFX96 with the SsoAdvanced Universal SYBR green supermix (BioRad, 

Hercules, USA), according to the manufacturer’s recommendations. The primers used to 

explore the expression of the ERα, ERβ, PXR, AhR, GPR30, CYP1A1 and 28S genes are listed 

in the Table S1.  

 

Western blot  

Western blot experiments were performed as previously described (Vendrell et al. 2012) 

using the following antibodies: AhR (1:1,000, ab2770; Abcam, Paris, France), GPR30 

(1:1,000, NBP1-31239; Novus Biologicals, Littleton, USA), ERα (1:1,000, sc-8002; 

SantaCruz, Nanterre, France), α-tubulin (1:10,000, T5168; Sigma), P-p42/44 MAPK (1:1,000, 

9106; Cell Signaling), p42/44 MAPK (1:1,000, 9102; Cell Signaling, Danvers, USA). 

 

Luciferase assay 

Cells were plated and then transfected with 150 ng xenobiotic response element (XRE) firefly 

luciferase reporter plasmid (XRE-luc) (Rasmussen et al. 2016) and 10 ng Renilla luciferase 

plasmid (pTK-RL). Twenty-four hr after transfection cells were grown for 8 hr in the presence 

of the indicated exposure, and luciferase activities were then assessed as previously described 

(Vendrell et al. 2012). 

 

GPR30 or AhR silencing 

StealthTM siRNAs siRNA-GPR30 and StealthTM siRNAs siRNA-AhR and their corresponding 

scrambled control RNA (scrambled) were obtained from, respectively, Ambion (Carlsbad, 

USA,4390825) and Invitrogen (Carlsbad, USA, AHRHSS100337). Fifty nM of siRNA-

GPR30, 5 nM of siRNA-AhR or corresponding scrambled were transfected into MCF10AT1 
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cells with lipofectamine RNAimax (Invitrogen). Transfections were performed directly at the 

moment of cells seeding. Western blots were performed 48 hr post-transfection. Exposure to 

G1, TCDD or ITE for RNA collection or luciferase assay was performed 24 hr post-

transfection. 

 

Cell proliferation  

A total of 4.104 cells/well were seeded and cultured into 24-well plates. Proliferating cells 

were analyzed using the Scepter™ 2.0 Cell Counter (Merck Millipore, Billerica, USA). 

 

Cell viability assay 

A total of 104 cells/well were plated in a 96-well plate and treated for 4 days as indicated. Cell 

viability was assessed as previously described (Thollet et al. 2010). 

 

Breast tumor cohort 

Women with primary breast tumors (n = 113) and known clinical follow-up who had not 

received any therapy before surgery and who relapsed, or not, while receiving endocrine 

therapy and/or chemotherapy were recruited from the Centre de Ressources Biologiques of 

the Centre Léon Bérard (Lyon, France) (CLB cohort, Table S2). Informed consent was 

obtained from all patients, and the study was approved by the center’s ethics committee. 

Extraction of total RNA from frozen tumour samples and RT-qPCR measurements were 

performed as previously described (Thollet et al. 2010). Univariate analyses were performed 

using SPSS™ Software (IBM, USA). IBM SPSS software (IBM) was used for all statistical 

analyses in which the prognostic value of AhR and GPR30 was analyzed. The data are 

divided at the median value of AhR or GPR30 mRNA expression into 2 groups with either 

high or low expression. The Kaplan-Meier plotter (KMP) cohort was established from a meta-
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analysis of the gene-expression profiles of 1,877 primary breast cancer samples from patients 

who had not received any therapy prior to surgery (Mihaly et al. 2013). P value <0.05 was 

considered to be statistically significant. 
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Results  

 

BPA and/or B(a)P exposure increases MCF10AT1 cells aggressiveness  

Accordingly with the stage of breast cancer progression displayed by each cell line, the  

precancerous MCF10AT1 cells formed significantly less and smaller colonies in soft agar and 

significantly less mammospheres than the cancerous MCF10CA1a.cl1 cells (Figures S1A-B). 

With the aim of mimicking environmental exposure (low doses, chronic exposure, 

combination of several environmental factors), the human precancerous mammary 

MCF10AT1 cells were chronically or not exposed to 10-10 M of B(a)P and/or to 10-10 M BPA 

during 60 days (MCF10AT160d). The unexposed MCF10AT160d and MCF10CA1a.cl160d cells 

displayed unmodified AIG and MFE phenotypes (Figures 1A-B, Figure S1C) compared to the 

corresponding parental cells (Figures S1A-B). Chronic exposure of MCF10AT1 cells to 10-10 

M of BPA or to 10-10 M of B(a)P were able to significantly increase AIG, with B(a)P having a 

significantly greater impact (Figure 1A). Combination of BPA+B(a)P (10-10 M) had a 

significant greater effect than each environmental factor tested alone, and gave rise to a 

number of colonies as high as that observed in the unexposed cancerous MCF10CA1a.cl160d 

cells (Figure 1A). The size of the colonies was also bigger in the BPA- and/or B(a)P-exposed 

MCF10AT160d cells compared to the unexposed cells, with B(a)P having a significantly 

greater impact than BPA, and BPA+B(a)P inducing bigger colonies than each environmental 

factor alone (Figure S1C). Figure 1B further revealed that: (i) MCF10AT160d cells chronically 

exposed to 10-10 M of BPA or to 10-10 M B(a)P displayed a higher MFE than the unexposed 

cells, with a number of second generation mammospheres similar with that of the unexposed 

MCF10CA1a.cl160d cells; (ii) exposure to the combination of BPA+B(a)P had a significant 

higher impact on second generation MFE if compared to BPA or B(a)P tested alone. 

Interestingly this effect was even significantly higher than that of the unexposed 
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MCF10CA1a.cl160d cells (Figure 1B). Figure S2 ruled out that the aggressive phenotypes 

observed in the different exposed MCF10AT160d cells is not the consequence of any increase 

in cell proliferation (compared to unexposed MF10AT160d). 

Unexposed or exposed MCF10AT160d cells were additionally grown for other 30 days 

in the absence of any exposition (MCF10AT160+30d cells), and then tested again for AIG and 

MFE. The number and size of colonies in soft agar (Figures 1C and S1D) and the number of 

mammospheres (Figure 1D) did not display any difference between the MCF10AT160d and 

MCF10AT160+30d cells, thus demonstrating that the aggressive phenotype induced by chronic 

and low-dose exposure to BPA and/or B(a)P of MCF10AT160d cells is an acquired phenotype. 

Taking advantage of the systematic freezing of exposed cells during the time course of 

exposure, AIG and MFE were retrospectively tested after 23 and 48 days of exposure and 

compared to 60 days of exposure (Figures 1E-F). The number of colonies in soft agar and 

mammospheres significantly gradually increased between 23-48 and 48-60 days of chronic 

exposure, thus demonstrating that the more the MCF10AT1 cells are exposed to low doses of 

BPA and/or B(a)P, the more aggressive is the phenotype displayed. Again, at any time tested, 

combined BPA+B(a)P exposure caused more deleterious effects than those of BPA or B(a)P 

alone.  

Collectively, our results suggest that: (i) chronic, low-dose BPA and/or B(a)P 

exposure affect the aggressiveness of the MCF10AT1 cells in a time-dependent manner; (ii) 

the resulting phenotype is acquired; (iii) combined exposure had more impact than exposure 

to BPA or B(a)P alone and was at least equivalent or higher than that of cancerous 

MCF10Ca1a.cl1 cells. 
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GPR30 and AhR are expressed and functional in MCF10AT1 cells 

As the aryl hydrocarbon receptor AhR is the main target for B(a)P (Shimizu et al. 2000) and 

BPA is known to bind to two estrogen receptor (ER) subtypes (ie, ERα and ERβ), to the G 

protein-coupled estrogen receptor 1 GPR30/GPER1 and to the Pregnane X receptor PXR 

(Delfosse et al. 2014; Acconcia et al. 2015), we sought to investigate their  presence and if so, 

their possible molecular involvement in mediating the BPA and/or B(a)P low-dose impact on 

MCF10AT1 cells. Figure S3A validated that ERα and ERβ are not or barely expressed in 

MCF10AT1 and MCF10CA1a.cl1 cells. AhR expression has been previously reported in the 

MCF10AT1 cells (Wong et al. 2009) but to our knowledge, GPR30 expression has been 

poorly investigated. Here, we newly reported that AhR and GPR30 receptors are both 

expressed at the mRNA and protein levels in MCF10AT1 (and MCF10CA1.cl1 cells) 

(Figures 2A-B). Rapid phosphorylation of MAPK has been documented as one of GPR30 

activation main downstream effects (Filardo et al. 2000) and decreased AhR protein levels 

have been described following AhR activation as a consequence of rapid proteolysis by the 

proteasome (Davarinos et al. 1999). In MCF10AT1 cells, the functionality of GPR30 was 

highlighted by demonstrating the MAPK pathway is quickly activated (increase on the 

phospho MAPK/MAPK ratio) in the presence of the selective GPR30 agonist G1 (Bologa et 

al. 2006) and this activation was impaired in the presence of the GPR30 antagonist G15 

(Dennis et al. 2009) (Figure 2C). Exposure of MCF10AT1 cells with the AhR agonist ITE 

(Song et al. 2002) led to a decrease in AhR protein levels which was preventable by the AhR 

antagonist GNF351 (Smith et al. 2011) (Figure 2D). Finally, gene reporter experiments 

performed in MCF10AT1 cells demonstrated that Tetrachlorodibenzodioxin (TCDD), a well-

known AhR ligand and activator of  AhR-direct transcriptional activity (Rasmussen et al. 

2016), leads to an increase in XRE-luciferase activity, totally preventable upon AhR silencing 

(Figure 2E-F).  
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A functional cross-talk exists between AhR and GPR30  

We then aimed at investigating the possible involvement of the AhR and/or GPR30 receptors 

in mediating the deleterious effects of a short exposure to BPA and/or B(a)P in the 

MCF10AT1 cells. This was tested in the presence or the absence of the AhR or GPR30 

antagonists (GNF351 and G15, respectively) at non-toxic concentrations (Figures S4A-B). 

Figure 3A first demonstrates in AIG assays that 72 hr exposure with 10-10 M BPA and/or 10-10 

M B(a)P are sufficient to generate increased colonies number in soft agar. While having 

themselves no impact on colony number formation, GNF351 and G15 were capable to 

completely inhibit the impact of BPA and/or B(a)P on AIG (Figure 3A). This result was, at 

least in some degree, expected with the BPA/G15 and the B(a)P/GNF351 combinations, but 

was totally surprising concerning the BPA/GNF351 and the B(a)P/G15 combinations. In MFE 

assays conducted with MCF10AT1 cells exposed only during the frame of the experiments 

(Figure 3B), the increased number of mammospheres induced by 10-10 M BPA was totally 

blocked in the presence of G15 or GNF351 (while the antagonists themselves had no effect 

when tested alone). The AhR antagonist GNF351 completely inhibited the B(a)P-induced 

MFE, while the GPR30 antagonist G15 surprisingly showed only a partial but significant 

inhibition. Logically, the impact of the G15 or GNF351 on the combination BPA+B(a)P was 

similar to that observed with B(a)P alone.  

To confirm the above data supporting the involvement of both GPR30 and AhR 

receptors in mediating the effects of low dose BPA and/or B(a)P, we then performed the same 

experiments using G1 and ITE agonists, at non-toxic concentrations (Figures S4C-D). Figures 

3C-D show that: (i) low-dose exposure of MCF10AT1 cells to 10-10 M G1 or 10-10 M ITE 

gave rise to increased colony number or MFE in the same range than that observed with 10-10 

M BPA or 10-10 M B(a)P, respectively; (ii) G15 and GNF351 were both able to totally inhibit 
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G1-dependent AIG or MFE; (iii) the impact of ITE on MFE was totally blocked in the 

presence of GNF351, while only partially inhibited by G15.  

Altogether these results support the idea that both the AhR and GPR30 receptors, 

which are present and functional in the MCF10AT1 cells, play a role in mediating the 

deleterious effects exerted by BPA and B(a)P exposure on these cells. More importantly, 

these data also suggest a functional cross-talk between AhR and GPR30.  

 

Activation of GPR30 is correlated with enhanced AhR transcriptional activity 

Activated AhR is known to dimerize and to bind to xenobiotic response elements (XREs) in 

the promotors of AhR target genes. Cytochrome P450-dependent monooxygenase 1A1 

(CYP1A1) is amongst the canonical enzymes found under the transcriptional control of AhR. 

To go further in the analysis of the interplay between AhR and GPR30, we first performed 

firstly XRE-luciferase reporter assays. With TCDD used as control, we found that ITE is able 

to lead to great and dose-dependent activation of AhR-driven transcriptional activity in 

MCF10AT1 cells (Figure 4A). Concentration as low as 10-11 M of ITE was sufficient to give 

arises to significant increase in XRE-luc activity. ITE impact was totally impaired in the 

presence of siRNA-AhR or GNF351 (Figures 4B and 4C, respectively). Here, we newly 

report that G1 is able to significantly increase XRE-luciferase activity in a dose-dependent 

manner, as illustrated at 10-7M and 10-6M of G1 (Figure 4D). G1-induced XRE-luciferase 

signal was totally impaired in the presence of GNF351 (Figure 4E) but also in the presence of 

siRNA-AhR (Figure 4F). We verified that this latter led to AhR silencing while having no 

impact on GPR30 expression (Figure S5A) or on MCF10AT1 cell viability (Figure S5B). 

Surprisingly, silencing GPR30 by a siRNA-GPR30 strategy (Figure S5C) gave rise to a 

significant decrease in both G1 10-6M (Figure 4G), TCDD 10-7M and ITE 10-10M (Figure 



132 
 

4H). These effects were independent from any impact of the siGPR30 neither on AhR 

expression (Figure S5C) nor on MCF10AT1 cell viability (Figure S5D). 

We further investigated endogenous CYP1A1 mRNA levels in MCF10AT1 upon ITE and G1 

exposure. In accordance with Figure 4, Figures 5A-B-C revealed that: (i) CYP1A1 mRNA 

levels are significantly increased by both TCDD 10-7M and ITE 10-7M; (ii) ITE impact was 

totally impaired in the presence of siRNA-AhR or GNF351, and significantly decreased in the 

presence of siRNA-GPR30. Figures 5D-E-F highlighted that G1 is able to lead to a significant 

increase in CYP1A1 mRNA levels, and this was totally impaired in the presence of siRNA-

AhR (Figure 5D), GNF351 (Figure 5E) and significantly decreased in the presence of siRNA-

GPR30 (Figure 5F). Altogether, our XRE-luciferase experiments and Rt-qPCR experiments 

confirmed, at the transcriptional activity level, the existence of an interplay between GPR30 

and AhR interfering with AhR-driven transcriptional activity. 

 

 The GPR30/AhR gene expression signature is of poor prognosis 

To investigate the clinical relevance of AhR and GPR30, we used RT-qPCR to explore 

GPR30 and AhR mRNA expression levels in a cohort of 113 human primary breast tumor 

samples. By univariate analysis, we found that neither GPR30 or AhR mRNA levels were 

informative (P = 0.09 and  P = 0.41, respectively, log-rank test), while a GPR30/AhR gene 

expression signature based on high expression levels of both GPR30 and AhR was 

significantly associated with shorter overall survival (OS) (P = 0.01, Table 1). Thus, the 

concomitant presence of both high mRNA expression levels of AhR and GPR30 in primary 

breast tumors is of poor prognosis. The resulting Kaplan–Meier curves are shown in Figure 6. 

Regarding breast cancer subclasses (Table 1), the GPR30/AhR gene expression levels 

signature was more informative in the estrogen receptor (ER)-negative (P = 0.001) but not in 

the ER-positive or luminal subclasses (P = 0.41 and P = 0.50, respectively) (Table 1). The 
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most striking results arose from the retrospective analysis of gene-expression array data for 

1,877 breast cancer patients (KMP cohort). Again, the GPR30/AhR signature is more 

informative than GPR30 mRNA levels alone or AhR mRNA levels alone and is associated 

with shorter OS in the ER-negative subclass (P = 0.005) and the triple negative subclass (P = 

0.03) (Table 2, Univariate analysis). Altogether, our data newly highlighted that a signature 

based on both high GPR30 expression levels and high AhR expression levels represent a novel 

marker for poor prognosis in breast cancer, especially in an ER-negative / Triple negative 

subclasses
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Figure 1. Chronic and low-doses exposure to BPA and/or B(a)P affects the aggressiveness of 

MCF10AT1 cells in anchorage-independent growth and mammosphere efficiency formation. 

(A), average number of colonies in soft agar after 60 days-chronic exposure to BPA and/or 

B(a)P (10-10 M) of the MCF10AT160d cells. Exposures continued in the course of the 

experiments. NS, not significant; ***, P<0.001 versus unexposed MCF10AT160d;  ###, 

P<0.001 versus BPA 10-10 M; †† P<0.01 versus B(a)P 10-10 M; ϫϫϫ, P<0.001 versus unexposed 

MCF10CA1a.cl160d (Student t-test). (B), average number of primary and secondary 

mammospheres after 60 days-chronic exposure to BPA and/or B(a)P (10-10 M). Exposures 

continued in the course of the experiments. ***, P< 0.001 versus unexposed MCF10AT160d; 

#, P<0.05, ##, P<0.01, ###, P<0.001 versus BPA 10-10 M; †††, P<0.001 versus B(a)P 10-10 M; ϫϫ, 

P<0.01, ϫϫϫ, P< 0.001 versus unexposed MCF10CA1a.cl60d (Student t-test). (C, D) After 60 

days of chronic exposure to BPA and/or B(a)P (10-10 M), MCF10AT1 cells were grown for 

further 30 days without any exposure, and single-cell suspensions of cells were seeded in soft 

agar (C) or in non-adherent mammosphere culturing conditions (D). NS, not significant 

(Student t-test). (E, F), Time-dependent acquisition of the aggressive phenotype: average 

number of colonies in soft agar (E) and of secondary mammospheres (F) upon 23, 48 or 60 

days of chronic exposure to BPA and/or to B(a)P (10-10 M) (mean ± SD of 3 independent 

experiments in triplicate). . *, P<0.05,   **, P<0.01, ***, P< 0.001 versus exposure upon 23 

days; #, P<0.05, ##, P<0.01, ###, P< 0.001 exposure upon 48 days versus exposure upon 60 

days; †† P<0.01, †††, P<0.001, BPA 10-10 M versus [BPA+B(a)P] 10-10 M;  ϫ, P<0.05, ϫϫ, 

P<0.01, ϫϫϫ, P< 0.001, B(a)P 10-10 M versus [BPA+B(a)P] 10-10 M (Student t-test). For (A, B, 

E, F): Unexposed MCF10CA1a.cl1 cells were used as controls.  
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Figure 2. AhR and GPR30 receptors are present and functional in the MCF10AT1 cells. (A), 

RTQ-PCR analysis of AhR and GPR30 mRNA expression levels represented in arbitrary units 

(a.u.) in the MCF10AT1 and MCF10CA1a.cl1 cells. MCF-7 cells were used as control (mean 

± SD of 3 independent experiments in triplicate). (B), Western blot analysis (representative) 

from three independent experiments of AhR and GPR30 protein expression in MCF10AT1 

and MCF10CA1a.cl1 cells. MCF-7 cells were used as control. (C), western blot analysis 

(representative from three independent experiments) of the phospho MAPK/MAPK ratio 

upon exposure of the MCF10AT1 cells with G1 (GPR30 agonist) for the indicated time, in the 

presence or the absence of a 2 hr pre-exposure with G15 (GPR30 antagonist) (D), western 

blot analysis representative from three independent experiments to assess the AhR protein 

expression in MCF10AT1 cells after exposure with the AhR receptor agonist ITE 10-6 M for 

the indicated time, in the presence or the absence of of a 2 hr pre-exposure of the antagonist 

GNF351 10-7 M. (C, D) Quantification of protein expression levels are normalized to tubulin 

expression. (E), XRE-luciferase activity of MCF10AT1 cells transfected with either 

scrambled RNA or siRNA-AhR, and treated or not with Tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) 

10-7 M for 8 hr after 48 hr of siRNA transfection. Firefly luciferase values are normalized 

against the Renilla value. ***, P<0.001 versus unexposed, ###, P< 0.001 versus transfection 

with the siRNA-AhR (Student t-test). (F), representative western blot from three independent 

experiments to validate the knockdown of AhR expression after transfection with siRNA-

AhR, compared to its scrambled RNA control.  
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Figure 3. BPA and B(a)P deleterious effects on anchorage independent growth and 

mammospheres formation in the MCF10AT1 cells are inhibited by GPR30 and AhR receptor 

antagonists. Average number of colonies in soft agar (A) or of secondary mammospheres (B) 

upon 72 hr exposure with BPA and/or B(a)P 10-10 M in the presence or the absence of a 2 hr 

pre-exposure with the AhR antagonist GNF351 10-7 M or the GPR30 antagonist G15 10-8 M. 

Exposures continued in the course of the experiments. Unexposed MCF10CA1a.cl1 cells 

were used as controls (mean ± SD of 3 independent experiments, in triplicates). ***, P<0.001 

versus unexposed MCF10AT1 cells; ###, P<0.001 versus BPA 10-10 M; †††, P<0.001 versus 

B(a)P 10-10 M; ϫϫϫ, P<0.001 versus [BPA+B(a)P] 10-10 M;  ϭϭ, P<0.01, ϭϭϭ, P<0.001 GNF351 

10-7 M versus G15 10-8 M (Student t-test). (C) average number of colonies in soft agar or (D) 

secondary mammospheres upon 72 hr exposure with ITE 10-10 M or G1 10-10 M in the 

presence or the absence of 2 hr pre-exposure with GNF351 10-7 M or the G15 10-8 M. 

Exposures with BPA 10-10 M or B(a)P 10-10 M were used as control. Exposures continued in 

the course of the experiments. Mean ± SD of 3 independent experiments, in triplicate. ***, 

P<0.001 versus unexposed MCF10AT1; ###, P<0.001 versus G1 10-10 M; †††, P<0.001 versus 

ITE 10-10 M; ϫϫϫ, P<0.001 GNF351 10-7 M versus G15 10-8 M (Student t-test).  
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Figure 4. XRE-luciferase assays investigating the transcriptional activation of AhR in 

presence of ITE and G1 (A), XRE-luciferase activity upon 8 hr exposure of MCF10AT1 cells 

with ITE at the indicated concentrations. TCDD 10-7M was used as control and results were 

expressed as % of TCDD 10-7M activity. ***, P<0.001 versus unexposed (Student t-test). (B), 

XRE-luciferase activity in MCF10AT1 cells transfected with either scrambled RNA or 

siRNA-AhR and treated 8 hr with TCDD 10-7 M or ITE 10-10 M after 48 hr of siRNA 

transfection. ***, P<0.001 versus unexposed; ###, P<0.001, siRNA-AhR versus scrambled 

RNA (Student t-test). (C), XRE-luciferase activity upon 8 hr-exposure to ITE 10-10 M, alone 

or combined with GNF351 at the indicated concentrations. TCDD 10-7M was used as control, 

and results were expressed as % of TCDD 10-7M  activity. ***, P<0.001 versus unexposed; 

###, P<0.001, ITE versus ITE + GNF351 (Student t-test). (D), XRE-luciferase activity upon 8 

hr exposure with G1 at the indicated concentrations. TCDD 10-7M was used as control. *, 

P<0.05, ***, P<0.001 versus unexposed (Student t-test). (E), XRE-luciferase activity upon 8 

hr exposure with G1 10-6 M alone or in combination with GNF351 at the indicated 

concentrations. TCDD 10-7 M was used as control, and results were expressed as % of TCDD 

10-7 M  activity. ***, P<0.001 versus unexposed; ###, P<0.001, ITE versus ITE + GNF351 

(Student t-test). (F), XRE-luciferase activity in MCF10AT1 cells transfected with either 

scrambled RNA or siRNA-AhR and treated 8 hr with G1 10-6 M after 48 hr of siRNA 

transfection. ***, P< 0.001 versus unexposed; ###, P< 0.001, siRNA-AhR versus scrambled 

RNA (Student t-test). (G), XRE-luciferase activity in MCF10AT1 cells transfected with either 

scrambled RNA or siRNA-GPR30 and treated 8 hr with G1 10-6 M after 48 hr of siRNA 

transfection. ***, P< 0.001 versus unexposed; ###, P< 0.001,  siRNA-GPR30 versus 

scrambled RNA (Student t-test). (H), XRE-luciferase activity in MCF10AT1 cells transfected 

with either scrambled RNA or siRNA-GPR30 and treated 8 hr with TCDD 10-7 M or ITE 10-

10 M after 48 hr of siRNA transfection. ***, P< 0.001 versus unexposed; #, P< 0.05, ###, P< 
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0.001, siRNA-GPR30 versus scrambled RNA (Student t-test).  All data are mean ± SD of 3 

independent experiments, in triplicates. 
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Figure 5. Analysis of CYP1A1 mRNA levels by quantitative RT-qPCR in MCF10AT1 cells. 

(A), CYP1A1 expression levels in cells transfected with either siRNA-AhR or scrambled RNA 

after 4 hr of exposure with ITE 10-7 M. TCDD 10-7 M was used as control and results were 

expressed as % of TCDD 10-7 M activity. ***, P< 0.001 scrambled versus siRNA-AhR 

(Student t-test). (B), CYP1A1 expression levels in cells treated with GNF351 alone at 

indicated concentrations or combined with ITE 10-7 M or TCDD 10-7 M, TCDD 10-7 M was 

used as control and results were expressed as % of TCDD 10-7 M activity. ***, P< 0.001 in 

the presence versus in the absence of GNF351 (Student t-test). (C), CYP1A1 expression levels 

in cells transfected with either siRNA-GPR30 or scrambled RNA and 4 hr-exposure with ITE 

10-7 M. TCDD 10-7 M was used as control and results were expressed as % of TCDD 10-7 M 

activity. *, P< 0.05 scrambled versus siRNA (Student t-test). (D), CYP1A1 expression levels 

in cells transfected with either siRNA-AhR or scrambled RNA and 24 hr-exposure with G1 

10-6 Mor TCDD 10-7 M. TCDD 10-7 M was used as control. ***, P< 0.001 scrambled RNA 

versus siRNA (Student t-test). (E), CYP1A1 expression levels in cells treated with G1 10-6 M 

in the presence or absence of GNF351 10-6 M. ***, P< 0.001, in the presence versus the 

absence of GNF351 (Student t-test). (F), CYP1A1 expression levels in cells transfected with 

either siRNA-GPR30 or scrambled RNA and 24 hr-exposure of G1 10-6 M. ***, P< 0.001 

scrambled RNA versus siRNA-GPR30 (Student t-test). mean ± SD of 3 independent 

experiments, in triplicates.  
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Figure 6. The GPR30/AhR gene expression signature is of poor prognostic and is associated 

with shorter OS. Kaplan-Meier analysis (univariate analysis) for overall survival (OS) in the 

CLB cohort of:  (A) GPR30 mRNA expression levels; (B) AhR mRNA expression levels; (C, 

D, E), Patients were divided into two groups: patients expressing low levels of GPR30 and/or 

low levels of AhR  mRNA levels (group A) and patients expressing high mRNA levels of 

GPR30 and AhR (group B). (C), GPR30/AhR gene expression signature in all breast tumor 

samples  (D), GPR30/AhR gene expression signature in the ER+ subclass. NS, not significant 

(E), GPR30/AhR gene expression signature in the ER- subclass.  
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Table S1. Primers used for RTq-PCR measurements 
 
Gene Forward Reverse 

ESR1 
(ERα) 

5’ TGTTCCAAACCCATCGTCAGT 
3’ 

5’ 
TTCACAGAGAGGTCATTGGTTATAGAG 
3’ 

ESR2 
(ERβ) 

5’ 
AGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAG 
3’ 

5’ GATGCTCACTTCTGCGCTGTC 3’ 

NR1I2 
(PXR) 

5’ GGCATGAAGAAGGAGATGAT 
3’ 5’ TTTGACACTACCTTCTCCCA 3’ 

AHR 5’ ACATCACCTACGCCAGTCGC 
3’ 5’ ATCCTTCCAAGCGGCATAGA 3’ 

GPER1 
(GPR30) 

5’ AGGGACAAGCTGAGGCTGTA 
3’ 5’ TTCAGCAGTGCCGTGTAGAC 3’ 

CYP1A1 
5’ 
CAGATCAACCATGACCAGAAGC 
3’ 

5’ 
GCTATCGACAAGGTGTTAAGTGAGAA 
3’ 

28S 5’ CGATCCATCATCCGCAATG 3’ 5’ GTTGCGCTGAGCTTGGCT 3’ 
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Table S2. Characteristics of the 113 patients with primary breast cancers available from the 
Biological Resources Centre of the Leon Berard Cancer Centre (CLB cohort). 
 

                Number of patients                   % 
(n = 113) 

Age (years) 
≤ 70 96 85.0% 
> 70 17 15.0% 

SBR gradea,b 
I + II 47 41.6% 
III 65 57.5% 

Lymph node status 
Node negative 19 16.8% 
Node positive 94 83.2% 

Macroscopic tumour sizeb 
< 30 mm 43 38.1% 
≥ 30 mm 69 61.1% 

Estrogen Receptor status 
Positive 68 60.2% 
Negative 45 39.8% 

Progesterone Receptor status 
Positive 70 61.9% 
Negative 43 38.1% 

HER2 statusb,d 
Positive 30 26.5% 
Negative 82 72.5% 

a Scarff-Bloom-Richardson classification. 
b Information available for 112 patients. 
c Measured by immunohistochemistry (IHC). 
d Measured by IHC. Few samples were validated by Fluorescence in situ hybridization 
(FISH). 
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Figure S1. Characterization of the MCF10AT1 cells. (A), left, average number of colonies in 

soft agar. Single-cell suspensions of MCF10AT1 and MCF10CA1a.cl1 cells were seeded in 

soft agar, and colonies were counted after 3 weeks of incubation. Right, top, representative 

images of colonies in soft-agar assay; bottom, average size of the colonies in soft agar. ***, P 

<0.001 MCF10AT1 versus MCF10CA1a.cl1 (Student t-test). (B), average number of 

mammospheres formed by the MCF10AT1 and MCF10CA1a.cl1 cells. ***, P <0.001 versus 

MCF10CA1a.cl1 (Student t-test). The proportion of mammosphere-forming cells isolated 

from the PMs greatly increased through the second generation, thus indicating their ability to 

self-renew. (C), average size of the colonies in soft agar after 60 days of chronic exposure to 

BPA and/or B(a)P (10-10 M) of the MCF10AT1 cells. Unexposed MCF10CA1a.cl1 cells were 

used as control. NS, not significant; **, P<0.01, ***, P< 0.001 versus unexposed 

MCF10AT160d;  ###, P< 0.001 versus BPA 10-10 M; † P<0.05 versus B(a)P 10-10 M ;  ϫ, 

P<0.05, ϫϫϫ, P< 0.001 versus MCF10CA1a.cl (Student t-test). (D), Average size of the 

colonies in soft agar after 60 days of chronic exposure to BPA and/or B(a)P (10-10 M), cells 

were grown for further 30 days without any exposure and seeded in soft agar. NS, not 

significant (Student t-test). a.u., arbitrary units. All data are mean ± SD (standard deviation) 

of 3 independent experiments, in triplicates.  
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Figure S2. BPA and/or B(a)P 10-10 M chronic exposure does not affect the proliferation of 
MCF10AT160d cells. 

 



155 
 
 

 



156 
 
 

Figure S3. RTQ-PCR analysis of ER , ERβ and PXR mRNA expression levels represented in 

arbitrary units (a.u.) in MCF10AT1 cells. ER-positive MCF-7 and PXR-positive HG5LN 

PXR cells were used as control (mean ± SD of 3 independent experiments in triplicate).  



157 
 
 

 



158 
 
 

Figure S4. Cell viability assay of the MCF10AT1 cells exposed or not to (A), GNF351. (B), 

G15. (C), ITE. (D) G1. The different molecules were tested at the indicated concentrations 

(mean ± SD of 3 independent experiments in triplicate). 
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Figure S5. (A), Western blot analysis representative from three independent experiments of 

AhR and GPR30 expression in transfected MCF10AT1 cells with either scrambled RNA or 

siRNA-AhR. Quantification of protein expression levels was normalized to tubulin 

expression. (B), cell viability of MCF10AT1 cells transfected with either scrambled or 

siRNA-AhR. Values are mean ± SD, of 2 independent experiments in quadruplicates. (C), 

same as (A), but using siRNA-GPR30 and its corresponding scrambled RNA. (D), same as 

(B), but using siRNA-GPR30 and its corresponding scrambled RNA. 
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 Résultats complémentaires à l’article B.

1. Validation de l’implication des récepteurs AhR et GPR30 dans le 

phénotype observé dans les cellules MCF10AT1 par des siRNA 

spécifiques   

Les siRNA spécifiques de GPR30 et d’AhR ont été utilisés pour des tests de 

mammosphères afin i) de préciser la spécificité de l’implication d’AhR et de GPR30 dans les 

effets médiés par les agonistes G1 et ITE des deux récepteurs, mais surtout par les facteurs 

environnementaux BPA et B[a]P, ii) de valider les résultats obtenus avec les antagonistes 

(G15 et GNF351). Ainsi, l’effet de l’extinction des récepteurs sur la formation de 

mammosphères et de colonies en présence des agonistes et des molécules environnementales 

a pu être étudiée.  

En mammosphères, dans les cellules transfectées avec le scrambled contrôle du siRNA-

GPR30 et avec le scrambled contrôle du siRNA-AhR, on retrouve le phénotype attendu sous 

traitement au BPA 10-10M seul, B[a]P 10-10M seul et à la combinaison des deux (BPA+B[a]P) 10-

10M (avec un effet plus important de celle-ci  par rapport aux  molécules testées individuellement). 

De même, ce phénotype est également induit par les molécules agonistes de GPR30 et d’AhR 

(G1 et ITE, respectivement) (Figure 21 A, 21 B). Le siRNA-AhR inhibe la formation des 

mammosphères dans toutes les conditions testées (Figure 21 A). De la même manière, le 

siRNA-GPR30 est capable d’inhiber totalement la formation des mammosphères BPA et G1-

induites. Tandis que l’inhibition de la formation des mammosphères B[a]P, BPA+B[a]P et 

ITE-dépendantes est presque totale mais reste néanmoins significative (Figure 21 B).  

Ces résultats obtenus avec les siRNA complètent ceux obtenus avec les antagonistes des 

récepteurs (G15 et GNF351) (cf Figure 3 de l’article) et nous confirment l’implication d’AhR 

et de GPR30 dans la médiation des effets des facteurs environnementaux BPA et B[a]P.
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Figure 21: Les effets des siRNA-AhR et siRNA-GPR30 sur la capacité à former des 
mammosphères  

(A, B) Les effets des molécules environnementales et des agonistes sont inhibés en présence des siRNA AhR et 

GPR30 en mammosphères. La significativité des résultats a été déterminée par le test T de Student. *, P<0.05, ***, 

P<0.001, versus non exposé; ###, P<0.001 scrambled RNA versus siRNA 
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2. Cinétique de l’expression de CYP1A1 en RT-qPCR 

Afin d’optimiser les conditions d’induction de l’expression d’ARNm de CYP1A1 par 

les agonistes des récepteurs AhR et GPR30, une étude de la cinétique d’expression a été 

réalisée. En se référant à la bibliographie, on a choisi d’évaluer l’expression de CYP1A1 après 

4 heures, 8 heures et 24 heures de traitement au G1 10-6M, ITE 10-6M, TCDD 10-8M. Nos 

résultats montrent une meilleure induction du CYP1A1 par le G1 à 24 heures post-traitement, 

par l’ITE à 4 heures post-traitement, tandis que le TCDD montre une forte induction pour les 

trois temps testés (Figure 22). Ce sont les conditions qui ont été choisies pour les expériences 

représentées dans la figure 5 de l’article. 

 

Figure 22 : Etude de la cinétique de l’expression du CYP1A1 par RT-qPCR 

Etude de la cinétique de l’expression du CYP1A1 par RT-qPCR dans les cellules MCF10AT1 sous différents 

traitements G1 10-6M, ITE 10-6M, TCDD 10-8M. h : nombre d’heures de traitement. La significativité des 

résultats a été déterminée par le test T de Student. *, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001 versus non exposé. 

 

 

 

 



169 
 
 

3. G15, l’antagoniste de GPR30, induit l’expression de l’activité 

transcriptionelle d’AhR en gène rapporteur et l’expression de 

CYP1A1 en RT-qPCR  

 En technique du gène rapporteur (XRE-luciférase), l’agoniste de GPR30 (G1) à une 

dose de 10-6M induit l’activité transcriptionelle d’AhR de façon significative. De manière 

surprenante, nous avons observé que l’antagoniste de GPR30 (G15) montre un effet agoniste 

en induisant l’activité transcriptionelle d’AhR de façon significative à partir de 10-7M. 

Logiquement G15 ne démontre aucune activité inhibitrice vis-à-vis de G1. (Figure 23). 

L’activité transcriptionelle d’AhR par technique du gène rapporteur des cellules MCF10AT1 traitées pendant 8 heures avec la 

TCDD à 10-7M, le G1 à 10-6M et le G15 aux différentes concentrations indiquées. La TCDD est utilisée comme un contrôle 

de l’activité transcriptionelle d’AhR, et les résultats sont présentés en % par rapport à l’activité de la TCDD. La significativité 

des résultats a été déterminée par le test T de Student. **, P<0.01, ***, P<0.001 versus non exposé. 

En RT-qPCR, après avoir traité les cellules MCF10AT1 pendant 4 heures ou 24 heures 

au G15 10-5M ou G15 10-6M, nous avons observé une surexpression de CYP1A1 par le G15 

de façon dose-dépendante dans les deux temps testés (Figure 24). 

Figure 23 : L’activité transcriptionelle d’AhR en présence du G1 à 10-6M et le G15
aux différentes concentrations indiquées 
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Nos résultats montrent, grâce à deux techniques différentes, que le G15 possède un 

léger effet agoniste qui bloque son utilisation en tant qu’inhibiteur complet en technique de 

gène rapporteur XRE-luc et en RT-qPCR. 

 

 

Figure 24 : L’expression du CYP1A1 par RT-qPCR en présence de l’antagoniste de 
GPR30 (G15). 

L’expression du CYP1A1 par RT-qPCR en présence de l’antagoniste de GPR30 (G15). Les niveaux d’expression 

d’ARNm sont représentés en fold change par rapport aux cellules non traitées. 

 

4. Impact de l’agoniste de GPR30 (G1) sur la prolifération cellulaire de 

la lignée MCF10AT1 

Une étude récente montre que le G1 à 10-6M et à 10-5M induit l’expression du CYP1A1 et que 

cet effet est une conséquence de l’arrêt du cycle cellulaire (Tarnow et al. 2016). Nous avons 

donc voulu déterminer l’effet du G1 sur la prolifération cellulaire dans la lignée MCF10AT1. 

Pour cela, nous avons testé les concentrations utilisées dans nos expériences de gène 

rapporteur, RT-qPCR (à 10-6M), de soft agar et de mammosphères (à 10-10M). De manière 

intéressante, nos résultats montrent que les cellules MCF10AT1 traitées au G1, soit à 10-6M 

soit à 10-10M, ne présentent pas de différence significative de prolifération par rapport aux 

cellules non traitées (Figure 25). Ce résultat ne confirme pas l’effet stimulatoire du G1 sur le 

cycle cellulaire publié par Tarnow et al (Tarnow et al. 2016), qui utilisait le G1 à 10-5M et à 
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10-6M. Nous n’avons pas pu tester ces concentrations car G1 à 10-5M ou à 5.10-6M est toxique 

pour les cellules MCF10AT1 (data not shown).  

 

Figure 25 : La prolifération cellulaire des cellules MCF10AT1 en présence du G1 10-6M 
et 10-10M 

L’impact de l’exposition G1 à 10-6M et à 10-10M sur la prolifération cellulaire de la lignée MCF10AT1. La 

prolifération cellulaire a été évaluée tous les jours pendant 4 jours. La significativité des résultats a été 

déterminée par le test T de Student. Pas de différence significative observée. 

5. Impact des antagonistes des récepteurs dans la prévention des effets 

associées à l’exposition chronique et faible dose (BPA+B[a]P)  

Après avoir démontré l’implication des deux récepteurs AhR et GPR30 dans la 

médiation des effets délétères des molécules environnementales dans les cellules MCF10AT1, 

nous avons explorer la possibilité de prévenir ces effets en présence des antagonistes pendant 

une exposition chronique. Pour cela, nous avons effectué une nouvelle exposition chronique 

de 60 jours et à faible dose des cellules MCF10AT1 aux BPA et B[a]P en combinaison en 

présence ou en absence des antagonistes des récepteurs (GNF351, G15), seuls ou combinés. 

Après cette exposition de 60 jours, les cellules exposées ont été testées dans des 

expérimentations de mammosphères et de soft agar. La nouvelle exposition des MCF10AT1 à 

la combinaison (BPA+B[a]P) est capable d’induire la formation de colonies et de 

mammosphères de manière reproductible par rapport à la première exposition (Figures 1A et 

1B de l’article). En revanche, nous avons montré de manière très intéressante qu’en présence 

des antagonistes d’AhR seul, de GPR30 seul ou des deux combinés, la combinaison 

(BPA+B[a]P) n’induit plus la formation de mammosphères (Figure 26 A) et de colonies 



172 
 
 

(Figure 26 B). Ce résultat montre que les antagonistes d’AhR et de GPR30 sont capables de 

prévenir les effets délétères d’une exposition chronique à la combinaison (BPA+B[a]P) 10-10 

M. 

 

Figure 26 : La prévention des effets délétères de (BPA+B[a]P) avec les antagonistes 
d’AhR et/ou GPR30 



173 
 
 

L’impact des antagonistes d’AhR et de GPR30 sur une exposition chronique de 60 jours à la combinaison 

(BPA+B[a]P) 10-10 M en mammosphères (A), et en soft agar (B). La significativité des résultats a été déterminée 

par le test T de Student. *, P<0.05 ; ***, P<0.001, versus non exposé; ###, P<0.001 versus (BPA+B[a]P);  †, 

P<0.05 ; †††, P<0.001 (BPA+B[a]P) en présence versus absence d’antagonistes. 

 

6. Lignée MCF10AT1: lignée mammaire HER2 ou ErbB2 négative 

Nous avons regardé l’expression de la protéine ErbB2 / HER2 dans la lignée 

MCF10AT1 par western blot en prenant comme contrôle la lignée MB453 (HER2 +) et la 

lignée T47D (HER2 -). Nos résultats montrent que la lignée MCF10AT1 est une lignée 

(HER2 -) (Figure 27) et par conséquent une lignée triple négative (ER -, PR -, HER2 -). 

 

Figure 27 : Détection de la protéine HER2 / ErbB2 par western blot dans la lignée 
MCF10AT1. 

Les lignées MB453 et T47D sont utilisées comme contrôles. 
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 Commentaires et discussion  C.

A l’heure actuelle, un des défis scientifiques est de comprendre le rôle que jouent les 

molécules environnementales dans le cancer du sein, qui reste le problème majeur de santé au 

cours de la vie des femmes. Notre projet permet de décrypter, de manière originale, les 

événements moléculaires associés au développement de ce cancer suite à une exposition 

chronique (60 jours) à faibles doses (10-10M) de molécules carcinogènes environnementales et 

ce notamment grâce à des mélanges de molécules possédant des mécanismes d’action 

différents pour imiter  au mieux l’exposition environnementale.  

 

L'exposition chronique et à faibles doses au BPA et/ou B[a]P affecte l'agressivité 

des cellules MCF10AT1 

L’exposition chronique à faibles doses au BPA et/ou B[a]P a permis aux cellules 

précancéreuses MCF10AT1 (ER-/PR-/HER2-) de développer, de manière durée-dépendante, 

un phénotype agressif in vitro caractérisé par une augmentation de nombre de mammosphères 

et de colonies en anchorage-independent growth (cf Figures de l’article 1A, 1B). De manière 

intéressante, l'amplitude du phénotype développé dans ces cellules est directement corrélée à 

la durée d'exposition aux facteurs environnementaux testés. De plus, la combinaison (BPA+ 

B[a]P) 10-10 M  induit des effets délétères plus importants que le BPA seul ou le B[a]P seul 

voir équivalent à l’effet de notre lignée cancéreuse contrôle MCF10CA1a.cl1 (cf Figures de 

l’article 1E, 1F).  

De plus, nous observons un résultat important: les cellules pré-cancéreuses acquièrent 

un phénotype agressif résultant de notre exposition chronique et à faibles doses. Les cellules 

exposées 60 jours (60j) à faibles doses aux facteurs environnementaux ont été gardées en 

culture 30 jours (30j) de plus mais sans traitement; des tests d’anchorage independent growth 

et de mammosphères ont ensuite été réalisés pour ces cellules traitées 60j + 30j non traitement 

(60j+30j), en les comparant avec les cellules traitées 60j. L’amplitude de la formation de 

mammosphères et de colonies pour chaque condition testée est totalement équivalente que ce 

soit à 60j ou à 60j + 30j (cf Figures de l’article 1C, 1D). Ceci démontre que le phénotype 

agressif observé après 60 jours d’exposition reste acquis, même après 30 jours.  
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Ces deux caractéristiques phénotypiques observées (formation de colonies et de 

mammosphères) reflètent une acquisition des caractéristiques observées avec des cellules 

malignes des cellules MCF10AT1 suite à cette exposition. 

Nos résultats démontrent que l’impact de l'exposition environnementale chronique à 

faibles doses est acquis de manière durée-dépendante. De plus, nous avons mis en avant 

l’existence d’un effet potentialisé en présence des deux facteurs environnementaux testés 

alors que ces derniers possèdent des mécanismes d'action bien distincts. 

Dans la littérature, la propriété de croissance cellulaire indépendante de l'ancrage in 

vitro montre des liens avec les caractéristiques cancéreuses in vivo telles que la résistance à 

l’anoikis (Guadamillas et al. 2011) et le processus de développement métastatique (Mori et al. 

2009). Une étude a mis en avant le rôle critique de l’intégrine (dont les modifications dans 

leur expression peuvent entraîner le détachement de cellules de la membrane basale et une 

baisse de l’interaction cellule-cellule) et de l’oncogène RAS dans le processus de croissance 

indépendante de l’ancrage (Weinberg 2007). Leurs activités sont notamment importantes dans 

la capacité à développer des métastases (Campbell et al. 2004; Guo et al. 2004). D’autre part, 

la capacité des cellules à former des mammosphères est une caractéristique de cellules 

souches. En effet, cette capacité est corrélée avec  des propriétés stem-like telles que la 

capacité d’auto-renouvellement ou encore la forte expression d’ABCG2 qui jouent un rôle 

dans la résistance à la chimiothérapie (Bomken et al. 2010; Abdullah et al. 2013). Une étude 

récente a également montré une corrélation entre la capacité à former des mammosphères et 

une activité élevée d’ALDH, marqueur de cellules souches, dans la lignée mammaire MCF7 

(Al-Dhfyan et al. 2017). 

Par conséquent, ces observations suggèrent fortement que l’exposition chronique à 

faibles doses au BPA et/ou B[a]P pourrait provoquer des effets délétères, notamment avec la 

combinaison des deux molécules, sur les cellules pré-cancéreuses MCF10AT1 en leur 

permettant d’acquérir des caractéristiques cancéreuses (potentiel de développer des 

métastases, résistance à l’anoikis et propriétés stem-like). 
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L’implication des récépteurs cibles de BPA et B[a]P, respectivement GPR30 et 

AhR dans la médiation des effets délétères probablement via un cross-talk  

Nos résultas démontrent que les récepteurs AhR et GPR30 sont présents (cf Figures de 

l’article 2A, 2B) et fonctionnels (après activation de leurs voies de signalisation sous-

jacentes ; cf Figures de l’article 2C, 2D, 2E et 2F) dans les MCF10AT1. Comme décrit 

précédemment, les deux molécules BPA et B[a]P sont capables de lier respectivement les 

récepteurs GPR30 et AhR et d’activer leurs voies de signalisation sous-jacentes qui sont 

impliquées dans divers processus aboutissant à la cancérogenèse. Afin de savoir si ces deux 

récepteurs sont impliqués dans la médiation des effets du BPA et/ou B[a]P sur les deux 

phénotypes étudiés (formation de colonies et mammosphères), des inhibiteurs chimiques des 

deux récepteurs ont été testés en présence de BPA et/ou B[a]P. Les antagonistes d’AhR et 

GPR30 (GNF351 et G15, respectivement) permettent de prévenir ces deux phénotypes (cf 

Figures de l’article 3A, 3B). Ces derniers sont également induits par des molécules agonistes 

d’AhR et GPR30 (ITE et G1, respectivement). De manière inattendue, l’antagoniste d’AhR 

est capable d’inhiber les colonies et les mammosphères induites par l’agoniste du GPR30 et 

par les molécules environnementales. L’antagoniste du GPR30 est également capable 

d’inhiber les colonies et les mammosphères induites par l’agoniste d’AhR et par les molécules 

environnementales (cf Figures de l’article 3C, 3D). Ce résultat montre l’implication des deux 

récepteurs dans le phénoytpe agressif et une hypothèse est envisagée: il existerait un cross-

talk entre les récepteurs GPR30 et AhR puisque chacun des facteurs environnementaux lie son 

propre récepteur. Lors de l'exposition à ces facteurs environnementaux combinés (BPA + 

B(a)P 10-10 M), on observe des effets significativement supérieurs; ce qui soutient l’hypothèse 

du cross-talk AhR-GPR30.  

Les antagonistes testés (GNF351 et G15), comme la plupart des inhibiteurs, peuvent 

avoir en dehors de leur cible principale (respectivement AhR et GPR30) des effets « off-

targets ». Des essais en mammosphères en présence des siRNA spécifiques d’AhR et de 

GPR30 (Figure 21) valident l’effet de ces antagonistes, en confirmant l’effet de l’extinction 

des récepteurs sur la formation des mammosphères en présence des agonistes et des molécules 

environnementales. Ce résultat nous assure que l’inhibition de la formation des 

mammosphères BPA-dépendantes, B[a]P-dépendantes et (BPA+B[a]P)-dépendantes est bien 

dûe à une inhibition du récepteur. Donc les récepteurs AhR et GPR30 sont impliqués dans la 

médiation des effets du BPA et B[a]P et probablement par un cross-talk. 
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La validation du Cross-talk à l’échelle moléculaire 

L’activité transcriptionelle d’AhR (technique du gène rapporteur XRE-luc) est induite 

dans les cellules MCF10AT1 en présence de son agoniste chimique ITE d’une manière dose-

dépendante et inhibée en présence du siRNA-AhR et de son antagoniste chimique GNF351 

(cf Figures de l’article 4 A, 4B, 4C); ce qui démontre la fonctionnalité d’AhR et la spécificité 

de notre gène rapporteur. D’une façon importante, nos résultats démontrent que le G1, 

l’agoniste sélectif de GPR30, est capable d’induire l’activité transcriptionelle d’AhR, et 

l’implication de GPR30 dans cette induction est confirmée en présence du siRNA-GPR30 qui 

inhibe significativement l’effet du G1 en luciférase (cf Figures de l’article 4D, 4G). On 

observe un effet stimulateur du G15 (l’antagoniste de GPR30) sur l’activité d’AhR en 

luciférase (Figure 23), par conséquent, l’utilisation du G15 dans le but de voir l’implication 

de GPR30 dans l’effet du G1 sur l’activité d’AhR n’était pas possible. De même, cet effet 

agoniste a été trouvé dans l’étude Tarnow et al notamment dans les cellules MCF7 où le G15 

a également induit l’expression du CYP1A1 (le gène cible de la voie AhR) en RT-qPCR 

(Tarnow et al. 2016). Ce qui semble intéressant, c’est qu’il existe une similarité de structure 

chimique entre le G15 et le G1; ces deux molécules ne diffèrent que par un groupe 

alkylcétone qui détermine leurs propriétés antagoniste et agoniste respectivement (Albanito et 

al. 2007). Ceci pourrait expliquer l’effet observé du G15. Par ailleurs, l’effet du G1 sur 

l’activité d’AhR en présence du siRNA-AhR est totalement inhibé. D’autre part, l’effet de la 

TCDD et l’ITE sur l’activité d’AhR en présence du siRNA-GPR30 est significativement 

inhibé en présence du siRNA-GPR30 (cf Figures de l’article 4F, 4H). Nos résultats montrent 

qu’il existe un échange entre les deux récepteurs AhR et GPR30 au niveau de l’activité 

transcriptionelle; ce qui confirme notre hypothèse du cross-talk AhR-GPR30. 

 

Nos résultats en RT-qPCR sur l’expression du CYP1A1, le gène cible d’AhR, 

confirment nos résultats en luciférase. Après avoir étudié la cinétique de l’induction du 

CYP1A1 sous les différents ligands TCDD, ITE et G1 (Figure 22). En se basant sur ces 

résultats, on a choisi d’étudier l’induction du CYP1A1 après 24h de traitement au G1, et après 

4h de traitement à l’ITE avec la TCDD en contrôle. La TCDD et l’ITE induisent l’expression 

en ARNm du CYP1A1, alors que le siRNA-AhR inhibe presque totalement cette induction (cf 

Figure de l’article 5A). De même, le GNF inhibe l’induction de la TCDD presque totalement 

et inhibe l’induction de l’ITE de manière dose-dépendante (cf Figure de l’article 5B). Ces 

résultats montrent la spécificité d’induction du CYP1A1 à travers le récepteur AhR. D’autre 
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part, le siRNA-GPR30 inhibe significativement (p<0.05) l’effet d’ITE sur l’expression du 

CYP1A1. Donc, GPR30 influence l’expression du CYP1A1 induite par AhR dans les 

MCF10AT1 (cf Figure de l’article 5C). En plus, G1 induit l’expression du CYP1A1 et le 

siRNA-GPR30 inhibe de façon significative cette induction (P<0.01) montrant encore une 

fois que GPR30 est impliqué dans cette induction. Le siRNA-AhR inhibe aussi 

significativement l’effet du G1 sur le CYP1A1. Ces résultats confirment, au niveau de 

l’activité transcriptionnel d’AhR le cross-talk entre AhR et GPR30 (cf Figure de l’article 5D). 

Concernant l’antagoniste chimique du GPR30, les résultats sont identiques à ceux obtenus en 

luciférase : le G15 induit  CYP1A1 de façon dose et temps-dépendants (Figure 24). 

L’étude de Tarnow et al, démontre que G1 induit la transcription du CYP1A1. Et selon 

eux, cette induction est une conséquence de l’arrêt du cycle cellulaire en présence du G1. En 

revanche, nous avons démontré que le G1 n’affecte pas la prolifération cellulaire dans nos 

cellules MCF10AT1 (Figure 25) ce qui nous permet de défendre notre hypothèse du cross-

talk. 

Les conséquences possibles de ce cross-talk  

Il a été démontré que l’activation de la voie AhR est impliquée dans divers processus de 

cancérogenèse tels que la plasticité cellulaire (Diry et al. 2006), la dérégulation du cycle 

cellulaire (Andrysik et al. 2007; Weiss et al. 2008) et l’inhibition de l’apoptose (Marlowe et 

al. 2008). Par ailleurs, il existe une interaction entre AhR et les voies régulatrices des cellules 

souches (Schneider et al. 2014). Très récemment, une étude a demontré que la voie 

AhR/CYP1A1 contrôle le développement, la maintenance et l’auto-renouvèlement des CSC 

de cancer du sein via les mécanismes PTEN/Akt et β-Catenin (Al-Dhfyan et al. 2017). Dans 

des cellules de cancer du sein triple négative (ER− /PR − /HER2−), l’activation d’AhR permet 

le développement des caractéristiques de cellules souches, l’augmentation de l’expression des 

gènes impliqués dans le processus de migration/invasion cellulaire (Stanford et al. 2016), 

ainsi que la résistance a l’anoikis (apoptose programmée) et la métastase des lignées TNBC 

(D'Amato et al. 2015). Néanmoins, l’expression d’AhR est également associée à 

l’hyperméthylation des ilots CpG du promoteur du gène BRCA-1 et pourrait servir de 

biomarqueur pour le développement tumoral des cancers du sein ER− (Romagnolo et al. 

2015). 

De forts niveaux d’expression de GPR30 est décrit comme biomarqueur du cancer du 

sein associé à un mauvais pronostic (Yang et al. 2016). L’activation de la voie GPR30 permet 

l’activation de l’oncogène c-fos à travers la voie de signalisation GPR30/EGFR/ERK et 
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également l’expression des gènes impliqués dans la prolifération (par exemple, les cyclines) et 

la survie cellulaire (par exemple Bcl-2). Ceci suggère que l’expression de GPR30 et/ou son 

activation pourrait jouer un rôle crucial dans le processus de cancérogenèse. Outre cela, 

GPR30 joue un rôle dans la résistance aux anti-œstrogènes, vu sa capacité à lier le 

tamoxifène, ce qui favorise son rôle crucial dans la croissance et la survie des tumeurs 

mammaires ER−/GPR30+. Ces tumeurs peuvent rester sensibles aux œstrogènes via 

l’activation d’EGFR (Ignatov et al. 2011).  

Ces différentes études montrent que l’expression d’AhR seul et du GPR30 seul est 

corrélée avec divers processus cancérogènes. En conclusion, le cross-talk AhR-GPR30 

identifié dans notre étude pourrait aboutir à des effets néfastes et peut être même plus 

potentialisés dans nos cellules précancéreuses MCF10AT1 que dans le cas où cette interaction 

n’existerait pas. 

Exploration de la relevance clinique de la signature moléculaire GPR30/AhR dans 

des échantillons tumoraux mammaires humains 

L’exploration de la relevance clinique du cross-talk GPR30/AhR, observé in vitro, a été 

réalisée en évaluant  la signature moléculaire d’AhR et de GPR30 présent dans des tumeurs 

mammaires humaines. Dans une cohorte de 113 tumeurs primitives du sein, la valeur 

pronostique de la signature moléculaire combinant à la fois l'expression d’AhR et celle de 

GPR30, est associée à un mauvais pronostic comparée à la valeur pronostic de l’expression 

d’AhR seul, ou de GPR30 seul (cf Figure 6 de l’article). De manière intéressante, cette valeur 

pronostique prédomine significativement dans les tumeurs ER− mais pas dans les tumeurs 

ER+. Une analyse rétrospective des données transcriptomiques in silico d’une cohorte de 

1877 tumeurs mammaires de patientes montre de la même manière qu’un mauvais pronostic 

est associé à une signature moléculaire combinant à la fois de forts niveaux d’expressions 

d’AhR et de GPR30 dans les tumeurs ER-négatives et triple négatives (cf Tableau 2 de 

l’article). D’un point de vue clinique, cette signature moléculaire pourrait être utilisée comme 

nouveau biomarqueur pronostique pour l'exposition environnementale au BPA et/ou B[a]P 

dans le cancer du sein humain. Dans le futur, les biomarqueurs ainsi identifiés pourraient 

peut-être être également associés à l'exposition à d'autres HAPs, à d’autres perturbateurs 

endocriniens ou bien aux deux. Ceci reste à explorer. 

Une stratégie de prévention de l'impact de l'exposition environnementale faible 

dose et chronique au BPA et au B[a]P à l’aide d’antagonistes de GPR30 et/ou d’AhR 
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Nos résultats in vitro ont mis en avant l'impact délétère et potentialisé de l'exposition au 

(BPA+B[a]P) durant 60 jours des cellules précancéreuses MCF10AT1. Nous avons testé si la 

présence d’antagonistes des récepteurs AhR seul (GNF351), GPR30 seul (G15) ou combinés 

(GNF351+G15) était capable de prévenir cet impact sur les cellules MCF10AT1. Pour 

répondre à cette question, nous avons effectué, toujours sur des cellules MCF10AT1, une 

nouvelle exposition chronique de 60j à faibles doses aux BPA et B[a]P (10-10M) combinés 

mais cette fois en présence ou en absence des antagonistes des récepteurs (GNF351, G15 ou 

GNF351+G15). En soft agar et en mammosphères, la présence des antagonistes d’AhR seul, 

de GPR30 seul ou des deux combinés permet d’éviter  l’impact de l’exposition aux 

(BPA+B[a]P) en inhibant l’induction des colonies en soft agar  et la formation de 

mammosphères. (Figure 26). Ainsi, nous avons démontré que les antagonistes d’AhR et de 

GPR30 sont capables de prévenir les effets délétères d’une exposition chronique à la 

combinaison (BPA+ B[a]P) 10−10 M. Ce travail montre que AhR et GPR30 pourrait constituer 

une cible thérapeutique intéressante et pourra potentiellement permettre de valider une 

stratégie de prévention candidate de la cancérogénèse mammaire due à l’exposition 

environnementale au BPA et/ou B[a]P. 
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Conclusions et perspectives 
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Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué dans le monde tout 

genre confondu. Chez la femme, il représente l’affection maligne la plus fréquente et 

constitue la principale cause de décès par cancer au monde avec une incidence croissante. Un 

faible pourcentage (5-10%) du cancer du sein est héréditaire dû aux mutations des gènes 

BRCA-1, BRCA-2; et 90-95% des cancers du sein sont sporadiques ou non-héréditaires.  

Plusieurs facteurs de risques du cancer du sein ont été identifiés tels que les facteurs de 

mode de vie, les facteurs de risques hormonaux endogènes et exogènes et enfin l’exposition à 

des molécules environnementales. Parmi les mécanismes d’action, les molécules 

environnementales peuvent agir comme i) des agents initiateurs de la cancérogenèse avec leur 

effet génotoxique en induisant des mutations et des modifications au niveau de l’expression 

de gènes (i.e) les PAHs et ceci en activant le récepteur nucléaire des xénobiotiques AhR et ii) 

des agents promoteurs de la cancérogenèse via leurs activités œstrogéniques-like (xéno-

œstrogènes) qui permettent aux molécules d’agir comme des perturbateurs endocriniens 

capables de se lier aux ERs ou au GPR30 pour induire leurs effets mitogènes. Ces molécules 

environnementales sont capables d’activer des récepteurs cellulaires, nucléaires et/ou 

membranaires, et d’induire les voies de signalisation sous-jacentes. En plus de ces mécanismes 

de toxicité, ces molécules possèdent également des effets épigénétiques pouvant influencer le 

transcriptome cellulaire. De nos jours, ces molécules ont été largement étudiées et sont 

reconnues pour leur rôle dans la cancérogenèse. Cependant, aucune étude à ce jour n’a 

décrypté l’impact de l’exposition environnementale multifactorielle chronique à faibles doses 

sur la transformation et la progression tumorale du cancer du sein. Ainsi, notre projet vise à 

approfondir nos connaissances sur ce possible impact multifactoriel et ses effets sur les 

mécanismes moléculaires et cellulaires dans des cellules mammaires humaines afin 

d’identifier et de prévenir une action synergique potentielle.  

L’ensemble de notre travail a permis d’approfondir nos connaissances quant à l'impact 

de l'environnement sur la progression tumorale et de mettre en avant des résultats principaux 

in vitro. Les récepteurs AhR et GPR30 sont impliqués dans le phénotype agressif développé 

par les cellules MCF10AT1 sous exposition environnementale et chronique à faible dose de 

l’ordre de 10-10 M de BPA et/ou de B[a]P. Un cross-talk fonctionnel existe entre les deux 

récepteurs AhR et GPR30. In vitro, l’inhibition de GPR30 et/ou d’AhR permet de bloquer les 

effets délétères de l’exposition environnementale chronique et à faibles doses. In silico, dans 

deux cohortes de tumeurs du sein, la relevance clinique de la signature moléculaire combinant 
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à la fois l'expression de GPR30 et d’AhR, comparée à celle des récepteurs seuls, révèle être 

un facteur de mauvais pronostic dans les tumeurs ER-négatives et triple négatives suggérant 

une fois de plus les effets délétères de ce cross-talk. Ces résultats permettraient, pour la 

première fois, d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques de l’exposition 

environnementale. 

En perspectives, une évaluation de la présence de marqueurs de cellules souches et aussi 

l’expression des protéines CD44 et Smad4 pourra être réalisée. De cette manière, nous 

pourrons identifier si l’agressivité des cellules exposées aux facteurs environnementaux, 

observée in vitro, est également associée à une agressivité au niveau moléculaire. En effet, la 

présence de marqueurs de cellules souches reflètera la capacité des cellules à devenir 

potentiellement métastatiques tandis que l’expression croissante des protéines CD44 et 

Smad4, impliquées dans l’activation de multiples voies de signalisation, nous indiquera le 

potentiel de malignité des cellules. En effet, une étude a démontré que cette expression 

croissante est corrélé à un potentiel de malignité dans la lignées du modèle de progression 

tumorale MCF10 (So et al. 2012). Ces données reflèteront ainsi la progression maligne des 

cellules précancéreuses sous l’effet de l’exposition environnementale. 

Comme vu précédemment, le BPA et le B[a]P induisent des modifications 

épigénétiques telles qu’une modification des profils de méthylation et d’acétylation ou encore 

d’expression de miRNA conduisant au remaniement des profils d’expression génique (cf 

partie Introduction, sous-partie D paragraphe 1.4 et sous-partie E paragraphe 2.3). Ces 

modifications épigénomiques et transcriptomiques sont impliquées (i) dans des changements 

phénotypiques et fonctionnels comme l’acquisition de propriétés de mobilité et d’invasion 

mais également de propriétés d’auto-renouvèllement, d’échappement au système immunitaire 

et à l’apoptose et (ii) dans la dérégulation des voies de signalisation comme la prolifération et 

l'adhésion cellulaire. Ces diverses modifications peuvent participer à la progression tumorale. 

En perspectives, il serait donc nécessaire d’explorer à la fois la signature transcriptomique et 

épigénomique des cellules exposées afin de pouvoir détecter une potentielle dérégulation dans 

ces réseaux impliqués dans les mécanismes moléculaires et les voies de signalisation 

associées à cette exposition environnementale. Ceci permettra d’identifier de nouveaux 

biomarqueurs GPR30 et AhR candidats de l’exposition. Une fois ces mécanismes décryptés, 

ils pourraient être envisagés comme des cibles thérapeutiques candidates afin d’empêcher 

l’impact de l’exposition environnementale.  
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Nos analyses rétrospectives dans deux cohortes différentes ont mis en évidence 

l’association de la signature moléculaire GPR30/AhR à un mauvais pronostique dans les 

tumeurs du sein ER-négatives et triple négatifs. Ces données permettent de proposer un 

nouveau biomarqueur associé à des sous-types agressifs de cancer du sein. D’autre part, en se 

basant sur des données de la littérature, l’activation de GPR30 et d’AhR semble être 

impliquée dans la résistance à la thérapie anti-cancéreuse. Ces informations supplémentaires 

pourront ainsi apporter de futures pistes concernant l’utilisation de nouveaux marqueurs 

prédictifs de réponse à la thérapie (GPR30, AhR) autres que les marqueurs utilisables en 

routine clinique (tels que ER, PR, HER2). De plus, nous avons démontré que l’inhibition des 

récepteurs GPR30 et/ou AhR in vitro permet de prévenir le phénotype agressif induit par 

l’exposition aux molécules environnementales. L’importance de ces résultats dans la 

recherche fondamentale pourrait avoir des perspectives dans la recherche appliquée en 

permettant d’imaginer une stratégie d’inhibition du cross-talk entre AhR et GPR30 dans les 

tumeurs ayant une signature moléculaire GPR30+ et AhR+. Ces nouveaux résultats pourraient 

être les toutes premières prémices dans l’orientation du développement de nouvelles 

approches thérapeutiques en proposant GPR30 et AhR comme des cibles potentielles dans les 

traitements anti-cancéreux. En effet, une approche thérapeutique chez les malades peut être 

envisagée grâce au développement d’un inhibiteur des récepteurs qui pourrait être administré 

avec les thérapies. Cette stratégie permettra ainsi d’inhiber les voies de signalisation sous-

jacentes à ces deux récepteurs impliquées dans divers processus de la cancérogenèse afin 

d’éviter les effets délétères synergiques de GPR30 et d’AhR notamment dans les cancers 

agressifs triple-négatifs.  
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TITRE 
Exploration de l’impact de l’exposition chronique et faibles doses de facteurs environnementaux sur les 
cellules pré-cancéreuses mammaires MCF10AT1 
 
RESUME  
Les facteurs environnementaux que sont le Bisphénol A (BPA), un  perturbateur endocrinien, et le Benzo[a]pyrène (B[a]P), 
un agent génotoxique, représentent un véritable enjeu parmi les facteurs de risques du cancer du sein associés à l’exposition 
environnementale. Nos objectifs sont d’explorer l’impact d’une exposition chronique à de faibles doses (10-10 M) de BPA 
et/ou de B[a]P sur l’agressivité de la lignée cellulaire pré-cancéreuse mammaire MCF10AT1 (immortelle, transformée, ER-, 
PR-, HER2-). Les buts principaux sont : (i) d’explorer si la combinaison de deux molécules possédant deux mécanismes 
d’action distincts conduit à un effet potentialisé par rapport à l’exposition aux molécules seules ; (ii) d’identifier et de 
prévenir les mécanismes moléculaires et cellulaires associés à cette exposition multiple. Nos résultats démontrent que 
l’exposition chronique des MCF10AT1 à de faibles doses de BPA et/ou de B[a]P induit un phénotype cellulaire agressif de 
façon temps-dépendant, avec un effet potentialisé pour la combinaison BPA+B[a]P, comparée aux molécules seules. Le 
phénotype observé est un phénotype acquis, car toujours présent 30 jours post-exposition. Nous avons également déterminé 
dans les cellules MCF10AT1 la présence et la fonctionnalité de deux récepteurs : le récepteur Aryl hydrocarbon (AhR) liant 
le B[a]P et le récepteur couplé à la protéine G (GPER1/GPR30) liant le BPA. D’un point de vue mécanistique, ces deux 
récepteurs sont impliqués dans le phénotype cellulaire agressif BPA et/ou B[a]P-dépendant, et notre travail révèle un 
nouveau cross-talk fonctionnel entre ces deux récepteurs. L’inhibition in vitro d’AhR et de GPR30 (inhibiteurs chimiques ou 
siRNA) permet de bloquer les effets délétères de l’exposition chronique au BPA et/ou au B[a]P. Enfin, l’analyse 
rétrospective de tumeurs primitives du sein ER-négatives démontre que la signature moléculaire GPR30/AhR possède une 
valeur de mauvais pronostic, alors que l’expression de GPR30 ou d’AhR n’en possède pas. L’ensemble de ces résultats 
souligne donc le rôle particulier que joue la présence concomitante d’AhR et de GPR30 dans des cellules 
précancéreuses/cancéreuses mammaires. En conclusion, nos résultats permettent d’identifier des cibles potentielles pour le 
développement de nouvelles stratégies préventives capables de bloquer la carcinogenèse mammaire due à l’exposition 
chronique au BPA et/ou B[a]P, et d’envisager des nouveaux biomarqueurs de cette exposition environnementale. 
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cancerous mammary cells MCF10AT1 
 
ABSTRACT 
Environmental factors such as Bisphenol A (BPA), an endocrine disruptor, and Benzo[a]pyrene (B[a]P), a genotoxic agent, 
represent a real issue among the environmental risk factors for breast cancer. Our objectives are to investigate the impact of 
chronic and low doses exposure to BPA (10-10 M) and/or B[a]P on the aggressiveness of the mammary pre-cancerous cell 
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MCF10AT1 to low doses of BPA and/or B[a]P induces an aggressive cell phenotype in a time-dependent manner, with a 
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GPR30) binding BPA. Mechanistically, these two receptors are involved in the BPA and/or B[a]P-induced aggressive 
phenotype, and our study reveals a new functional cross-talk/interplay between these two receptors. In vitro, the inhibition of 
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Finally, a retrospective analysis of primary ER-negatif subclass breast tumors demonstrates that the GPR30/AhR gene 
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