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Résumé

Implication des bisphénols dans la régulation et la tumorigenese des cellules
souches mammaires via une interaction entre les signalisations ERa36 et BMP2

RESUME :

Les cellules souches sont entre autres régulées par leur microenvironnement qui peut
participer a leur transformation lorsqu’il est perturbé. Le laboratoire a montré que BMP2 (B2) peut
induire la transformation de cellules souches mammaires et qu’il est produit en quantités
anormalement élevées par le microenvironnement des tumeurs mammaires luminales. Une des
origines de cette surproduction est I'exposition a des polluants environnementaux ocestrogeno-
mimétiques comme le BPA, également impliqué dans le développement de cancer du sein via son effet
sur le récepteur alpha des cestrogénes, ERa66. De nombreuses études ont mis en évidence les effets
délétéres du BPA sur la santé humaine, ce qui a conduit a son remplacement par des substituts
présentant une faible affinité pour ERa66, comme le BPS ou le BPF. Cependant, des données de la
littérature, suggérant que ces substituts du BPA pourraient également étre des perturbateurs
endocriniens, en passant entre autres par I'activation de ERa36, un isoforme de ERa66, remettent ainsi
en question leur innocuité et les critéres de contréles utilisés pour évaluer leurs effets sur la santé
humaine. L’ensemble de ces données nous a conduit a proposer un modele de travail postulant une
implication des bisphénols via une coopération entre la signalisation BMP2 et celle d’ERa36 dans la
dérégulation des cellules souches mammaires. Nous avons suivi I'effet d’'une exposition chronique a
I’E2, au BPA, au BPS et au BPF, seuls ou en combinaison avec B2, sur |'activité et la transformation des
cellules souches dans un modeéle de progéniteur bipotentiel épithélial mammaire humain ERa66-/
ERa46-/ ERa36+. Nous avons ainsi trouvé qu’une exposition chronique au BPS ou au BPF agit en
collaboration avec B2 en faveur d’un enrichissement du compartiment souche dont le mécanisme
d’action pourrait potentiellement passer par l'induction d’'une hyper-sensibilité au B2 aboutissant a
une potentialisation de sa voie canonique. Par ailleurs, nous avons identifié pour la premiere fois
I’existence d’une interaction physique entre ERa36 et deux acteurs de la voie B2 : BMPR1B et SMAD1.
De plus nous avons mis en évidence qu’une exposition chronique aux différents bisphénols ou a I'E2,
gue ce soit seul ou en combinaison avec BMP2 conduit a une perte d’interaction entre ERa36/BMPR1b.
Ce travail permet une meilleure compréhension des relations existantes entre la voie initiée par BMP2
et celle par ERa36, chacune d’elle étant décrite comme déterminante dans I'apparition des tumeurs
mammaires et permet également de mieux comprendre comment les signaux hormonaux, endogenes
ou issus de notre environnement, s’integrent pour modifier notre organisme. Outre son importance
fondamentale, cette étude permet de s’interroger sur l'innocuité des molécules utilisées en
remplacement du bisphénol A.

Mots clés : BMP, bisphénol, ERa36, microenvironnement, interaction, cancer du sein.
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Bisphenols involvement in transformation and mammary stem cell properties by
crosstalk beetween ERa36 and BMP2 sigalling pathway.

ABSTRACT :

Stem cells are regulated by several cues from their microenvironment and it is becoming
increasingly clear that perturbations of these signals can participate to transformation. Previously, our
lab showed that BMP2 (B2) was able to induce the transformation of breast epithelial stem cells and that
it was overproduced in luminal breast cancer microenvironment. It was also found that a potential source
of this B2 over-expression was the exposure to oestrogens (E2)-mimetic environmental pollutants such
as BPA, which is also involved in breast cancer development due to its effect on oestrogen receptor
ERa66. Several studies have already reported the dangerous effects of BPA on human health, leading to
its replacement by other bisphenols, such as BPS and BPF, showing a lower affinity for ERa66. However,
some studies suggest that these BPA’s alternatives could also be endocrine disruptors via ERa36
activation, an ERa66 isoform, calling into question their innocuity and the audit criteria used to evaluate
their effect on human health. All these data led us to postulate a bisphenols involvement in stem cells
properties dysregulation and transformation, through a cooperation between BMP2 signalling and
ERa36. We had followed the effect of a chronical exposure to E2, BPA, BPS, BPF, alone or in combination
with B2, in the ERa66-/ ERa46-/ ERa36+ immature human mammary epithelial cell line’s activity and
transformation. We found that chronical exposure to BPS or BPF act in collaboration with B2 in favour of
a stem cell compartment enrichment. One molecular mechanism could be the induction of a
hypersensitivity to B2, leading to a potentiation of its canonical pathway. Moreover, we also identify for
the first time the existence of a physical interaction between ERa36 and two major actors of the B2
pathway: BMPR1B and SMAD1. Furthermore, we highlight that the ERa36/BMPR1B interaction is lost
after chronical exposure to bisphenols or E2, with as well as without B2, suggesting the existence of a
crosstalk between ERa36 and B2 signalling pathways. This work allowed a better understanding of the
relation existing between ERa36 and B2 pathways, two important pathways previously independently
involved in breast cancers development. Linking these two signalling allows to better understand how
hormonal signals, endogen or from our environment, collaborate together to modify physiological cell
regulations. In addition to its fundamental significance, this work strongly emphasizes the necessity to
go further on the study of the innocuity and regulation of these E2-mimetic environmental pollutants.

Keywords: BMP, bisphenol, ERa36, microenvironment, crosstalk, breast cancer.
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Chapitre 1 : La glande mammaire

Chapitre 1: La glande mammaire

Les glandes mammaires sont des organes propres aux mammiféres, dont le nombre et la localisation
varient en fonction de I'espéce. La glande mammaire est une glande exocrine qui a pour fonction
d’assurer la nutrition par la sécrétion de lait. Ce lait apporte également des éléments contribuant a la
protection immunitaire du nouveau-né (Ballard and Morrow, 2013). C’est un organe dynamique qui

subit de nombreux changements morphologiques au cours de la vie de la femelle.

A. Composition

L'espéce humaine posséde deux glandes mammaires localisées dans la partie antérosupérieure du
thorax, de part et d’autre du sternum, chacune enveloppées dans un coussin adipeux et reposant sur
le muscle pectoral. Chez la Femme, cette glande mammaire forme une arborescence composée par
une vingtaine de lobes qui convergent et se rassemblent via les canaux galactophores de premier ordre
(ou canauxinterlobaires) au niveau du mamelon (figure 1). Chaque lobe est constitué de ramifications :
les canaux galactophores de second ordre également appelés canaux interlobulaires, qui se terminent
par les lobules. Ces lobules sont eux-mémes constitués par plusieurs bourgeons creux appelés acini ou
alvéoles, drainés par les canaux intralobulaires (également appelés canaux alvéolaires ou de troisieme
ordre). L'alvéole sécrete le lait lors de la lactation, constituant ainsi I'unité fonctionnelle de la glande
mammaire et est nommée Terminal Duct Lobular Unit (TDLU) chez la femme ou structure lobulo-
alvéolaire chez la souris. L’épithélium formant la glande mammaire est un épithélium pseudostratifié
composé de deux types de cellules : les cellules luminales, situées au contact de la lumiere des canaux
et lobules et les cellules myoépithéliales, formant une assise pour les cellules luminales et les séparant
de la lame basale. Le long des canaux, les cellules myoépithéliales forment une couche presque
continue, empéchant tout contact entre les cellules luminales et les éléments de la lame basale. Au
niveau des alvéoles, les cellules myoépithéliales sont plus espacées les unes des autres, permettant
ainsi une interaction entre les cellules luminales et la lame basale. Ce sont les cellules luminales
localisées au niveau des alvéoles qui vont produire et sécréter le lait, aidées par les cellules
myoépithéliales qui vont faciliter son excrétion en se contractant. Les cellules luminales expriment les
kératines 8 et 18, I'E-cadhérine ainsi que les récepteurs hormonaux aux cestrogénes, a la progestérone

et a la prolactine. Cependant, un autre type de cellules luminales n’exprimant pas ces récepteurs
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hormonaux a également été mis en évidence. Les cellules myoépithéliales possedent des
caractéristiques de cellules épithéliales, via I'expression de marqueurs spécifiques des cellules
épithéliales, tel que les kératines5 et 14 ou des cadhérines (P-cadhérine, desmocolline-3 ou
desmogléine-3) mais possédent également des marqueurs de cellules musculaires lisses comme le
marqueur smooth muscle actin (SMA), la calponine et CD10 ((Foschini et al., 2000; Lazard et al., 1993;
Moritani et al., 2002; Runswick et al., 2001; Taylor-Papadimitriou et al., 1989). Les cellules
myoépithéliales jouent un réle crucial dans le maintien de la structure de I'épithélium mammaire
(Glukhova et al., 1995) via leurs étroites interactions avec les cellules luminales d’'une part (Gudjonsson
et al., 2002, 2005), et avec la lame basale d’autre part. Cette lame basale, composée principalement
de laminines, de nidogéne, de protéoglycanes et de collagene IV (Gusterson et al., 1982; Sekiguchi and
Yamada, 2018) permet d’isoler I'épithélium mammaire du stroma. Chez la femme, la composition du
stroma est trés variable en fonction de I’'age et de sa localisation dans I'arborescence de la glande
mammaire (interlobulaire ou intralobulaire). Plusieurs composants constituent ce stroma: des
adipocytes, des fibroblastes, des vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des cellules

immunitaires.

B. Hiérarchie mammaire

La glande mammaire est un organe tres dynamique et plastique qui subit des cycles d’évolution et
d’involution tout au long de la vie de la femme, suggérant ainsi I'existence de capacités d’auto-
renouvellement, de prolifération et de différenciation des cellules la constituant. Une hypothese
largement acceptée postule une hiérarchie entre différents types de cellules mammaires responsables
de cette plasticité. Au sommet de la hiérarchie, un petit nombre de cellules souches quiescentes, qui
sous |'effet de signaux complexes entrent en division et différenciation, génére le compartiment des
progéniteurs. Ces progéniteurs vont proliférer de facon importante et poursuivre leur différentiation

pour donner des cellules matures fonctionnelles, non prolifératives et différenciées (figure 2).
1. Les cellules souches et les cellules souches mammaires
a. Concept de cellules souches
Les cellules souches ont d’abord été découverte dans le systeme hématopoiétique chez la souris

(Mcculloch and Till, 1960). Par la suite, des cellules souches ont également été identifiées dans d’autres

tissus et notamment dans la glande mammaire, via une technique de greffe de fragments de tissus
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Les cellules souches, localisées dans leur niche, peuvent sortir de leur quiescence et s’autorenouveler pour
maintenir leur pool via une division symétrique ou entrer en différenciation par une division asymétrique
pour donner une cellule progénitrice qui donnera, en poursuivant sa différenciation, les cellules matures.
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mammaires dans un coussin adipeux vierge d’épithélium mammaire qui apres plusieurs semaines, a

reformé une arborescence mammaire complete (Deome et al., 1959). Différents types de cellules

souches ont été décrits en fonction de leur potentiel de différentiation (figure 3). Les cellules souches
totipotentes sont capables de générer toutes les cellules d'un organisme ainsi que les annexes
embryonnaires. On retrouve I'ceuf fécondé, obtenu lors de la fusion entre les gamétes male et femelle,
et les cellules filles issues des premiéres divisions. Au stade embryonnaire on retrouve également les
cellules pluripotentes capables de donner toutes les cellules de I'organisme mais pas les annexes
embryonnaires. Aprés la naissance, seules des cellules souches dites multipotentes sont présentes au
niveau des différents organes, assurant le maintien de ces tissus via le renouvellement des types
cellulaires qui les composent.

Le concept de cellule souche a beaucoup évolué ces dernieres années, et tend de plus en plus a étre
défini comme un « état » souche, fondé sur des fonctions biologiques et des marqueurs spécifiques
plutét que comme une caractéristique fixe. Des études sur la reprogrammation cellulaire ont montrées
gu’une activation d’un programme génétique incluant les genes oct-4, nanog, sox2, c-myc et klf4,
permet a une cellule différenciée de réacquérir les caractéristiques d’une cellule souche pluripotente
(cellules iPS) (Takahashi and Yamanaka, 2006). Ces études supportent le concept d’une capacité
souche fluide puisque toute cellule, méme différenciée, peut réacquérir cette capacité. Ainsi, lors d’'un
déséquilibre de I’"homéostasie tissulaire, des cellules différenciées pourraient donner d’autres types
cellulaires pour restaurer l'intégrité du tissu. Cependant ce mécanisme n’a pour l'instant été observé

que lors de déséquilibres non physiologiques de ’lhoméostasie (Merrell and Stanger, 2016).
b. Caractérisation des cellules souches mammaires

Des combinaisons spécifiques de marqueurs cellulaires exprimés par les cellules souches mammaires
ont été identifiés. Ainsi une forte expression des intégrines a6 (CD49f) et B1 (CD29) est associée a une
population de cellules mammaires trés immatures. D'autres molécules ont également été décrites
comme marqueurs de cellules souches mammaires humaines comme des pompes a efflux tel que les
transporteurs ABC, la protéine ALDH1 ainsi que son activité enzymatique ou encore la métalloprotéase
CD10. Par ailleurs les cellules souches mammaires sont négatives pour EpCAM. (Alvi et al., 2003;
Bachelard-Cascales et al., 2010; Ding et al., 2010; Eirew et al., 2008; Ginestier et al., 2007; Linnemann
et al., 2015; Taddei et al., 2008a; Zhou et al., 2001). Certains de ces marqueurs seraient impliqués dans
le maintien d’un état indifférencié, comme ceci a été décrit pour CD29 et CD10 qui y participent
ensemble (Bachelard-Cascales et al.,, 2010). La sous-population cellulaire LinCD29**CD24* chez la

souris et CD49f**CD24" chez 'Homme contient une forte proportion de cellules souches qui, apres
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Figure 3 : Les différents types de cellules souches.

Plusieurs types de cellules souches existent : les cellules souches
totipotentes capables de générer toutes les cellules d'un
organisme ainsi que les annexes embryonnaires, les cellules
souches pluripotentes capables de donner toutes les cellules de
l'organisme mais pas les annexes embryonnaires, et les cellules
souches multipotentes retrouvées a I'dge adulte au niveau des
différents organes qui assurent le renouvellement des types
cellulaires qui les composent.
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transplantation chez la souris, peuvent reconstituer une glande mammaire compléte in vivo en
générant a la fois des cellules luminales et myoépithéliales, former des unités fonctionnelles et se

maintenir apres plusieurs séries de transplantations (Shackleton et al., 2006; Visvader, 2009).
c. Meéthodes d’étude des cellules souches mammaires

Plusieurs méthodes d’études de ces cellules souches ont été développées et notamment une approche
in vitro que j’ai largement utilisée lors de ma thése (Dontu et al., 2003) (figure 4). L'ensemencement
de cellules mammaires primaires ou de lignées cellulaires a faible densité dans un milieu sans sérum
et sur des plastiques empéchant I'adhérence peut aboutir a la formation de masses cellulaires clonales
appelés mammospheres, formées a partir de cellules souches ou progénitrices trés immatures. Ces
mammospheres contiennent des cellules luminales et myo-épithéliales. Ces caractéristiques suggérent
que la cellule a l'origine de la mammospheéere possédait une forte capacité proliférative et une
bipotentialité luminale/myoépithéliale, marquant une cellule trés immature. Par ailleurs, dissocier des
mammosphéeres pour utiliser les cellules les constituant dans un nouvel essai permet d’observer la
génération de mammosphéres secondaires, démontrant ainsi I'existence de cellules capables d’auto-
renouvellement. Un autre test de culture en trois dimensions existe, le test des TDLU (Terminal Ductal
and Lobular Unit), reposant sur la capacité des cellules souches a générer une descendance capable
de proliférer, se différencier et d’adopter une organisation ultrastructurale physiologique (Villadsen et
al., 2007). Il permet d’étudier la capacité des cellules a former les différentes structures d’une glande

mammaire dans un gel contenant des éléments de la matrice.

2. Les progéniteurs mammaires

Les cellules souches peuvent se diviser de deux fagons, soit subir une division symétrique, permettant
ainsi de donner deux cellules filles identiques a la cellule mere et d’ampilifier le pool de cellules souches,
ou de donner deux cellules différenciées, soit se diviser de fagon asymétrique, conduisant alors a deux
cellules filles différentes, I'une identique a la cellule souche meére, qui va entrer en quiescence afin de
maintenir le pool souche et I'autre qui va amorcer un processus de différenciation (Santoro et al.,
2016).

Le premier niveau de différenciation est le stade des progéniteurs. A ce stade, les cellules vont

proliférer de facon importante pour ensuite s’engager un peu plus dans la différenciation et finalement

aboutir a des cellules complétement différenciées, non prolifératives, constituant ainsi le dernier
compartiment, celui des cellules matures. Dans le modele de la glande mammaire, le test clonogénique

in vitro des E-CFC (Epithelial-Colony Forming Cell) a mis en évidence I'existence de trois types
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Figure 4 : Méthodes d’étude des cellules souches utilisées au laboratoire. a) Mammospheres: test
mesurant la fréquence et la capacité d’auto-renouvellement des cellules capables de former des
sphéres en suspension, considérées comme des cellules souches. B) TDLU: Test mesurant la
capacité des cellules souches ou trés immatures a assurer la néo-morphogénése de ['unité

fonctionnelle de base de la glande mammaire.

de cellules progénitrices en fonction de la morphologie des colonies et de leurs marqueurs : des
progéniteurs myoépithéliaux, a I'origine des cellules myoépithéliales, des progéniteurs luminaux, qui
se différencient en cellules luminales, ainsi que des progéniteurs capables de générer les deux

lignages : les progéniteurs bipotents (figure 5) (Stingl et al., 2001).
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Figure 5 : Test clonogénique in vitro de E-CFC mettant en évidence les trois types de cellules
progénitrices: mixte, luminale et myoépithéliale.

a. Les progéniteurs bipotents

Ces progéniteurs sont des cellules tres immatures avec un potentiel de différenciation important, ce
rapprochant plus des cellules souches que des progéniteurs. Ainsi, comme les cellules souches, ils
expriment CD49f, CD29, ALDH1 et CD10 mais expriment en plus des marqueurs partagés avec les
cellules myoépithéliales tels que la kératine 14 et d’autres spécifiques des cellules luminales comme
les kératines 18 et 19. Par ailleurs, ces cellules expriment les facteurs de transcription foxc1, bmi-1,

nanog et oct4 (Stingl et al., 2001).

b. Les progéniteurs myoépithéliaux

Les progéniteurs myoépithéliaux mammaires humains expriment CD49f, CD10, la glycoprotéine Thyl
(CD90), la protéine SMA et les kératines 5 et 14 mais sont négatifs pour EpCAM, ER et PR (Bachelard-
Cascales et al., 2010; Lim et al., 2009). La différenciation en progéniteurs myoépithéliaux impliquerait
p63, une protéine de la famille de p53, et plus précisément son isoforme tronquée ANp63. Plusieurs
études décrivent I'implication de ANp63 dans I'auto-renouvellement des cellules souches épithéliales
mais également, dans le modele de I'épithélium cutané, son role dans la prolifération de progéniteurs
et leur engagement dans la différenciation (Barbieri and Pietenpol, 2006). Par ailleurs, ANp63 a été

retrouvé principalement dans un compartiment riche en cellules souches mammaires et en
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progéniteurs myoépithéliaux et son expression est associée aux cellules avec un phénotype
myoépithélial (Barbareschi et al., 2001; Li et al., 2008; Yalcin-Ozuysal et al., 2010). Les kératines K5 et
K14 sont impliquées dans l'ancrage a la matrice extracellulaire grace a des jonctions de type
hémidesmosome. Ces progéniteurs vont par la suite poursuivre leur différenciation pour donner les
cellules myoépithéliales contractiles. Outre leur réle dans I'excrétion du lait, les cellules
myoépithéliales jouent un role crucial dans le développement et I’homéostasie de la glande
mammaire. D’une part via la sécrétion de molécules solubles agissant aussi bien sur les cellules
luminales que sur celles du stroma, jouant ainsi le role d’un médiateur de la communication entre ces
deux compartiments afin d’assurer la morphogénése et la fonctionnalité de la glande. D’autre part, en
jouant un réle de soutien structurel permettant la polarisation correcte des cellules luminales et
également en agissant sur le turnover de la matrice extracellulaire et sur la synthése de la membrane

basale (Faraldo et al., 2005; Gudjonsson et al., 2002, 2005).

c. Les progéniteurs luminaux

Les voies de signalisation Notch et Hedgehog sont impliquées dans la différenciation des cellules
souches en progéniteurs luminaux. Contrairement aux progéniteurs myoépithéliaux ou aux cellules
souches, les progéniteurs luminaux mammaires humains n’expriment pas CD10 mais sont positifs pour
CD49f, EpCAM et les glycoprotéines CD24 et Muc (Lim et al., 2009; Sleeman et al., 2006). De plus, ils
expriment les kératines 18 et 19. Deux types de progéniteurs luminaux ont été décrits: les
progéniteurs canalaires a |'origine des cellules luminales canalaires, composant de la couche interne
des canaux, et les progéniteurs luminaux alvéolaires a I'origine des cellules luminales alvéolaires
localisées dans les TDLU et qui vont produire et sécréter le lait. Différents facteurs vont étre impliqués
lors de la différenciation des progéniteurs luminaux en cellules canalaires ou alvéolaires. Un des
facteurs cruciaux est GATA-3. En effet, des expériences sur des souris déficientes pour Gata-3 ont
montré un arrét de la différenciation des progéniteurs luminaux en cellules luminales matures,
conduisant a leur accumulation puis a leur mort (Asselin-Labat et al., 2007; Kouros-Mehr et al., 2006).
Contrairement a GATA-3 qui semble étre commun aux deux types de différenciation luminale, d’autres
facteurs semblent étre spécifiques de la différenciation canalaire ou alvéolaire. C’est le cas du facteur
de transcription de la famille ETS EIf-5 qui est spécifiquement impliqué dans la différenciation luminale
alvéolaire (Chakrabarti et al., 2012; Oakes et al., 2008). En effet, une déficience dans ce facteur conduit
a un défaut de développement des cellules alvéolaires alors que la morphogénése et le développement
des canaux ne sont pas affectés. A 'opposé, BRCA-1 est quant a lui impliqué dans la différenciation en

cellules canalaires (Lim et al., 2009; Liu et al., 2008).
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C. Développement et dynamique de la glande mammaire

Le développement de la glande mammaire commence dés le stade prénatal et est similaire chez le
male et la femelle jusqu’au stade de la puberté, au moment ou les hormones sexuelles vont réguler la
mise en place des caracteres sexuels secondaires. Le stroma joue un rdOle important dans le
développement de la glande mammaire tout au long de ses différentes étapes. En effet, le stroma de
la glande mammaire d’une souris nullipare favorise le développement des branches et leur élongation,
le stroma d’une souris gestante promeut la différenciation des alvéoles tandis que celui d’une souris
agée entraine l'involution des glandes mammaires en induisant I'apoptose des cellules épithéliales

(Sakakura et al., 1976).

1. Stade embryonnaire

Dans I'espéce humaine, les ébauches des futures glandes mammaires commencent a apparaitre aux
alentours de la 5™ semaine de grossesse a la suite de 'expansion de I'ectoderme sous la forme de
deux lignes appelées crétes mammaires (figure 6). Ces crétes vont involuer et seule persiste une masse
épithéliale au niveau de la région pectorale, constituant le bourgeon mammaire primaire. Sous I'effet
de facteurs secrétés par le mésenchyme, ce bourgeon primaire va croitre et s’élargir dans le
mésenchyme pour former le bourgeon mammaire secondaire. Ceci repose sur une étroite
communication entre le mésenchyme et les cellules épithéliales du bourgeon mammaire. La
complexité de ces échanges est encore mal comprise mais certains facteurs clés ont été identifiés a
partir d’expériences réalisées chez la souris. L'un de ces facteurs est I’hormone parathyroidienne
(PTHrP), libérée par les cellules épithéliales, qui va agir sur les cellules mésenchymateuses grace a son
récepteur PTHR1 et conduire a I'activation de deux voies de signalisations, la voie Wnt/B-caténine et
la voie des BMP. La libération de PTHrP permettrait de sensibiliser les cellules mésenchymateuses au
BMP4 environnant en entrainant une augmentation de I'expression de I'un de ses récepteurs,
BMPR1a, ainsi qu’en mettant en place une signalisation autocrine et paracrine via la sécrétion de BMP4
par les cellules mésenchymateuses. (Dunbar and Wysolmerski, 1999; Hens et al., 2007). En réponse a
cette signalisation BMP4, les cellules mésenchymateuses vont libérer la métalloprotéinase MMP2 qui
participe a la croissance du bourgeon (Hens et al., 2009). En paralléle, I'induction de la voie Wnt/B-
caténine dans les cellules mésenchymateuses entraine I'activation de Lefl. Ce dernier, va agir sur les
cellules mésenchymateuses en mettant en place une boucle amplifiant la signalisation Whnt,

contribuant ainsi a la différenciation du mésenchyme mammaire (Hiremath et al., 2012).
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Figure 6: Localisation et développement de la glande mammaire durant le stade
embryonnaire. (source : univ.ency)

Les ébauches des futures glandes mammaires commencent a apparaitre sous la forme
de deux lignes appelées crétes mammaires (a). Puis ces crétes vont involuer pour former
une masse épithéliale au niveau de la région pectorale, constituant le bourgeon
mammaire primaire (b). Sous l'effet de facteurs secrétés par le mésenchyme, ce
bourgeon primaire va croitre et s’élargir dans le mésenchyme pour former le bourgeon
mammaire secondaire (c), puis d’autres bourgeons épithéliaux adjacents vont se former
autour du bourgeon mammaire secondaire et s’étirer dans le mésenchyme sous forme
de fins canaux terminés par une extrémité bulbeuse constituant ainsi les canaux
galactophores (d).

D’autres facteurs cruciaux pour la maturation des bourgeons et/ou du mésenchyme existent, tels que
IGF-1R et p190-B, pour lesquels une interaction a été décrite. En effet, une perturbation dans
I’expression du récepteur a I'lGF-1 (IGF-1R) conduit a un bourgeon épithélial plus petit. En revanche,
IGF-1 ne semble pas influencer le développement du mésenchyme. Par ailleurs, une délétion du

facteur p190-B a montré des effets similaires a ceux observés avec I'lGF-1R sur le bourgeon, avec en
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plus un défaut dans la prolifération et la différenciation des cellules mésenchymateuses (Heckman et
al., 2007). Par la suite, d’autres bourgeons épithéliaux adjacents vont se former autour du bourgeon
mammaire secondaire. Ces bourgeons vont s’étirer dans le mésenchyme sous formes de fins canaux
terminés par une extrémité bulbeuse (TEB pour « terminal end buds ») constituant ainsi les canaux
galactophores. A I'approche de la naissance, d’autres canaux apparaissent et 'ensemble des canaux
convergent vers la zone du futur mamelon ou I'épiderme s’invagine. Le mamelon se forme a partir de
la différenciation du mésoderme en fibres musculaires lisses tandis que I'aréole a pour origine
I’ectoderme. A ce stade, la glande mammaire n’est composée que d’'un systéme rudimentaire de
canaux. (Javed and Lteif, 2013). A ce stade, une différence majeure existe entre I'espece humaine et
murine. Tandis que chez 'Homme, la glande mammaire est similaire entre les deux genres, chez la
souris, un dysmorphisme sexuel entre le male et la femelle se met en place. En effet, chez le male,
I'expression du récepteur aux androgénes (AR) va permettre une sensibilité des cellules a la
testostérone pour aboutir a la condensation du mésenchyme bloquant ainsi le développement

(McNally and Stein, 2017).

2. Puberté et 4ge adulte

Méme si apres la naissance la glande mammaire va subir quelques modifications au cours du stade
prépubere, ce n’est qu’a partir de la puberté qu’elle va évoluer sous I'effet des hormones sexuelles
avec son développement uniquement chez la femme. Deux hormones féminines majeures sont
impliquées : les cestrogéenes et la progestérone. A la puberté, I'hypothalamus va sécréter la
gonadolibérine (GnRH pour gonadotropin-releasing hormone) qui va agir sur I’hypophyse (également
nommé glande pituitaire), stimulant la production de différentes hormones tels que I’hormone de
croissance (GH pour growth hormone) et les hormones gonadotrophines: I’'hormone folliculo-
stimulante (FSH) et I'hormone lutéinisante (LH). A leur tour, ces hormones vont agir sur leurs tissus
cibles comme les ovaires qui vont alors secréter des cestrogenes, de la progestérone ainsi que de la
GH. Les cestrogenes vont contrdler la croissance des canaux a partir des TEB et entrainer une
accumulation du tissu adipeux (Daniel et al., 1987; Feng et al., 2007; Silberstein et al., 1994) tandis que
la progestérone va agir sur la formation des branches latérales et le développement de bourgeons

alvéolaires (Fernandez-Valdivia et al., 2008; Lydon et al., 2000; Shyamala, 1999) .

a. Les bourgeons terminaux (Terminal end buds ou TEB)

Les TEBs sont des structures composées d'une partie bulbeuse et d'une partie plus rétrécie qui fait le

lien avec le canal (figure 7). Au niveau de la partie bulbeuse on retrouve 2 compartiments cellulaires :
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Figure 7: Structure et composition des bourgeons terminaux (Paine and Lewis, 2017).

les cellules de la cape a I'extrémité du bourgeon et les cellules du corps formant une masse cellulaire.
Ces deux parties du bourgeon ont été décrites comme moins différenciées (Daniel and Silberstein,

2000; Srinivasan et al., 2003) par rapport a la région qui fait le lien avec le canal ou I'on retrouve les
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cellules différenciées et matures. Il semblerait que les cellules de la cape soient a I'origine des cellules
myoépithéliales (Deugnier et al., 2002; Williams and Daniel, 1983). Cependant, il a également été
suggéré que les cellules de la cape contribueraient a donner des cellules luminales puisqu'elles peuvent
migrer vers les cellules du corps qui se différencient elles en cellules luminales. L’hypothése que les
cellules de la cape seraient des cellules souches pluripotentes a été suggérée. Cependant plusieurs
études de transplantation de cellules uniques et de marquage de lignage cellulaire ont abouti a des

conclusions contradictoires(Rios et al., 2014; Van Keymeulen et al., 2011).

b. Hypothalamus/hypophyse/ovaires/glande mammaire : une étroite communication

A la puberté puis a I’dge adulte, un cycle estrien/menstruel régulier va se mettre en place, alternant la
phase folliculaire et la phase lutéale, durant lesquelles la production d’cestrogénes et de progestérone
va varier. Cette fluctuation hormonale mise en place au cours du cycle estrien par les ovaires va
préparer les différents organes (notamment utérus et glande mammaire) a une éventuelle grossesse.
Ainsi, au début de la phase folliculaire, la faible concentration d’cestradiol va exercer un rétro-contréle
négatif sur la sécrétion des hormones hypothalamo-hypophysaires (GnRH, LH et FSH). Au fur et a
mesure de la phase folliculaire, le taux d’cestradiol va augmenter jusqu’a atteindre une concentration
seuil a partir duquel I'cestradiol va passer d’un rétro-controle négatif a un rétro-controle positif de
I’'axe hypothalamo-hypophysaire. Ceci entraine alors un pic de LH qui va conduire a I'ovulation. Le
follicule ovarien va alors se transformer en corps jaune pour conduire a la production de progestérone
sous l'influence de la LH. On parle alors de phase lutéale. Outre une production de progestérone, ce
corps jaune va également produire de I'cestradiol. Ensemble, la progestérone et I'cestradiol vont
exercer un rétro-contrdle négatif et conduire a une diminution de la sécrétion de LH. S’il n'y a pas
d’implantation et de nidation, le niveau de progestérone va chuter, pour permettre un nouveau cycle,
débutant par la desquamation de la muqueuse utérine.

De maniére intéressante, il semble que la structure de la glande mammaire évolue, certes tout au long
de la vie de la femme en fonction d’événements majeurs (puberté, grossesse, ménopause), mais
également durant les cycles estriens. En effet, il a été avancé que la glande mammaire ne va jamais
revenir a I'état dans lequel elle se trouvait au début de chaque cycle estrien, puisqu’a chaque cycle de
nouvelles structures vont se développer (Russo and Russo, 2004). De plus, au moment de la chute de
la progestérone a la suite de I'absence de nidation, une régression des branches latérales et des
alvéoles a été rapporté (Andres and Strange, 1999; Silberstein et al., 2006). Plusieurs niveaux de

maturation des alvéoles existent (type | a IV) en fonction du stade de développement et du cycle



Chapitre 1 : La glande mammaire

estrien. Les types |, Il et Il sont retrouvés exclusivement hors grossesse, avec une proportion plus
importante de type | (type le plus immature) chez la femme nullipare, et plus importante des types I
et lll chez la femme ayant eu une grossesse (Arendt et al., 2014; Russo and Russo, 2004). Par ailleurs,
il a été montré que le niveau d’expression nucléaire de ER et PR varie en fonction du degré de
développement des alvéoles et de leurs types. Une expression plus importante est retrouvée dans les
alvéoles de type | que dans celles de type Il, Il et IV. Ceci démontre qu’une diminution progressive de
I’expression de ces deux récepteurs se produit lorsque les alvéoles deviennent plus différenciées
(Russo and Russo, 2004). C'est seulement une grossesse qui permettra d’amplifier le développement
des branches latérales, d’augmenter le nombre d’alvéoles et de conduire a leur maturation pour

former les TDLU nécessaires a la production du lait.

c. Effets des cestrogénes dans le développement de la glande mammaire.

Les ocestrogénes vont agir sur les cellules exprimant leur récepteur alpha (ER) en induisant sa
dimérisation et sa translocation dans le noyau ou il va agir sur la transcription de genes cibles. Le détail
de leur fonctionnement sera décrit dans le chapitre 3. Mallpel et al. ont suggéré que les cestrogenes
ne stimulaient pas directement la prolifération des cellules ER positives mais agissaient de maniere
paracrine (figure 8) (Mallepell et al., 2006; Stingl, 2011). En effet, il a été démontré que les cellules ER
positives et les cellules prolifératives étaient distinctes (Clarke et al., 1997; Zeps et al., 1998). Cette
hypothése est supportée par les études d’Asselin-Labat et al. qui ont démontré un effet indirect des
cestrogénes sur des cellules souches mammaires murines ER négatives (Asselin-Labat et al., 2010). La
fixation des ocestrogenes sur leur récepteur va induire I'expression d'Amphiréguline (Areg) a la
membrane des cellules épithéliales luminales ER+PR+ (Ciarloni et al., 2007; LaMarca and Rosen, 2007).
Il a été montré que la progestérone pouvait également induire I'expression de Areg (Aupperlee et al.,
2013). Sous l'effet de la métalloprotéinase ADAM17, la protéine Areg, de la famille de I'EGF, va étre
clivée et libérée dans le microenvironnement. Une communication complexe et essentielle va alors
s’établir entre les cellules épithéliales et les cellules du microenvironnement. En effet, a la suite de sa
libération, Areg va agir sur les cellules stromales et les cellules souches/progénitrices ER négatives, en
se fixant sur son récepteur EGFR. L'interaction Areg/EGFR initie alors une signalisation dans les cellules
stromales aboutissant a la libération de facteurs de croissance comme le FGF. L'axe
ADAM17/Areg/EGFR joue un réle clé dans le développement des canaux comme montré in vivo grace
a des modeles de souris déficientes pour Areg ou pour ADAM17 mais également in vitro (Sternlicht et
al., 2005). En retour, le FGF va agir de maniére paracrine sur les cellules souches/progénitrices ER
négatives et conduire a leur prolifération, puis a leur différenciation en cellules luminales, notamment

via son récepteur FGFR2 (Parsa et al., 2008; Pond et al., 2013; Zhang et al., 2014b).
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Figure 8: Représentation globale des effets des cestrogenes (E2) sur le développement de la
glande mammaire lors de la puberté. Une étroite communication entre les cellules epithéliales
et les cellules du microenvironnement se met en place pour conduire a la prolifération et a la
différenciation des cellules souches épithéliales mammaires. Une déscription plus précise des
acteurs moléculaires impliqués est détaillée en figure 9. (adapté de Brisken and Duss, 2007).
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En plus de son action paracrine sur les cellules épithéliales, le FGF va également agir de maniére
autocrine sur les fibroblastes (figure 9). En effet, un article récent a décrit le réle du FGF dans les
fibroblastes mammaires murins qui expriment les récepteurs FGFR1 et FGFR2 (Sumbal and Koledova,
2019). Par ailleurs, les auteurs démontrent qu’une stimulation au FGF2 ou au FGF9 conduit a
I’activation des voies de signalisation ERK et AKT et promeut leur prolifération et leur migration. De
plus, FGF2 agit également sur les fibroblastes afin d’entrainer un remodelage des fibres de collagénes
et la production de matrice extra cellulaire. En effet, le role des fibroblastes dans la production de
composants de la matrice est essentiel dans le développement de la glande mammaire (Lihr et al.,
2012).

Outre le role des cestrogenes sur les cellules épithéliales ER positives, il semble qu’ils agissent
également en collaboration avec I'IGF sur les cellules stromales pour stimuler la formation des TEB. En
effet, I'IGF est un facteur sécrété par les cellules stromales en réponse a la GH, et a été décrit crucial
dans le développement de la glande mammaire, aussi bien a la puberté pour la croissance des TEB et
des canaux gu’au moment de la grossesse en agissant avec d’autres facteurs lors de la formation des
alvéoles. Ainsi, dans un modéle murin déficient pour IGF-1, la formation des TEB est inhibée, ceci
méme aprés un traitement par 'cestradiol, tandis que I'ajout d’'IGF-1 permet leur développement. En
revanche, I'cestradiol et I'IGF-1 agissent en synergie, aboutissant a une augmentation importante du
nombre de TEB (Kleinberg and Barcellos-Hoff, 2011; Kleinberg et al., 2000; Ruan et al., 1995).
L'implication de I'lGF-1 dans le développement des TEB semble mettre en jeu son récepteur IGFR-1
puisqu’une dérégulation de I'expression de ce récepteur entraine une perturbation de la formation de
la glande mammaire. Il semblerait que la signalisation IGF-1/IGFR-1 encourage la prolifération
cellulaire, en favorisant notamment la survie des cellules (Bonnette and Hadsell, 2001). Il est
intéressant de remarquer qu’une étude a mis en évidence dans des fibroblastes une interaction entre
IFGR-1 et ERa qui est dépendante de la signalisation des MAK (Kahlert et al., 2000). En plus d’induire
la libération d’IGF dans les cellules stromales, il a été montré chez le rat que la GH était capable
d’augmenter I'expression de ER alpha par les cellules stromales de la glande mammaire, favorisant

ainsi cette communication inter-cellulaire (Feldman et al., 1999; Trott et al., 2008).

Ainsi, les cestrogénes, a travers le contréle de nombreux facteurs dont la production est permise par
une étroite communications entres les cellules épithéliales et les cellules stromales, vont participer a
la prolifération et a la différenciation des cellules du TEB en cellules épithéliales luminales ou
myoépithéliales. Cependant, d'autres éléments du micro-environnement sont également cruciaux

pour le développement et la croissance des TEB.
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Figure 9: Communications moléculaires entre les cellules épithéliales et les cellules stromales.
Les cestrogénes vont agir aussi bien sur les cellules du microenvironnement par I'intermédiaire
de I'amphiréguline que sur les cellules épithéliales pour conduire a la différenciation des
cellules souches et a la dégradation de la matrice aboutissant ainsi a I’élongation des TEB.
(adapté de Sternlicht et al., 2005, d’aprés Ciarloni et al., 2007; LaMarca and Rosen, 2007,
Parsa et al.,2008; Pond et al., 2013; Zhang et al., 2014, Sumbal and Koledova, 2019, Kahlert
et al., 2000, Paine and Lewis, 2017 et Mori et al., 2013.
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d. La matrice extra-cellulaire et son remodelage : une étape essentielle au

développement

En plus de I'élongation et de la croissance des canaux sous I'effet des cestrogenes, la glande mammaire

va également subir un remodelage de son microenvironnement. En effet, |'élongation des canaux est
permise par une migration du TEB associée a une dégradation de la matrice qui I'entoure.

Plusieurs éléments composent cette matrice et notamment des protéines fibrillaires extra-cellulaires
et des protéines de jonctions, comme le collagene, la fibronectine, la laminine, les intégrines, les
cadhérines. Le détail de chacun de ces éléments ne sera pas exposé dans ce manuscrit, mais
I'implication de certains de ces facteurs dans le développement de la glande mammaire sera en
revanche abordée. L'ensemble de ces molécules joue un réle primordial, d’une part pour la cohésion
et le soutien des structures et d’autre part pour l'initiation de signalisations dans les cellules
environnantes. Il a été montré que le collagéne de type |, le collagene majeur de la glande mammaire,
joue un réle de guidage et permet une bonne organisation de la structure des TEB (Brownfield et al.,
2013; Fleury and Watanabe, 2002; Ingman et al., 2006). Comme exposé dans le paragraphe sur les
cellules souches mammaires, un des criteres utilisés pour les identifier est la forte expression de
I'intégrine B1 (CD29). Des études réalisées chez la souris ont montré qu’une extinction ou inhibition
de cette protéine conduit a une diminution importante du nombre de TEB et de I’'arborescence des
canaux, notamment en impactant des voies de signalisations liées a I'adhérence mais également en
conduisant a la perte de la capacité de régénération de la glande mammaire (Klinowska et al., 1999;
Taddei et al., 2008b). Par ailleurs, une étude a rapporté que les intégrines a2, f6 et f1 modulent la
réponse des cellules épithéliales aux cestrogénes, en partie via le maintien de I'expression de ERa
(Novaro et al., 2003). Ceci démontre bien que, outre les communications autocrines et paracrines
entre les cellules épithéliales et les cellules stromales, les interactions avec la matrice sont également
cruciales.

Lors du développement des TEB, un remodelage de cette matrice va créer un espace facilitant leur
croissance mais également permettre la libération d’éléments essentiels a une signalisation régulant
ce développement. Ainsi des cellules de la cape ou/et du microenvironnement vont libérer des
« matrix metalloproteinases » (MMP) et des héparanases qui vont dégrader la matrice extracellulaire
directement au contact de I'extrémité du TEB (Paine and Lewis, 2017). Parmi les MMP, MMP2 est
impliquée dans I'élongation des canaux. Cependant, une régulation fine de sa production est
nécessaire pour permettre a la fois le développement correct de I'arborescence mammaire et
également une structure matricielle organisée afin de maintenir I'intégrité des structures (Wiseman et

al., 2003). Une autre MMP, MMP14, participe a la croissance des TEB. De maniére intéressante, I'action
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de cette enzyme semble dépendre de la densité du collagene environnant. En cas de forte densité,
MMP14 semble favoriser I'invasion dans le collagéne 1 pour favoriser la croissance des canaux en
libérant de I'espace. En revanche, dans un environnement de faible densité en collagene |, elle semble
également favoriser la croissance mais cette fois ci, son activité catalytique n’est pas nécessaire pour
son activité. Un autre de ses domaines semble étre impliqué et agirait plutot sur la régulation de

I’expression de I'intégrine B1 (Mori et al., 2013).

e. Implication de la progestérone.

En plus de la croissance des canaux sous l'effet principal de des cestrogenes, la glande mammaire va
également développer son réseau de branches latérales et former des bourgeons alvéolaires. Ces
alvéoles seront presque matures a la fin du cycle estrien, attendant seulement les hormones et
facteurs libérés durant la grossesse pour finir leur maturation et produire du lait. Cependant, la chute
brutale de progestérone a la fin du cycle bloque leur maturation. Dans cette partie, seuls les effets de
la progestérone sur le développement des canaux et des structures alvéolaires avant la grossesse
seront abordés. La progestérone va agir en synergie avec les cestrogénes et avec d’autres facteurs, afin
de permettre la prolifération cellulaire (Beleut et al., 2010). Il a été montré que la progestérone joue
un roéle crucial dans le développement des alvéoles. En effet, en absence du récepteur a la
progestérone, le développement des canaux est moins important et il y a une absence de structures
alvéolaires complétes (Humphreys et al., 1997; Lydon et al., 1995). Le récepteur a la progestérone (PR)
est présent aussi bien dans des cellules stromales que dans certaines cellules épithéliales. La
progestérone va agir de deux manieres différentes entre le développement des branches latérales a la
puberté et a I'age adulte et le développement des alvéoles matures au moment de la grossesse. Ainsi
durant la puberté la progestérone agit de facon directe ou paracrine sur les cellules stromales et
épithéliales PR+ (Brisken and Duss, 2007; Brisken et al., 1998; Humphreys et al., 1997; Joshi et al.,
2010). Ces cellules ER+/PR+ vont jouer un réle de senseur des hormones circulantes. Ainsi, I'expérience
de Humphreys et al utilisant un modéle de souris KO pour PR dans I'épithélium mammaire mais avec
un stroma PR+/+ a montré un développement normal de la glande mammaire et des canaux a I'adge
adulte mais une absence de formation des alvéoles apres un traitement aux hormones stéroidiennes.
A l'inverse, ils observent une croissance déficiente des canaux et des TEBs anormaux mais la présence
de cellules alvéolaires dans des souris dont le stroma est inactivé pour PR mais PR+/+ pour I'épithélium.

Cette étude suggere que la progestérone va agir de fagon paracrine, en se fixant d’abord sur les cellules

stromales PR+ qui vont alors sécréter des facteurs agissant sur les cellules épithéliales PR- et ainsi
permettre la croissance des branches et le bon développement des TEB. En revanche, lors de la

différenciation des cellules épithéliales luminales en cellules alvéolaires, la progestérone va avoir une
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action directe sur les cellules épithéliales PR+. Une autre étude est en accord avec cette action
paracrine de la progestérone mais il semblerait cependant que cette communication intercellulaire se
ferait entre des cellules épithéliales PR+ et non pas des cellules stromales (Brisken et al., 1998). Un peu
plus tard une autre équipe a détaillé plus précisément le mécanisme d’action de la progestérone
(Beleut et al., 2010). Ils ont montré gu’elle était capable d’induire I'expression de la cyclineD1
conduisant a la prolifération de ces cellules épithéliales PR+ qui dans le cas d’une fécondation vont
persister pour ensuite, en début de grossesse, et toujours sous I'effet de la progestérone, secréter des

facteurs conduisant a la prolifération et a la différenciation de cellules PR-.

3. Grossesse et lactation

Durant la grossesse, la glande mammaire va se développer et accroitre son arborescence via la
formation des branches secondaires et tertiaires et se différencier pour former des alvéoles
fonctionnelles assurant la synthese et la sécrétion de lait en fin de grossesse. Ce processus est divisé
en trois grandes étapes : une premiére étape de prolifération et maturation pour atteindre un état
fonctionnel, une deuxieme étape de lactogenése |, en milieu de grossesse, qui prépare la synthése du
lait, pour finir par I'étape de lactogenese Il juste aprés I'accouchement, caractérisée par la sécrétion
du colostrum puis du lait. De nombreuses hormones, telles que l'insuline, I’hydrocortisone, les
cestrogénes, la progestérone, la GH ou encore la prolactine, sont impliquées et vont collaborer pour
aboutir a cette synthese de lait. Par exemple, les cestrogénes jouent un réle important dans la
lactation, en permettant d’avoir un taux suffisant de prolactine qui par la suite conduira a maintenir
une sécrétion de progestérone suffisante (Bocchinfuso et al., 2000; Scully et al., 1997). La maturation
compléte des alvéoles avec production de lait requiert des processus et des communications inter-
cellulaires complexes qui ne pourront pas étre toutes décrites dans ce manuscrit. Cependant, certaines

des principales seront tout de méme abordées.

a. Passage a un état fonctionnel.

Le maintien de la production de la progestérone par le corps jaune et le placenta conduit a une
deuxieme action de sa part avec un mécanisme différent de celui observé pendant la puberté et le
cycle estrien lors du développement des branches latérales et des bourgeons alvéolaires. Cette
seconde vague essentielle d’activation par la progestérone lors de la grossesse va conduire a un
développement complet de I'arborescence mammaire et permettre la maturation des cellules

alvéolaires (Fernandez-Valdivia et al., 2009). Beleut et al. ont montré que la progestérone agissait par
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deux mécanismes différents et en deux temps (figure 10) (Beleut et al., 2010). Dans un premier temps,
a la fin du cycle estrien, elle a une action directe en se fixant sur des cellules épithéliales luminales PR+
pour induire leur prolifération de facon cycline D1 dépendante. Par la suite, durant la grossesse et
grace a son maintien via le placenta, ces cellules épithéliales ER+/PR+ vont libérer RANKL ainsi que
Whnt4, qui vont agir de facon paracrine sur des cellules épithéliales luminales ER-/PR-, décrites comme
des cellules progénitrices luminales, et sur les cellules myoépithéliales (Joshi et al., 2015; Rajaram et
al., 2015). Linteraction RANKL/RANK a la surface des cellules luminales ER-/PR- va conduire a
I’expression de RFPO1. Par la suite, RFPO1 va agir de maniére autocrine sur ces cellules progénitrices
et va, avec Wnt4, conduire a I'expansion de ces cellules progénitrices. De maniéere intéressante, la
communication entre les cellules luminales ER+/PR+ et ER-/PR- ne se fait pas uniquement dans le sens
ER+/PR+ vers ER-/PR- (Geng et al., 2020). En effet, RFPO1 n’agit pas seulement de maniére autocrine
sur les cellules ER-/PR- mais va également aller se fixer sur son récepteur LGR4 localisé au niveau des
cellules luminales ER+/PR+. Par ailleurs, cette interaction va initier une signalisation inhabituelle
puisqu’elle ne fera pas intervenir la voie Wnt mais la voie cAMP/PKA. De plus, il est intéressant de
noter que ceci va entrainer I'expression de Esrl. Ainsi, cette étude démontre I'existence d’une
communication entre les cellules luminales ER-/PR- et celles ER+/PR+, qui favoriserait I'expression de
ER dans ces cellules ER+. L’expansion des cellules ER-/PR- par I'axe RANKL/RANK est indépendante de
la cyclineD1, contrairement a celle des cellules ER+/PR+ durant la premiére vague de progestérone
mais est également plus importante (Beleut et al., 2010; Joshi et al., 2015) . D’autres études confirment
I'implication de RANKL lors de la grossesse (Fata et al., 2000; Fernandez-Valdivia et al., 2009;
Mukherjee et al., 2010). Chez des souris déficientes pour RANKL, Fata et al. ont observé une élongation
et une croissance normale des canaux et des branches latérales ainsi qu’un début de différenciation
des cellules alvéolaires et des bourgeons mais une déficience de la différenciation et de I'expansion de
ces bourgeons en structures alvéolaires matures et fonctionnelles. En revanche, un développement
complet est restauré par apport exogene de RANKL. Ceci démontre I'implication de RANKL, non pas au
début de la différenciation des cellules alvéolaires mais plus tard lors de la maturation des bourgeons
alvéolaires en TDLU. Par ailleurs, I'expression de RANKL se fait dans les cellules épithéliales du
bourgeon alvéolaire et non dans les cellules épithéliales canalaires. En plus d'étre impliqué dans la
prolifération des cellules épithéliales alvéolaires, RANKL est également impliqué dans leur survie. En
effet une déficience en RANKL conduit a une diminution de la phosphorylation activatrice de PKB/Akt,
facteur anti-apoptotique, dans les cellules épithéliales alvéolaires tandis que I'apport de RANKL
exogene restaure cette activation. L’'ensemble de ces données démontrent I'importance de RANKL
dans la maturation de la glande mammaire. En plus de la progestérone, d’autres hormones libérées
pendant la grossesse, telles que la prolactine ou la PTHrP, sont susceptibles d’induire la libération de

RANKL (Aupperlee et al., 2013; Fata et al., 2000; Tanos et al., 2013).
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Outre la progestérone, d’autres hormones vont étre impliquées dans le développement de la glande
mammaire lors de la grossesse, notamment la prolactine qui va y jouer un réle crucial. Cette hormone,
sécrétée par I'hypophyse, mais également par d’autres tissus tel quele placenta, I'utérus, ou
I’épithélium mammaire, va agir lors de la deuxieme phase de maturation en synergie avec la
progestérone pour soutenir I'expansion de I'arborescence mammaire ainsi que la différenciation des
cellules alvéolaires (Brisken et al., 1999). En effet, la prolactine va jouer un réle notamment via la

signalisation Jak2/STAT5a afin d’induire I'expression de RANKL (Srivastava et al., 2003).

b. Lactogénese, lactation et sevrage

En milieu de grossesse et peu avant I'accouchement, le taux important d’cestrogénes, de progestérone
et de lactogeéne va entrainer la libération de la PRF (Prolactin Releasing Factor) par I’'hypothalamus, qui
agit sur 'adénohypophyse en stimulant la sécrétion de la prolactine. L'augmentation de la production
de prolactine conduit alors a la maturation compléte des cellules alvéolaires et a I'expression de genes
initiateurs de la synthese du lait. Cependant, durant la grossesse, la production de lait est bloquée par
la présence des cestrogenes et de la progestérone. Durant cette phase, les cellules alvéolaires vont
commencer a synthétiser un précurseur de lait : le colustrum. Cette forme de lait contient moins de
lactose et de matiere grasse que le lait véritable mais est riche en anticorps, en protéines, en acides
aminés, en vitamines et minéraux ainsi qu’en facteurs de croissance. Il a été rapporté que les cellules
exprimant fortement les récepteurs ERa et PR exprimaient également celui de la prolactine. Par
ailleurs, il semblerait que 'effet de la prolactine se ferait également de maniére paracrine a travers sa
fixation sur son récepteur localisé sur des cellules senseurs. Outre une production hypophysaire de la
prolactine, une étude a rapporté que les cellules épithéliales mammaires pouvaient elles-mémes
produire de la prolactine via la signalisation Pten/PI3K/Akt pour agir de maniére autocrine (Chen et al.,
2012). La fixation de la prolactine sur son récepteur permet l'initiation de la voie Jak2/STATS5 ainsi que
d’un facteur essentiel, ELF-5, pour aboutir a la synthese d’éléments du lait, tel que la B-caséine, a la
prolifération des cellules luminales et a leur maturation en cellules alvéolaires (Choi et al., 2009;
Sleeman et al., 2007). En plus de ces différents facteurs, il a également été rapporté que l'intégrine B1
jouait un rdle permissif dans la signalisation de la prolactine (Naylor et al., 2005). Comme décrit
précédemment, I'IGF joue un réle crucial durant la puberté. Il a également été montré que ce facteur
participe aussi au développement des alvéoles durant la grossesse. Une étude a montré que la
prolactine peut induire I'expression de I'lGF-2 qui permettra par la suite d’initier la transcription de la

cycline D1 pour conduire a la prolifération des cellules (Brisken et al., 2002).
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Outre IGF-2, IGF-1 semble également participer, mais plutét de facon tardive, en agissant sur la
synthése de lait. Ce facteur est exprimé dans les cellules stromales en fin de grossesse (Loladze et al.,
2006). Par ailleurs, une diminution de son expression en début de grossesse aboutie a un retard dans
le développement des alvéoles. De maniere surprenante, il semblerait également que I'lGF-1 n’agisse
pas sur |'expression transcriptionnelle de génes impliqués dans la synthese du lait mais aurait plutot
un effet au niveau protéique, notamment en agissant en collaboration avec la prolactine pour induire
la traduction de la B-caséine et probablement d’autres protéines du lait (Loladze et al., 2006). Ainsi,
associé a d’autres facteurs comme l'insuline et I'lGF1, la prolactine va induire des modifications intra-
cellulaires des cellules alvéolaires, avec une augmentation du nombre des organites pour supporter la
synthése des différents éléments du lait.

L'accouchement et la perte du placenta entrainent un arrét de la libération de certaines hormones
placentaires, dont I'hormone placentaire lactogéne, et une diminution de la progestérone et des
cestrogénes. De méme, la sécrétion de prolactine va progressivement diminuer aprés I'accouchement
pour n’étre plus sécrétée que sous forme de pics sous I'effet de la stimulation mécanique du mamelon
exercée par la tétée. En effet, a la naissance et en cas d’allaitement une boucle réflexe va se mettre en
place, initiée par des stimulus extérieurs tels que le son, la vue, les odeurs et par la tétée du nouveau-
né qui va stimuler les mécanorécepteurs situés a la base du mamelon entrainant alors des influx
nerveux en direction de I’"hypothalamus (figure 11). Ceci va aboutir a une libération de PRF, provoquant
alors un pic de sécrétion de prolactine et la production du lait pour la prochaine tétée. Parallélement
a cela, ’hypothalamus va également sécréter de I'ocytocine qui va agir sur les cellules myoépithéliales
et permettre leur contraction, expulsant ainsi le lait des acini et le conduisant le long des canaux
galactophores (Reversi et al., 2005). On parle de réflexe d’éjection. En plus d’agir sur les cellules
épithéliales mammaires, la prolactine et I'ocytocine vont agir sur I'arbre vasculaire, d’'une part pour
augmenter le débit sanguin en direction du sein et d’autre part pour augmenter l'irrigation de la glande
mammaire. De nombreux composants du lait sont issus du plasma de la mere et diffusent vers les
cellules acineuses a travers la membrane des capillaires. L’arrét durable de I'allaitement entraine un
arrét de la production de prolactine et une accumulation du lait dans la glande mammaire aboutissant
a une inhibition de I'activité sécrétrice des cellules alvéolaires. La glande mammaire va alors involuer,
mettant en jeu des processus apoptotiques. La stagnation du lait dans les canaux conduit a la libération
des facteurs LIF et TGFB3, tous deux a I'origine de l'initiation d’'un programme d’apoptose dans les
cellules épithéliales (McCready et al., 2010). Ainsi, une infiltration de leucocytes et de macrophages,
associée a un taux important de cellules épithéliales apoptotiques, a été retrouvée dans des glandes
mammaires de femmes dont la production de lait s’est arrétée (Jindal et al., 2014). L’ensemble de ces

éléments immunitaires vont étre a I'origine d’une production importante de cytokines tels que les
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Figure 11: Boucle réflexe mise en place au moment de la tétée du nouveau-né pour la
production et I'excrétion du lait maternel.

Des stimulus extérieurs et/ou la stimulation mécanique du mamelon exercée par la tétée (1),
sont réceptionnés par le cerveau de la mere (2). L’hypophyse va alors conduire a la sécrétion
de prolactine et d’ocytocine (3) qui agissent respectivement sur les cellules luminales pour la
synthése de lait et sur les cellules myoépithéliales pour leur contraction, aboutissant alors a
la sécrétion et a I'éjection du lait (4).
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interleukines 6 et 10 et a une protéolyse importante des fibres de collagéne 1 par les MMPs,
aboutissant a une accumulation de collagene non fibrillaire qui favorise alors le recrutement de
macrophages. (McCready et al., 2010; O’Brien et al., 2010). Par ailleurs, d’autres facteurs sont
également impliqués dans ces mécanismes d’involution, comme p53, Bax et Bcl2, FasL, IGFBP-5 ou
encore I'augmentation de la production de MMP comme MMP3 (Flint et al., 2005; McCready et al.,
2010). L'involution de la glande mammaire comporte plusieurs étapes dont la premiére est réversible.
En revanche, la seconde étape d’involution est quant a elle irréversible du fait d’'un remodelage
drastique des structures alvéolaires et de son stroma. Certaines études rapportent que I'involution de
la glande mammaire a la suite de I'arrét de la lactation ne conduit pas a un retour exact de la glande a
son état d’avant la grossesse. En effet, le potentiel prolifératif des cellules des structures persistantes
ne serait pas le méme que celui observé chez la femme nullipare. De plus, les alvéoles de types |
présentent un index de prolifération deux fois moins important que celles retrouvées chez la femme
nullipare (Russo and Russo, 2004). Cependant, ces résultats ne sont pas similaires a ceux observés dans
une autre étude montrant I'absence de différences dans la surface totale des alvéoles et dans leur
composition entre les femmes nullipares et celles ayant eu une grossesse (Jindal et al.,, 2014).
Cependant, dans cette étude, aucune analyse de I'expression de facteurs de différenciation n’a été
effectuée. Ces observations contradictoires pourraient étre dues a la complexité du développement
de la glande mammaire et a son hétérogénéité, en fonction de I’adge, du statut hormonal ou encore du

nombre de grossesses ou de I'adge a laquelle elles se produisent.

4. Ménopause

Ala ménopause, le cycle ovarien va se modifier progressivement pour aboutir a un arrét de I'ovulation,
entrainant des changements hormonaux et physiologiques importants. Ainsi, les ovaires vont arréter
de produire des cestrogénes et de la progestérone qui seront alors synthétisés de maniére tres limitée
par d’autres organes tels que les glandes surrénales, la glande mammaire ou le tissu adipeux. A la
ménopause, la principale forme d’cestrogénes produite est I'estrone. Ce changement dans le profil
hormonal conduit a une involution importante de la glande mammaire en termes de nombre et de
taille des alvéoles. Par ailleurs, il est intéressant de noter que le nombre de cellules ER+ augmente
passant d’environ 10% de cellules épithéliales positives en préménopause a 90% des cellules en
postménopause (Shoker et al., 1999). En plus d’une modification du tissu épithélial, une autre
conséquence de la ménopause est une prise de poids avec une réorganisation du tissu graisseux
notamment au niveau des seins (Tonkelaar et al., 2004). Ainsi, il a été montré que la composition du

sein changeait, avec une diminution du stroma au profit du tissu fibreux, contenant du collagéne
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dense, et du tissu adipeux (McCready et al., 2010). Ainsi, une étude a rapporté qu’un niveau plus

important d’ IGF-1 pendant la préménopause augmente la densité du sein au moment de la

ménopause(Verheus et al., 2007). Cette augmentation de la densité va conduire a une modification

des facteurs sécrétés et du métabolisme (Abrahamsson et al., 2017).

La glande mammaire est un organe tres complexe, en perpétuelle évolution en fonction des signaux

gu’elle recoit (figure 12). En plus des informations provenant des autres organes de I'organisme, une

étroite communication s’opére entre les cellules épithéliales mammaires et les cellules stromales, mais

également avec les nombreux éléments qui composent son microenvironnement. Cette multitude de

facteurs va permettre de réguler finement son développement et son évolution (Brisken and O’Malley,

2010). Ainsi, un déséquilibre dans la production de certains de ces facteurs conduit a des dérégulations

pouvant entrainer I'apparition de maladie, tels que I'apparition de cancers du sein.
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Figure 12: lllustration de la complexité de la régulation de la glande mammaire (Brisken and

O’Malley, 2010).
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Chapitre 2: Les cancers du sein

A. Généralités

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, représentant la seconde cause de
mortalité par cancer dans le monde. Il touche principalement les femmes agées de 50 a 65 ans mais
peut également survenir, dans une plus faible proportion, chez des femmes plus jeunes (DeSantis et
al., 2014). U'incidence du cancer du sein en France a fortement augmentée depuis 50 ans. En 2018,
presque 60 000 nouveaux cas de cancers du sein ont été recensés contre 30 000 en 1990, soit deux
fois plus en 30 ans. Malgré cette augmentation importante de I'incidence, le taux de mortalité a quant
a lui baissé de 1,5% par an en moyenne entre 2005 et 2012 (source : e-cancer.fr). Cette augmentation
de l'incidence et cette baisse de la mortalité peut étre expliquée d’une part par une évolution dans les
méthodes de dépistages associée a un diagnostic plus précoce et d’autre part a I'amélioration des
traitements. Cependant, plus de 12 000 déces suite a un cancer du sein ont été rapportés en 2018,

faisant de cette maladie un enjeu majeur de santé publique.

B. Facteurs de risque

Les causes impliquées dans le développement du cancer du sein sont trés souvent floues du fait de son
origine multifactorielle et de son hétérogénéité inter- et intra-tumorale. Cependant, un certain
nombre d’études a mis en avant des facteurs de risques (Key et al., 2001). Les facteurs de risques du
cancer du sein sont des éléments susceptibles d’augmenter le risque de développer ce cancer et
peuvent étre divisés en deux types : les facteurs de risques extrinseques liés a notre comportement et
a notre environnement, pouvant pour certains étre évités et les facteurs de risques intrinseéques qui

eux sont propres a l'individu (figure 13).

1. Facteurs extrinseques

a. Expositions environnementales — quelques exemples

L'organisme est en interaction avec son environnement et est donc soumis a diverses agressions
d’origine naturelle ou anthropique qui peuvent étre impliquées dans le développement de cancers et

notamment des tumeurs du sein.
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Figure 13: Origine et impact des facteurs de risques extrinséques

L’Homme est soumis a plusieurs éléments susceptibles d’augmenter le risque de cancer a travers
notamment son environnement et son quotidien
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Les radiations ionisantes :

La glande mammaire est un tissu particulierement sensible aux radiations ionisantes. Des analyses sur
les conséquences de |'explosion des bombes atomiques de Hiroshima et de Nagasaki ont montré une
augmentation de I'apparition de cancers du sein dans la population exposée aux radiations (Land et
al., 2003). Ces études et d’autres (Aisenberg et al., 1997) ont mis en lumiére I'implication des radiations
ionisantes sur le développement de cancers du sein, particulierement lors d’une exposition durant la
puberté. Ces radiations induisent des dommages a I’ADN, induisant une instabilité génomique
favorisant le développement tumoral. En plus d’un effet sur I'instabilité génomique, il a été décrit dans
un modele murin que les rayonnements ionisants augmentaient le taux d’estradiol circulant, le niveau
de ERa et favorisaient la prolifération des cellules mammaires via I'activation des voies PI3K/Akt et

mMTOR (Suman et al., 2012).

Le benzo(a)pyréne :

Outre les radiations ionisantes, d’autres facteurs de risque environnementaux ont été décrits, comme
I’exposition a des polluants chimiques. Par exemple, une exposition au benzo(a)pyrene (BaP), formé
lors d’'une combustion incompléte comme celle produisant la fumée de cigarette ou le gaz
d’échappement des moteurs a combustion, conduit au développement de cancer du sein (Huggins and
Yang, 1962; Sadikovic and Rodenhiser, 2006). Le BaP agirait a plusieurs niveaux dans la tumorigenese.
En effet, une étude a montré qu’il pouvait agir sur les étapes trés précoces de transformation en
augmentant la sensibilité des cellules souches mammaires aux effets pro-tumoraux des BMPs (Clément
et al., 2017). D’autres études ont montré son role dans I'émergence de cellules souches cancéreuses
et l'induction de 'EMT (epithelio-mesenchymal transition) qui a été décrit comme un marqueur de
transformation et d’agressivité (Pluchino and Wang, 2014; Shim and Song, 2015). Par ailleurs, tout
comme les radiations ionisantes, le BaP favoriserait I'instabilité génomique en perturbant la
transcription de BRCA1, molécule majeure du systeme de réparation de I’ADN, dans les cellules ER

positives (Jeffy et al., 2002).

Les perturbateurs endocriniens :

Les perturbateurs endocriniens sont des molécules définies comme : « une substance ou un mélange
de substances, qui altére les fonctions du systéme endocrinien et de ce fait induit des effets néfastes
dans un organisme intact, chez sa progéniture ou au sein de (sous)- populations » (source : OMS2002).
Méme si certains perturbateurs endocriniens sont des analogues ou des antagonistes des hormones
stéroidiennes sexuelles, de nombreux perturbateurs endocriniens ont été décrits comme ayant des

effets cestrogéniques via leur fixation sur les récepteurs aux cestrogenes, mimant ainsi I'action de ce
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dernier (Combarnous and Nguyen, 2019). De ce fait, ils sont également appelés cestrogeno-
mimétiques. Différents types de perturbateurs endocriniens sont présents dans |'environnement,
d'origine naturelle comme les phytoestrogénes retrouvés dans le soja ou dans les féves, considérés
comme ayant des effets plutdt protecteurs (Brenner et al., 2016; Dagdemir et al., 2013) ou artificielle,
comme des biocides (DTT) ou des polluants industriels (bisphénols et alkylphénols) dont la majorité

sont des carcinogénes connus ou suspectés.
Mon sujet de thése portant sur I'implication des bisphénols A, S et F dans la régulation des cellules

souches mammaires et leur transformation, un chapitre est consacré a ces molécules et a leur réle dans

la carcinogénése (chapitre 4).

b. Mode de vie
Outre les facteurs de risque liés a notre environnement, notre mode de vie participe également a
augmenter ou diminuer les risques de cancer du sein. Ainsi, 25% des cas de cancer du sein en France

sont attribués a I’alcool, a I'obésité et a I'inactivité physique (Pizot et al., 2016).

Tabagisme et alcool :

L'augmentation du tabagisme chez la femme depuis ces dernieres décades a coincidé avec celle de
I'incidence de cancer du poumon en France (source : e-cancers.fr). En plus de son effet délétere dans
le cas du poumon, la fumée du tabac a également été décrite comme un facteur de risque du cancer
du sein. En effet, parmi les milliers de substances chimiques présentes dans la fumée, une vingtaine
d’entre elles ont été classées comme carcinogenes avérés ou suspectés pour la glande mammaire
(Johnson et al., 2011; Reynolds, 2013). Nombre de ces composés sont des mutageénes qui induisent
une instabilité génétique propice a la transformation (Hecht, 2002). L'impact du tabac sur la glande
mammaire dépend de différents facteurs et notamment de la période a laquelle lafemme a commencé
a fumer. En effet des études ont montré un risque plus élevé de développer un cancer du sein pour les
femmes ayant longtemps fumé avant leur premiére grossesse (Catsburg et al., 2015; Gram et al., 2005;
Reynolds, 2013). Outre I'effet nocif du tabac, une consommation importante d’alcool favorise aussi
I’'apparition de cancers du sein, notamment lors d'une consommation réguliere a la puberté, au
moment ol la glande mammaire se développe (Liu et al., 2015b; Shield et al., 2016). L'alcool agirait
en augmentant le niveau d'expression des hormones ou facteurs endogénes circulants comme les
cestrogénes, I'androgene ou I'lGF, modifiant alors les voies de signalisations associées qui sont

notamment impliquées dans la prolifération des cellules épithéliales mammaires
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(Al-Sader et al., 2009; Denduluri et al., 2015), conduisant ainsi a un risque accru de développer un

cancer du sein hormono-dépendant (Liu et al., 2013, 2015b; Shield et al., 2016).

Sédentarité et obésité :

Actuellement, une grande majorité des emplois impliqguent une position assise et/ou statique,
conduisant a une diminution importante de I'activité physique et a une augmentation du nombre de
personnes en surpoids ou obéses. Avant la ménopause un indice de masse corporelle supérieur a 35,
correspondant au seuil de I'obésité, a un effet protecteur vis-a-vis du cancer du sein. En revanche,
aprés la ménopause cet effet protecteur s'inverse pour conduire a un risque 2 fois plus élevé
(McPherson et al., 2000). Ceci peut étre expliqué par le réle dans le métabolisme et le stockage des
hormones stéroidiennes du tissu adipeux. Un tissu adipeux abondant entraine une augmentation
d’cestrogenes dans le microenvironnement mammaire mais également une surexpression de
cytokines pro-inflammatoires, un stress oxydatif important ainsi que I'altération de la voie de I'insuline
ou de la balance leptine-adiponectine (Engin, 2017; Grossmann and Cleary, 2012). L’ensemble de ces
altérations étant impliqué dans le développement tumoral mammaire. A l'inverse une activité
physique réguliére est un facteur protecteur contre le cancer du sein, mais diminue également le taux
de récidive et augmente le taux de survie (de Boer et al., 2017)(Delrieu et al., 2018; Volaklis et al.,

2013).

Contraceptifs et traitements :

Comme décrit dans le chapitre 1, les cestrogénes et la progestérone jouent un réle majeur dans le
développement de la glande mammaire, entre autres via leurs effets prolifératifs sur les cellules
épithéliales et la régulation de la sécrétion de nombreux facteurs solubles par les cellules du
microenvironnement mammaire. Ainsi, des traitements hormonaux composés d’cestrogenes et de
progestérone, comme les contraceptifs oraux ou les traitements hormonaux substitutifs, utilisés pour
réduire les troubles liés a la ménopause, contribuent a augmenter le risque de cancer du sein (Cogliano
et al.,, 2005; Daubisse-Marliac et al., 2011; Shapiro, 2005; Wunderle et al.,, 2019). Une étude
épidémiologique a montré une augmentation du risque de cancer du sein de 10 a 30 % suite a la prise
d'un contraceptif oral par rapport aux femmes n’en n’ayant jamais pris (Parsa and Parsa, 2009).
D'autres composés oestrogéniques ont été utilisé en traitement comme par exemple le
Diéthylstilbestrol, administré aux femmes enceintes dans les années 40 afin de réduire le risque
d’avortements. Ce n'est que des années plus tard qu’il a été montré que ce composé avait des effets
multigénérationnels, induisant des troubles de la fertilité mais également un risque plus important de
cancer du sein chez les filles dont la mére avait été traitée pendant leur gestation (Hilakivi-Clarke,

2014).
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La dérégulation du cycle circadien :

Depuis l'industrialisation et le développement croissant des technologies numériques, notre
organisme est de plus en plus soumis a la lumiere électrique et notamment a la lumiére bleue. De plus
en plus d’études suggerent un effet délétere de la lumiere bleue sur notre organisme et sur la qualité
du sommeil (Tosini et al., 2016; Zhao et al., 2018). Ainsi, une perturbation du cycle circadien serait un
facteur de risque de cancer du sein. Une étude menée sur des femmes travaillant de nuit a révélé un
risque accru de cancer du sein (Straif et al., 2007). Il semblerait qu’une privation de sommeil ou une
dérégulation dans le cycle normal augmenterait I'activité inflammatoire avec notamment une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires telle que linterleukine 6 et

diminuerait 'immunité (Besedovsky et al., 2012; Shearer et al., 2001).

2. Facteurs intrinseques

a. L'dge

Majoritairement, les cancers se mettent en place tres lentement et apparaissent principalement apreés
de longues années, provoqués par une accumulation de mutations génétiques dans une cellule saine,
conduisant a sa transformation. Cependant, pour qu’une tumeur se développe, un certain nombre de
barrieres doivent étre franchies, impliquant notamment le systéme immunitaire. Tout ceci faisant de
I’age un facteur de risque de cancer. Dans le cas du cancer du sein, il touche majoritairement les
femmes a partir de 50 ans et presque la moitié des cas concerne des femmes de plus de 65 ans. Par

ailleurs, il est rare chez les femmes de moins de 35 ans (Colditz et al., 2014; DeSantis et al., 2011).

b. Les changements hormonaux

La glande mammaire est finement régulée tout au long de la vie de la femme par la production
d’hormones qui varie en fonction du stade de développement de la glande et du cycle reproducteur.
Les cestrogenes jouent un réle important dans le développement des tumeurs mammaires, entre
autres par leur effet prolifératif ou par la formation de métabolites carcinogenes qui favoriseraient
ainsi 'apparition d’altérations génétiques (Russo and Russo, 2006; Russo et al., 2003). De ce fait, une
exposition prolongée a cette hormone augmente le risque de cancer du sein. Ainsi, 'dge de la
ménarche, celui de la ménopause, le nombre de grossesses, I’age au premier enfant et I'allaitement
sont autant de facteurs qui vont jouer sur I'exposition de la glande mammaire aux cestrogeénes et donc
sur le risque de cancer du sein. Depuis de nombreuses années, la maturité sexuelle chez la femme est

de plus en plus précoce (Berkey et al., 2000; Karapanou and Papadimitriou, 2010; Parent et al., 2003),
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augmentant la période d’exposition aux cestrogenes. Avec une ménopause tardive, ces deux éléments
contribuent a augmenter le risque de cancer du sein du type hormono-dépendant (Colditz et al., 2014;
Parsa and Parsa, 2009). A 'opposé, une ménarche tardive et une précocité de la ménopause conferent
un effet protecteur (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2012; Karapanou and
Papadimitriou, 2010). Il a également été suggéré qu’une longue durée d'allaitement pouvait aussi avoir
un effet protecteur, probablement di au fait de I'absence du cycle menstruel, résultant en un faible
taux d’cestrogénes (Kwan et al., 2015; Layde et al., 1989; Lipworth et al., 2000). Une autre hypothése
est que I'allaitement conduit a la différenciation et a la maturation compléte de la glande mammaire,
diminuant ainsi les possibles effets de carcinogénes sur la prolifération et la transformation de
progéniteurs ou de cellules souches mammaires. En effet, des études ont démontré qu’une réduction
de I'allaitement conduisait a un risque accru de cancer du sein de type triple-négatif et basal-like, dont
certaines propriétés sont partagées avec celles des cellules souches (Kwan et al., 2015; Millikan et al.,
2008; Shinde et al., 2010). De méme, une premiére naissance précoce permet une maturation de la
glande mammaire plus tot et donc un risque diminué de cancer du sein (Britt et al., 2007; Li et al.,

2008).

c. Facteurs génétiques

Des mutations héréditaires ont été décrites pour augmenter drastiquement le risque de cancer du
sein. Les plus connues sont les mutations dans les génes BRCA1 et BRCA2, qui codent des protéines
jouant un role majeur dans la réparation de I’ADN et le maintien de I'intégrité du génome (Welcsh and
King, 2001). De 45 a 80% des femmes porteuses de I'une de ces mutations développent un cancer du
sein, majoritairement un cancer de type basal, qui est un cancer trés agressif et de mauvais pronostic
(Foulkes et al., 2003; Zhong et al., 2015). Ces cancers d’origines génétiques touchent des femmes
nettement plus jeunes, typiquement avant 40 ans, que les autres cancers du sein. Cependant, des
solutions de préventions existent consistant en des mastectomies préventives. D’autres mutations
génétiques sont également impliquées, comme des mutations des genes TP53, PTEN ou ATM
(Bernstein et al., 2017; Choi et al., 2016; Euhus and Robinson, 2013; Rousset-Jablonski and Gompel,
2017).

C. Classifications des cancers du sein

Les cancers du sein présentent une trés forte hétérogénéité inter-tumorale mais également intra-

tumorale, rendant difficile leur classification. De ce fait, différents critéres sont utilisés, fondés sur les
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caractéristiques histologiques et anatomiques de la tumeur mais aussi sur I'expression de marqueurs

ou de génes (Pourteimoor et al., 2016).

1. Classification histologique

Pour la plupart (95%), les cancers du sein se développent a partir des cellules épithéliales localisées
soit au niveau des canaux, on parle alors d’adénocarcinomes canalaires qui sont les plus fréquents
(85%), soit au niveau des lobules, alors nommé adénocarcinome lobulaire, représentant 15% des
adénocarcinomes. Lorsque la membrane basale est intacte on parle d’adénocarcinome in situ, plutot
de bon pronostic mais lorsque les cellules tumorales franchissent cette membrane et envahissent le
micro-environnement on parle alors d’adénocarcinome infiltrant (Weigelt and Reis-Filho, 2009) (figure

14). Ce dernier est moins favorable puisque les risques de métastases sont plus importants.

=> Lobule normal

=> Adénocarcinome
canalaire

Figure 14: Classification histologique des cancers du sein.

Les cancers du sein peuvent se développer a partir des cellules épithéliales retrouvées au niveau
des canaux (carcinome canalaire) ou au niveau des lobules (carcinome lobulaire). En fonction
de I'état de la membrane basale, on parle de in situ si les cellules cancéreuses sont restreintes
au tissu ou infiltrant si elles ont traversé la lame basale.
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2. Classification anatomique

Deux classifications majeures existent. La classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis), établie par
['Union Internationale contre le Cancer et I’American Joint Committee on Cancer, repose sur la taille
de la tumeur, I'invasion des ganglions lymphatiques et la présence ou non de métastases. Elle distingue
sur ces critéres 5 stades, dont les stades 4 et 5 sont de mauvais pronostics (figure 15). L'autre
classification est la classification SBR (Scarff, Bloom and Richardson) permettant d’évaluer I'agressivité
de la tumeur et qui repose sur 3 grades en fonction de la surface tumorale, de I'atypie cellulaire et de

I’activité mitotique.

3. Classification moléculaire
Afin d'optimiser les traitements, la classification des tumeurs mammaires a évolué avec l'identification
et la quantification de marqueurs moléculaires permettant ainsi de guider le choix de la stratégie

thérapeutique a adopter et d’évaluer la sensibilité ou la résistance de la tumeur a ces traitements.

a. Les marqueurs moléculaires

Les récepteurs hormonaux : aux oestrogénes (ER) et a la progestérone (PR) :

Il existe 2 variants principaux du récepteur aux cestrogénes : ERa et Erf3 et plusieurs isoformes. Leur
structure et leur implication dans la transformation de la glande mammaire seront décrits en détails
dans le chapitre n°3. Quant au récepteur a la progestérone, il posséde deux isoformes : PR-A et PR-B.
Le récepteur le plus important dans la classification des cancers du sein est I'isoforme ERa66 qui est
utilisé depuis les années 1970 dans la caractérisation des cancers du sein et I'orientation du traitement
vers une thérapie endocrinienne. En effet de nombreuses études mettent en avant I'importance de ce
biomarqueur (Dai et al., 2014; Perou et al., 2000; Sgrlie et al., 2001). Les tumeurs ERa-positives
représentent 70 a 75% des cancers du sein (Anderson et al., 2002; Stendahl et al., 2006) et sont plut6t
associées a un bon pronostic du fait de leur profil différencié et moins agressif que les tumeurs ERQ-
négatives (Dunnwald et al., 2007; Putti et al., 2005). PR est également retrouvé dans 60-65% des
cancers du sein (Rakha et al., 2007; Stendahl et al., 2006).

Le récepteur HER2 :

Ce récepteur membranaire appartient a la famille des récepteurs de I'EGF et posséde une activité

tyrosine kinase impliquée dans la régulation de la croissance, de la différenciation et du
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T : Taille de la tumeur Stade 0 Tis NO MO
Tx | Lataille de la turneur ne peut pas étre évaluée Stade IA T1 NO MO
T0 | Pas d'identification de tumeur primaire Stade IB To N1 Mo
Tis | Carcinome in situ TL N1 Mo
Tis (DCIS) Carcinome ir situ canalaire Stade llA 0 N1 MO
Tis (LCIS) Carcinome ir situ lobulaire E :; :g
Tis ({Paget's) | Maladie de P aget du mamelon sans tumeur sous-jacente
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Tib Tumeur dont Ia taille est comprise entra 0,5cm et 1cm dans 5a plus grande dimension T2 N2 MO
Tic Tumeur dent la tallle est comprise entre 1cm et 2cm dans sa plus grande dimensien T3 N1 MO
T2 | Tumeur dont la taille est comprise entre 2cm et Sem dans sa plus grande dimension T3 N2 MO
T3 | Tumeur dont la taille est supérieure & Sem dans sa plus grande dimension Stade 1IB T4 NO MO
T4 | Tumeur de toute taille avec une extension directe dans la paro! tharacique ou la peau Ta N1 MO
Tda Extension a la paroi thoracique T4 N2 MO
Tab Ulcération ou cedéme (incluant peau d'orange) ou nodules satellites Stade l1IC Any T N3 MO
TAc | Alafois Tda et Tab Stade IV Any T AnyN | M1
T4d Carcinome inflammataire

N : Envahissement ganglionnaire régional

MNx | L'envahissement ganglionnaire ne peut pas étre évalué

MO | Pas d'envahissement ganglionnaire régicnal

N1 | Ganglinns axillaires hamaolatéraux mohiles

M2 | Ganplions axillaires homaolatéraux fixés entre eux ou & d'autres structures

N3 | Ganglions mammaires internes homolatéraux

M : Métastases & distance

Mx | Pas d'information clinique ou radiclogique indiguant des métastases 3 distance
MO | Pas de métastase i distance

M1 | Présence de metastases a distance
Architecture tumorale :
proportion de canaux ou glandes dans la tumeur (en % de surface tumorale)
>75 % : Tumeur bien différenciée 1 |
|
10-75 % : Tumeur moyennement differenciee 2 |

<10 % : Tumeur peu différenciée 3

Atypies = Forme et taille du noyau (apprécié sur la population tumorale prédominante)

Noyaux petits, réguliers, uniformes

Pleomorphisme modere

e | pa | s

Variations marguees de taille, de forme, aver nucléoles proéminents
Activité mitotique :

compter 10 champs au grossissement x400, valeurs définies pour un champ de 0,48mm de diamétre

0 & 6 mitoses 1 |
7 @ 12 mitoses 2 |
>12 mitoses 3
TOTAL
% "~ Grade | : Tumeurs bien difféerenciées, de bon pronostic | T 345
Grade Il : Tumeurs moyennement différenciées, pronostic moyen 6,7
Grade Il : Tumeurs peu différenciées, mauvais pronostic 89

Figure 15: Classification anatomique des cancers du sein selon la classification TNM (a),
reposant sur la taille de la tumeur, I'envahissement ganglionnaire et la présence ou non de
métastase, ou la classification SBR (b), basée sur le niveau de différenciation de la tumeur, la
forme et la taille des noyaux et I'activité mitotique.
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fonctionnement des cellules mammaires normales mais aussi cancéreuses. Certains cancers du sein
possédent une amplification du gene ErbB2 ou une surexpression de la protéine HER2. Presque 20%
des cancers du sein invasifs présentent une surexpression de HER2, faisant de ce biomarqueur un
facteur associé a un mauvais pronostic (Bartlett et al., 2003; Chia et al., 2008; Quénel et al., 1995;

Slamon et al., 1987).

KI67 :

La protéine Ki67 est un marqueur de prolifération exprimé au cours du cycle cellulaire durant la mitose
(Cuylen et al., 2016; Gerdes et al., 1983). Une faible expression de ce marqueur est associée a une
meilleur efficacité des traitements et donc a un meilleur pronostic (Delpech et al., 2012; Reyal et al.,

2013)

b. Classification fondée sur ces marqueurs moléculaires

En 2000, une premiére classification moléculaire, publiée par Perou et al. (Perou et al., 2000), a mis en
évidence 4 sous-groupes de tumeurs du sein : les tumeurs luminales, HER2-enrichies, « basal-like » et
les tumeurs « normal like ». Par la suite, d’autres études ont ajouté a cette classification un 5™ sous-

type, celui des tumeurs « claudin-low » (tableau 1, figure 16) (Lim et al., 2009).

Les tumeurs luminales AetB :

Ces tumeurs présentent des caractéristiques communes avec les cellules luminales épithéliales des
canaux mammaires comme |'expression des cytokératines 8 et 18 et une forte expression du
récepteurs alpha aux cestrogenes et de celui de la progestérone. On distingue 2 sous-groupes : les
tumeurs luminales A et les luminales B. Contrairement aux luminales A qui expriment faiblement HER2
et K167, les luminales B présentent un taux de prolifération plus important avec une expression accrue
de Ki67 (>14%) et de la cycline B1. Par ailleurs, ce sous type B peut présenter une surexpression ou une
amplification de HER2. Ainsi, le sous-groupe luminal A est associé a un bon pronostic avec un grade
histologique faible et montre un taux de survie a 5 ans de 95%. En revanche, le sous-type luminal B est
plus agressif avec un taux de survie a 5 ans de 50% seulement (Dai et al., 2016; Eroles et al., 2012; Prat

and Perou, 2011; Zhang et al., 2014a).

Les tumeurs HER2-enrichies :

Ce sous-type tumoral doit son nom a I'amplification du géne ErbB2 conduisant a une surexpression de

la protéine HER2. Il est généralement négatif pour I'expression des récepteurs hormonaux ERa et PR
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Sous-type Fréquence Statut Prolifération Pronostic
moléculaire ER/PR/HER2

Luminal A 50-60% ER+/PR+/HER2- Faible Bon

Luminal B 10-20% ER+/PR+/HER2+ Elevée Intermédiaire/mauvais
HER2-enrichie 10-15% ER-/PR-/HER2+ Elevée Mauvais

Basal-like 10-20% ER-/PR-/HER2- Elevée Mauvais
Claudin-low 10-15% ER-/PR-/HER2- Elevée Mauvais
Normal-like 5-10% ER+/PR-/HER2- Faible Intermédiaire/mauvais

Tableau 1 : Classification moléculaire des cancers du sein fondé sur le statut ER, PR et HER2 des
tumeurs. (D’aprés Eroles et al., 2012; Prat and Perou, 2011)

Tumor Claudin'" Basal
subtype: “Normal-like” (Luminal progenitor) Luminal B Luminal A

A A
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Figure 16: Hypothése sur l'origine des tumeurs mammaires en fonction des sous-types fondés
sur la classification moléculaire (Visvader, 2009)
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mais présente une forte expression de genes impliqués dans la prolifération cellulaire. Il est associé a
un mauvais pronostic avec un risque de métastases important (Dai et al., 2016; Eroles et al., 2012;

Pourteimoor et al., 2016).

Les tumeurs « basal-like » :

Les tumeurs dites « basal like » sont caractérisées par une forte expression des kératines 5 et 6 et sont
négatives pour ERa, PR et HER2. Tout comme le sous-type HER enrichi, ce sous-type tumoral est
associé a un mauvais pronostic avec un taux de prolifération trés élevé. Par ailleurs, les tumeurs basal-
like présentent un fort taux de mutation de TP53. Les tumeurs d'origine génétique avec mutation dans

le gene BRCA1, présentent ce profil « basal-like » (Eroles et al., 2012; Turner and Reis-Filho, 2006)

Les tumeurs « claudin-low » :

Mis en évidence par I'équipe du Dr Visvader, cette sous-catégorie posseéde des caractéristiques
communes avec les tumeurs de type basal like (ERa-/PR-/HER-) mais est caractérisée en plus par une
perte de I'expression des protéines impliquées dans les jonctions et I'adhésion cellulaire. De plus ces
tumeurs présentent une signature génique liée a 'EMT et posseédent des propriétés de cellules
souches. Elles sont de mauvais pronostic et tres souvent invasives (Prat and Perou, 2011; Prat et al.,

2010; Visvader, 2009).

Les tumeurs « normal-like » :

Ce dernier sous-groupe de cancer du sein est encore peu caractérisé. Il présente un profil similaire a
des cellules normales avec une expression génique tres caractéristique des cellules basales ou du tissu

adipeux et sont négatives pour ER.

Ces trois derniers types de tumeurs (basal-like, claudin-low et normal-like) sont considérées comme
des tumeurs triples négatives car elles sont négatives pour ERQ, PR et HER2. Cependant, il est
important de noter ici que l'identification du statut ER de la tumeur repose seulement sur
I'identification de I'isoforme ERO66 détectée dans le noyau et non d’autres récepteurs ou isoformes
pouvant étre membranaires, tels que GPER ou ERa36. Ces autres formes seront décrites dans le

chapitre n°3.

Par la suite, d’autres études (Curtis et al., 2012; Docquier et al., 2010; Lapierre et al., 2015) ont conduit
a ajouter des biomarqueurs supplémentaires afin de préciser et d’enrichir cette classification. Ainsi,
I’analyse des mutations somatiques, des polymorphismes ou encore des modifications épigénétiques,

a par exemple mené a l'identification d’une surexpression de HDAC9 dans le sous-type basal-like
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(Lapierre et al., 2016) ou de deux sous-catégories de tumeurs basal-like, celles immunoréactives et
celles immunosuppressives (Burstein et al., 2015). Tout ceci illustre I’hétérogénéité tres importante
des tumeurs du sein et la difficulté a définir une classification. Cependant, I'identification d’un plus
grand nombre de biomarqueurs permettrait potentiellement d’étendre les possibilités thérapeutiques
en s’orientant vers des thérapies ciblées adaptées a la patiente et au type de tumeur et d’augmenter

ainsi I'efficacité des traitements.

D. Les thérapies

Le choix de la thérapie va se faire en fonction de I'aspect histologique de la tumeur, de son grade et de
son stade anatomopathologique mais va également s’appuyer sur les critéres moléculaires. Plusieurs

types de traitements existent, pouvant étre utilisés seuls ou combinés.

1. Lachirurgie

La chirurgie est la premiere approche, avec pour objectif I'ablation de la tumeur. En fonction de
I'étendue de la tumeur, plus ou moins de tissu sera enlevé. Ainsi, une tumeur peu étendue conduira a
une simple tumorectomie qui permettra de conserver la majorité de la glande mammaire, mais en cas
de développement tumoral plus important, une mastectomie partielle ou complete peut étre
nécessaire. De plus, au moment de la chirurgie, une vérification des ganglions est faite afin d’évaluer
I’envahissement du systeme lymphatique. Si c’est le cas, une ablation des ganglions est également
effectuée. En vue de diminuer au maximum la taille de la tumeur afin de faciliter la chirurgie, un
premier traitement (radiothérapie, chimiothérapie, hormonothérapie) dit néo-adjuvant peut étre mis
en place. Par la suite, apres l'intervention, une poursuite de ce traitement, alors qualifié de thérapie

adjuvante, permettra de réduire les risques de récidive et d'augmenter |'efficacité de la chirurgie.

2. Laradiothérapie

La radiothérapie se base sur l'utilisation de rayonnements ionisants afin de détruire les cellules
cancéreuses. C'est une méthode qui cible la zone tumorale en tentant de préserver les tissus et organes
sains avoisinants. La radiothérapie la plus fréquente dans le cadre des cancers du sein est la
radiothérapie externe, a I'opposé de la curiethérapie, peu utilisée dans les cancers du sein, qui va

utiliser une source radioactive a l'intérieur du corps, directement au contact de la zone a traiter.



Chapitre 2 : Les cancers du sein

3. Lachimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement ayant pour but de détruire les cellules cancéreuses en
prolifération. De ce fait les cellules en prolifération normales vont également étre touchées, ce qui est
a l'origine des effets secondaires observés lors des chimiothérapies. Par son effet systémique et le fait
gu’elle cible les cellules prolifératives, la chimiothérapie peut étre utilisée dans le cas des cancers
infiltrants, ceux présentant des métastases et ceux a fort taux prolifératif. Elle est donc utilisée comme
traitement pour les tumeurs de type basal-like, HER2 ou certaines tumeurs luminal B qui présentent
un niveau de KI67 élevé. Plusieurs types de molécules sont classiquement utilisées dans le cadre du
cancer du sein. Le paclitaxel provoque une catastrophe mitotique due a l'inhibition de la
dépolymérisation des microtubules. Le cyclophosphamide, qui est un agent alkylant de I’ADN,
entrainent une inhibition de la réplication. La doxorubicine inhibe la topoisomérase | et induit des
cassures doubles brins de I’ADN, un arrét du cycle et I'apoptose des cellules. Le cisplatine interféere
avec la réplication et la réparation de ’ADN. Le Méthotrexate induit lui un arrét du cycle cellulaire en

phase S.

4. L’hormonothérapie

L'efficacité de I’hormonothérapie repose sur I'expression des récepteurs aux hormones (ER et PR) au
niveau de la tumeur. En effet, les tumeurs exprimant ces récepteurs sont dites hormonosensibles car
leur croissance va étre dépendante de la production et de la fixation de ces hormones endogénes qui
vont stimuler la prolifération des cellules cancéreuses. Ce sont donc les tumeurs de sous-type luminal
qui seront la cible de I’'hormonothérapie. Le but de I’'hormonothérapie est soit de stopper la production
d’cestrogenes endogénes de maniere non médicamenteuse (ovariectomie ou radiothérapie des
ovaires, pratiquement plus utilisées actuellement en France) ou par des médicaments, soit en bloquant

I’activité des cestrogenes au niveau de son récepteur.

a. Suppression de la synthése d’cestrogénes

Agonistes de la LH-RH :

Ces molécules vont agir au niveau de I'axe hypothalamo-hypophysaire en stimulant et en saturant les
récepteurs de la LH-RH hypophysaire. Ceci va conduire a I'inhibition de la production de FSH et de LH

et donc de la synthése d’cestrogenes et de progestérone par les ovaires. Plusieurs molécules existent,
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notamment la leuproréline ou la goséréline, utilisées dans le cas des cancers du sein hormono-

dépendants métastatiques chez la femme en préménopause.

Les progestatifs :

Un rétrocontrdle négatif existe au niveau de I'hypothalamus. Ainsi une forte production d’cestrogénes
et/ou de progestérone va inhiber I'axe hypothalamo-hypophysaire conduisant a une diminution de la
production des hormones sexuelles par l'ovaire. Les progestatifs vont agir sur ce principe en
augmentant le niveau de progestérone et donc en stimulant ce rétrocontrole négatif. Une des
molécules utilisée est I'acétate de mégestrol, pouvant étre utilisée chez les patientes ménopausées

avec un cancer hormono-dépendant métastatique.

Les anti-aromatases :

La biosynthése des différentes formes d’cestrogénes nécessite une étape d’aromatisation catalysée
par les aromatases. Une description plus précise de cette synthése d’cestrogenes est décrite dans le
chapitre n°3. Ainsi les traitements contre les cancers du sein hormono-sensibles peuvent se faire par
des molécules qui inhibent I'aromatase, diminuant ainsi le niveau d’cestrogénes. Plusieurs générations
d’anti-aromatases ont été développées depuis quelques années. Actuellement deux sous-groupes
existent : d’'une part les anti-aromatases stéroidiens, qui vont agir comme compétiteurs des
précurseurs des cestrogenes et se fixer de maniere irréversible sur le site actif de I'aromatase,
conduisant alors a I'inactivation compléete de cette derniere et d’autre part les anti-aromatases non
stéroidiens, qui vont également se fixer sur le site actif de I'aromatase mais de facon réversible. Cette

classe de médicaments est utilisée en traitement adjuvant chez la femme ménopausée.

b. Action au niveau des récepteurs aux cestrogenes : les SERM et les SERD

Il existe 2 types de molécules qui vont agir au niveau des récepteurs aux cestrogénes: les SERM et les

SERD (figurel7).

Les SERM (Selective Estrogen Receptor Modulators) :

Ce sont des molécules non stéroidiennes qui vont entrer en compétition avec les cestrogenes en se
fixant spécifiqguement sur le site de fixation du LBD (Ligand Binding Domain) du récepteur aux
cestrogénes. Cette fixation ne va pas empécher la dimérisation du récepteur ni sa fixation sur des
éléments de réponses aux ostéogenes, mais va conduire a l'inactivation du domaine AF2, empéchant
ainsi son activité. En revanche le domaine AF1 reste fonctionnel ce qui est a I'origine d'une inactivation

partielle. Ainsi, les SERM vont avoir des effets antagonistes ou agonistes de maniére tissu spécifique.
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Figure 17: Mode d’action des molécules thérapeutiques agissant au niveau des récepteurs
aux cestrogénes. L'cestradiol active les domaines de transactivation AF1 et AF2 de ER. Les
SERM comme le tamoxiféne inactivent seulement I'action du domaine AF2 conduisant alors
a une activation partielle de la transcription. En revanche, les SERD, comme le Fulvestrant (ICI
182,780) inactivent aussi bien le domaine AF1 que le domaine AF2 aboutissant a une absence
totale de transcription. (Robertson, 2001)

En effet leur effet va dépendre de la nature du récepteur, de la séquence promotrice des genes régulés
mais également des cofacteurs mis en jeu (McDonnell et al., 2002; Riggs and Hartmann, 2003). Le plus
utilisé dans les cancers du sein est le tamoxiféne. Cette molécule synthétisée dans les années 1960 a
été utilisée dans les années 70 pour son action anti-proliférative dans le cas des cancers du sein de
type hormono-dépendant. Actuellement, il reste le traitement adjuvant favorisé chez les femmes non-
ménopausées. Le tamoxiféne peut se lier a ERa et ERB, avec un effet d’antagoniste pur dans le cas de
ce dernier (Barkhem et al., 1997). Concernant ERa, son action va étre variable selon la cible cellulaire
en fonction de I'implication des domaines AF1 ou AF2 (Smith and O’Malley, 2004). Ainsi dans le cas de
I’épithélium mammaire, la fonction AF2 est nécessaire pour l'activation transcriptionnelle de ERa,
faisant alors du tamoxifene un antagoniste pur. En revanche, dans I'utérus la fonction AF1 est
suffisante et le tamoxifene va agir en tant qu’agoniste partiel, c‘est pourquoi un suivi rigoureux est

requis chez les femmes traitées au tamoxiféne afin de prévenir un éventuel cancer de 'endometre
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(McDonnell et al., 2002; Watanabe et al., 1997). Comme décrit dans le chapitre 3, ERa peut avoir une
signalisation initiée a la membrane et présente d'autres isoformes. Il est intéressant de noter que le
tamoxiféne peut également inhiber la formation du complexe ERa/PI3K/Scr, décrit comme une étape
clé dans l'initiation de plusieurs voies initiées a la membrane. En revanche, il a été montré que le
tamoxiféne avait un role d’agoniste sur le variant ERa36 (voir chapitre 3). L'ensemble de ces études
montre l'intérét de la caractérisation des différents types de récepteurs aux cestrogenes pour

I'utilisation du tamoxiféne.

Les SERD (Selective Estrogen Receptor Disruptors) :

Tout comme les composés précédents, les SERD vont se fixer spécifiguement aux récepteurs aux
cestrogénes mais contrairement aux SERM, ils vont inhiber leur dimérisation et induire une
dégradation par le protéasome, résultant en une absence totale de transcription et donc agissant
comme des régulateurs négatifs stricts. Un des SERD utilisé est le fulvestrant, permettant de viser les
cancers du sein hormono-dépendant qui présentent une résistance au tamoxiféne. Ce composé va
altérer la dimérisation du récepteur et avoir un effet antagoniste complet en inactivant les fonctions
AF1 et AF2 (McDonnell et al., 2002; Robertson, 2001; Wakeling et al., 1991; Wijayaratne and
McDonnell, 2001). De ce fait, il apparait comme un antagoniste pur pour les tissus cibles des
cestrogénes comme le sein ou l'utérus (Wakeling and Bowler, 1992). Concernant les signalisations
membranaires de ERa, il a été montré que le fulvestrant était capable d'inhiber la grande majorité de
ces signalisations. En revanche il semblerait que se composé montre une plus faible affinité pour

ERa46, autre variant de ERa, que le tamoxiféne (Lin et al., 2013).

5. Les thérapies ciblées

Les progrés dans la caractérisation moléculaire des cancers du sein ont permis d’identifier certains
facteurs clés dans le développement et la régulation de ces tumeurs. Ainsi, de nouvelles thérapies

tentent de cibler spécifiquement la tumeur via ces molécules.

a. Les anticorps monoclonaux

Etant donné que les cancers du sein de sous-type HER2 sont négatifs pour les récepteurs hormonaux,
un traitement par hormonothérapie n'est pas possible. Des thérapies ciblées contre HER2 ont été

développée en conséquence (Trastuzumab, Lapatinib). Ainsi, I'anticorps monoclonal Trastuzumab va
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agir en se fixant sur le domaine extracellulaire de HER2, permettant ainsi sa dimérisation, son
internalisation et sa dégradation. Le Trastuzumab inhibe en conséquence les voies de signalisation
PI3K/Akt et MAPK, entrainant alors un arrét du cycle cellulaire. Le Lapatinib est une petite molécule
qui inhibe les domaines intra-cellulaires de HER2. D'autres anticorps monoclonaux vont cibler des
molécules ou des voies de signalisations impliquées dans la progression tumorale et dans le
développement de métastases. C’'est le cas du Bevacizumab qui va cibler le VEGF, molécule trés
importante dans I'angiogenése. Ainsi une combinaison du Bevacizumab avec de la chimiothérapie
montrerait une meilleure survie dans les cas de cancers du sein métastatiques (Gerber and Ferrara,
2005). On retrouve également des anticorps monoclonaux qui vont inhiber le réseau de signalisation

PI3K/Akt/mTOR, dérégulé dans un trés grand nombre de cancers du sein (Lee et al., 2015).

b. Les anticorps conjugués ou ADC (Antibody Drug Conjugated)

Cette thérapie consiste en un couplage entre une drogue cytotoxique ou un agent radioactif et un
anticorps spécifique d’un antigene tumoral, qui sera reconnu a la surface des cellules tumorales, fixé
puis endocytosé. Ainsi une fois internalisé la drogue sera libérée dans la cellule cancéreuse (figure 18).
(Beck et al., 2010; Haeuw et al., 2009). Méme si certaines de ces thérapies n’ont pas été poursuivies
du fait d’'un manque d’apport bénéfique, plusieurs autres traitements ainsi générés sont actuellement

en phase |, Il ou lll dans le cas des cancers du seins (Nagayama et al., 2020).
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Figure 18: Mode d’action des anticorps conjugués (Haeuw et al., 2009 )
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E. Résistance aux traitements et rechute

En dépit des progres thérapeutiques, I'existence de résistances aux différents traitements sont la cause
de rechutes. La majeure partie de la mortalité observée dans les cas de cancers de sein est consécutive
a ces rechutes. Les mécanismes impliqués dans ces résistances ne sont pas encore tous bien définis

mais font I'objet d’'une recherche approfondie.

1. Adaptabilité et/ou évolution de la tumeur

Les traitements peuvent induire une pression de sélection sur les cellules tumorales. Lorsque la tumeur
répond bien aux traitements, la majorité des cellules cancéreuses qui constituent cette tumeur va étre
éliminée. Cependant, si certains clones cellulaires étaient porteurs d’altérations leur permettant de
résister aux thérapies, I'avantage sélectif résultant leur permettra de reformer a terme une nouvelle
tumeur. On parle alors de résistances acquises qui peuvent jouer sur plusieurs tableaux (figure 19).
Dans le cas des cancers hormono-sensibles, une thérapie possible consiste a cibler le récepteur aux
ocestrogenes, afin de bloquer sa signalisation impliquée dans la prolifération des cellules tumorales. Les
cellules cancéreuses peuvent perdre |'expression de ERa et ainsi devenir indépendantes aux
ocestrogenes, ou subir des mutations au niveau de ERa empéchant la fixation des drogues sur celui-ci
(Kuukasjarvi et al., 1996; Le Romancer et al., 2011). D'autres mécanismes ont également été décrits
comme par exemple un dysfonctionnement dans les co-régulateurs de ERo ou dans le métabolisme
du tamoxiféne, ou encore la mise en place d’une production autocrine d’cestrogénes par les cellules
tumorales (Badia et al., 2007; Johnson et al., 2004). De plus, I'activation de voies de signalisation
alternatives est également impliquée dans les résistances. Ainsi, la résistance au tamoxifene peut étre
médiée par les récepteurs HER2 et EGFR, activant une signalisation MAPK/Akt qui induit I'activation
de ERQ, ou encore par 'augmentation de I'activité de IGF1R (Shou et al., 2004; Zhang et al., 2011). Par
ailleurs, des résistances a d’autres traitements que le tamoxiféne, comme celles aux traitements anti-
aromatases, qui découlent d’une activation constitutive de la voix PI3K/Akt (Vilquin et al., 2013).

Les cancers hormono-sensibles ne sont pas les seuls a mettre en place des résistances aux différents
traitements. En effet de nombreuses résistances aux inhibiteurs de mTOR ont été décrites dans le cas
des cancers du sein de sous type HER2, conduisant au développement de nouvelles générations
d’inhibiteurs (Lee et al., 2015). Ces résistances peuvent résulter de I'expression d’une nouvelle forme
de HER2 tronquée au niveau du domaine de fixation de la drogue, de I'expression d’autres membres
de la famille de HER2, comme par exemple HER1 ou HER3, d’autres types de récepteurs qui vont

s’associer a HER2 comme par exemple I'lGF1R (Nahta et al., 2005), ou encore de mutations de
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Figure 19: Mécanismes de résistance appliqués par exemple au tamoxiféne (Badia et al., 2007 )

régulateurs de voies de signalisations activées par HER2, comme par exemple une mutation inhibitrice
sur PTEN. En effet, une perte d’expression de PTEN est associée a une résistance au trastuzumab et a
un risque de rechute important (Berns et al., 2007; Gallardo et al., 2012; Nagata et al., 2004; Ning et
al., 2016; Pandolfi, 2004).

Par ailleurs, en plus de développer des résistances aux traitements, les cancers du sein peuvent aussi
évoluer et se transformer en un autre sous-type comme par exemple le passage d’un sous-type HER2
a un sous-type triple négatif, qui est plus agressif et dépourvu de cibles thérapeutiques (Burnett et al.,
2015). Une tumeur est un écosystéeme complexe constitué de plusieurs sous-populations cellulaires
avec des phénotypes et des caractéristiques tres hétérogenes. La caractérisation d’une tumeur se base
principalement sur la ou les populations cellulaires majoritairement représentées dans la tumeur.
Ainsi, la mise en place d’'une thérapie sera en accord avec cette/ces sous-populations mais pas
forcément avec les autres sous-populations tumorales minoritaires qui elles pourront se maintenir,
voire méme, en absence de la premiére sous-population et/ou sous l'effet de la thérapie, se

développer, proliférer et former une nouvelle tumeur. Ainsi, une sous-population minoritaire de
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cellules souche cancéreuses (figure20), résistantes a la chimiothérapie et exprimant des propriétés
trés similaires a celles des cellules souches mammaires normales a été identifiée et son role dans le
développement et les rechutes de cancers du sein est largement envisagé (Fillmore and Kuperwasser,

2007; Reya et al., 2001; Tanei et al., 2009).
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Figure 20: Concept de cellules souches cancéreuses appliqué a la thérapie. (d’aprés Reya et al., 2001)

2. Notion de cellules souches cancéreuses

Le concept de cellule souche cancéreuse a émergé dans les années 90 avec leur identification dans le
modeéle hématopoiétique de la Leucémie Aigué Myéloide (Lapidot et al., 1994), puis a été étendu au
cancer du sein dans les années 2000 (Al-Hajj et al., 2003). A partir de la greffe, dans le coussin adipeux
d’une souris immunodéficiente, d’un trés faible nombre de cellules humaines issues d’une fraction
cellulaire représentant 2% de la tumeur globale et caractérisées par les marqueurs souches Lin-
CD44+CD24, Al-Hajj et al. ont observé que ces cellules étaient capables de reformer une tumeur
hétérogene identique a la tumeur d’origine issue de la patiente, et ceci méme apreés plusieurs cycles
de greffe. L'origine de ces cellules souches cancéreuses est encore discutée mais deux hypothéses ont
été avancées. La premiére envisage une transformation de cellules souches normales suite a des
dommages génétiques ou épigénétiques (Morel et al., 2008) ou a des modifications dans son
microenvironnement (Chapellier et al., 2015; Li and Neaves, 2006) conduisant alors a une dérégulation

dans des voies de signalisation clés impliquées dans la tumorigenese. Cette hypothése est confortée
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par I'exemple de la Leucémie Myéloide Chronique, causée par I'expression d’une protéine de fusion

BCR-ABL dans les cellules immatures qui conduit a un blocage de la différenciation et a une

accumulation de ces cellules immatures. La seconde hypothése envisage des mécanismes de

dédifférenciation a partir de cellules transformées différenciées qui pourraient réacquérir des

propriétés et des marqueurs de cellules souches (figure21) (Bjerkvig et al., 2005). Les cellules souches

cancéreuses ont avec les cellules souches normales de nombreuses caractéristiques en commun, qui

peuvent étre favorables au développement et au maintien de la tumeur. Ainsi, la multipotence peut

avoir pour conséquence I'hétérogénéité tumorale, la quiescence peut étre a I'origine de la résistance

a certains traitements antimitotiques et I'auto-renouvellement peut étre la cause d’'un maintien de

cellules souches cancéreuses dans I'organisme et donc conduire a des rechutes plusieurs années apres

un traitement. De plus, I'expression membranaire de pompes a efflux peut conduire a des résistances

a certains traitements. Enfin, une forte expression de molécules d’adhésion ou de facteurs de 'EMT

va souvent étre liée a une résistance aux traitement anti-cancéreux et favoriser I'invasion des cellules

tumorales et I'apparition de métastases (Theodoropoulos et al., 2010). De ce fait, les cellules souches

cancéreuses sont un réel obstacle au traitement des cancers du sein et certaines thérapies actuelles

tentent de les viser,

notamment via des stratégies de différenciation en visant

leur

microenvironnement qui confére une niche favorable a leur survie (Li and Neaves, 2006).
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Figure 21: Hypothéses sur l'origine des cellules souches cancéreuses mammaires
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3. Métastases

Malgré les améliorations dans I'efficacité des traitements et dans la caractérisation des cancers du
sein, certains sous-types de tumeurs restent actuellement de mauvais pronostic faute de traitements
ciblés et a cause du statut agressif de la tumeur. C’est le cas de la plus grande majorité des cancers du
sein « triple négatifs » et notamment ceux du sous-type « claudin-low » dont les cellules cancéreuses
présentent des caractéristiques de transition epithélio-mésenchymateuse et de cellules souches (Prat
et al., 2010). Le développement de métastases est la cause principale de mortalité liée au cancer du
sein. En effet, la présence de métastase est critique et le pronostic chute drastiquement avec un taux
de survie a 5 ans passant de 80% a 20% environ. Les sites préférentiels de métastases dans le cas des
cancers du sein sont les os, le foie, le cerveau et les poumons. La dissémination métastatique nécessite
plusieurs étapes facilitées par I'expression et la libération de différents facteurs aussi bien par les
cellules tumorales que par les cellules du micro-environnement (Katt et al., 2018). L’une des premiéres
étapes est le détachement des cellules et leur invasion dans la matrice extra-cellulaire, permit par le
mécanisme de I'EMT et la sécrétion de métalloprotéinases. L'étape suivante est I'étape d’intravasation
ou les cellules vont entrer dans la circulation et vont devoir y survivre, puis |'étape d’extravasation, ou
les cellules tumorales quittent la circulation pour s’établir au niveau du site métastatique. Une fois
dans le nouveau tissu, la formation d’'une métastase nécessitera la survie et la prolifération de ces
cellules métastatiques (figure 22) (Gomez-Cuadrado et al., 2017). Certaines études ont montré que la
chimiothérapie pouvait avoir un réle dans les rechutes et le développement de métastases,
notamment par la mise en place de niches pro-métastatiques et la libération de cytokines et de
facteurs angiogéniques qui favoriseraient la survie, la migration et I'induction de 'EMT (D’Alterio et
al., 2020; Liu et al., 2015a). En effet, comme décrit précédemment, la chimiothérapie est un traitement
systémique qui va agir sur les cellules cancéreuses mais également sur les autres organes et cellules
saines, dont celles du microenvironnement. Suite a une chimiothérapie néoadjuvante, les cellules
cancéreuses pouvaient libérer des vésicules extracellulaires circulantes conduisant a la formation
d’une niche pré-métastatique via I'activation de cellules endothéliales qui augmentent alors leur
expression de facteurs chimio-attractant tel que CCL2 (Keklikoglou et al., 2019). De plus, une
population spécifique de monocytes inflammatoires est recrutée, aussi bien au site tumoral suite a la
destruction des cellules cancéreuses par la chimiothérapie qu’au site pré-métastatique via I’expression
du récepteur a CCL2 : CCR2, et favoriserait le processus d’extravasation grace a la libération de VEGFA

(D’Alterio et al., 2020; Kitamura et al., 2015; Qian et al., 2011).
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Chapitre 3: les cestrogenes et |les récepteurs aux cestrogenes

A. Les cestrogenes

1. Physiologie des cestrogenes

Les cestrogenes sont des hormones sexuelles majeures chez la femme, impliquée dans de nombreux
processus biologiques, tels que le développement des caractéres sexuels secondaires (Carpenter and
Korach, 2006) dont celui de la glande mammaire (précédemment décrit dans le chapitre 1) ou la
régulation du cycle menstruel. Les cestrogénes jouent également un réle important dans I’homéostasie
tissulaire et le métabolisme d’autres organes, avec notamment une action sur le métabolisme des
lipides et glucides ainsi que sur les os, la peau, le foie, le systeme cardio-vasculaire et le systeme
nerveux central (figure23) (Gruber et al., 2002; Jia et al., 2015; Lee et al., 2012). En plus de ces fonctions
biologiques dans I'organisme, les cestrogenes sont impliqués dans diverses pathologies en cas de
dérégulations ou de déficit. Un déficit en cestrogénes entrainerait des maladies cardiovasculaires
(Hamilton et al., 2016), un risque accru d’Alzheimer (Yue et al., 2005) ainsi que de I'ostéoporose et une
réorganisation de la localisation des lipides, qui peuvent étre observés a la ménopause (Stevenson,
2011). A I'inverse, du fait de son effet pro-prolifératif, les cestrogénes sont également impliqués dans
I’apparition de tumeurs mammaire (précédemment décrit dans le chapitre 2 et prochainement détaillé

dans la suite) et de I'endometre.

2. Biosynthese et métabolisme

Les ocestrogenes sont des hormones stéroidiennes lipophiles dérivées du cholestérol et sont
synthétisées majoritairement par les ovaires mais aussi, en plus faible proportion par la glande
mammaire, le foie, le tissu adipeux et le cortex surrénalien. Elles sont composées d'un squelette de 4
cycles aromatiques et existes sous trois formes différentes principales: 'cestrone (E1), le 17pB-
cestradiol (E2), et I'cestriol (E3) (Samavat and Kurzer, 2015). Chez la femme non gestante, 'E2 est la
forme majoritaire obtenue par aromatisation de la testostérone et est sécrétée par les ovaires de
maniére croissante au cours de la phase folliculaire afin de préparer ’'endomeétre pour une éventuelle
nidation. Durant la grossesse, la production d’cestrogéne majeure est I'E3 par le placenta. Au moment
de la ménopause, le cycle ovarien est arrété, conduisant a un arrét de la sécrétion d’cestrogénes par
les ovaires. De ce fait, la source d’cestrogenes sera alors issue des autres organes producteurs et se

fera sous la forme de E1.
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Les cestrogénes sont synthétisées par une succession d’étapes enzymatiques dont la premiére est un
clivage du cholestérol pour former la prégnénolone qui sera par la suite convertie en progestérone
puis en testostérone. L'étape finale est une étape d'aromatisation catalysée par un complexe

enzymatique comprenant le cytochrome P450.

B. Récepteurs aux cestrogenes (ER)

Une fois les cestrogenes synthétisées, ces hormones vont circuler dans le sang pour rejoindre ses tissus
cibles et agir sur les cellules via leur récepteur : le récepteur aux cestrogenes (ER). Plusieurs types et
sous type de ce récepteur existent dont ERa66 et ses isoformes ERa46 et ERa36, ERB, ainsi que le
récepteur membranaire aux cestrogénes couplé aux protéines G (GPER), qui seront décrits dans cette
partie (figure 24). Excepté GPER, ces récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires
de type 1 méme si a I'état basal ils sont retrouvés hors du noyau (source : uniprot). Outre les
oestrogénes naturels, d’autres ligands synthétiques ou non peuvent interagir avec les récepteurs aux
oestrogénes, comme par exemple le BPA, dont I'action sera détaillée dans le chapitre 4, ou le

tamoxiféne.

A
A/B C D E F
ERa | AF-1 | oeo[ H| 18D AF-2 B s
1 184 264 302 553 595
C D E F
ERa46 | oo | H| 18D AF-2 |
184 264 302 553 595
C D E F
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B A/B C D E F
ERB [ AF1 [ oeo ]  1eD AF-2 B s
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Figure 24: Les différentes isoformes protéiques du récepteur aux cestrogénes alpha
(a) et béta (b). (Le Romancer et al., 2011)
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1. ERa66 (ERa)

Ce récepteur est le premier a avoir été identifié puis cloné dans les années 80 (Greene et al., 1986). A
la suite de l'identification d’un autre récepteur aux cestrogenes, ce premier récepteur a été nommé

ERa et le second ERP (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996).

a. Structure du géne et de la protéine

Le gene codant pour ERa est localisé sur le chromosome 6 (6g25.1) et est appelé ESR1. Il comporte 9
exons, dont le 9™ a récemment été découvert et n’est pas codant, et 8 introns pour une taille de 140
kb (Chamkasem and Toniti, 2015; Ponglikitmongkol et al., 1988; Wang et al., 2005). Il présente de
multiples promoteurs activés différentiellement en fonction du contexte et du tissu. Un changement
de promoteur est observé entre les cellules de la glande mammaire saine et celles cancéreuses (Kos et
al., 2001; Reid et al., 2002). ESR1 code une protéine de 66 kDa composée de 595 acides aminés (Reid
et al., 2002). Comme la plupart des récepteurs nucléaires, ERa est un facteur de transcription qui va
agir au niveau de I'ADN apres fixation de son ligand mais il peut également agir par des voies non
génomiques. Ces voies de signalisations seront décrites ultérieurement. Il posséde 4 domaines : A/B,
C, D et E/F de I'extrémité amino-terminale vers la carboxy-terminale (figure 25) (Heldring et al., 2007;
Kumar et al., 2011). Dans le domaine A/B, on trouve le domaine de transactivation ligand-indépendant
AF-1 (Activation Function 1) dont I'activité peut étre indépendante de la fixation du ligand. Le domaine
C comprend le DBD (DNA Binding Domain) constitué par une structure en double doigts de zinc
permettant d’une part la reconnaissance et la liaison a ’ADN au niveau des séquences spécifiques ERE
(Estrogen Responsive Elements) via le premier doigt de zinc qui constitue la boite proximale P (P-box),
et d’autre part ’homo- ou I’hétérodimérisation du récepteur grace a la boite distale D (D-box) formée
par le 2eme doigt de zinc (Aranda and Pascual, 2001; Kumar and Thompson, 1999; Ponglikitmongkol
et al., 1988). Le domaine D est une région charniére trés flexible permettant des changements de
conformation du récepteur. ERa.66 possede des séquences de translocations nucléaires (NLS) qui, a la
suite de la fixation du ligand, vont étre révélées pour permettre la translocation dans le noyau. Le
domaine E/F porte les régions responsables de la liaison au ligand hydrophobe (LDB pour Ligand

Binding Domain) et de la transactivation ligand-dépendante AF-2 (Bourguet et al., 2000).
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b. Implication dans les cancers du sein

ERa66 est impliqué dans le développement normal de la glande mammaire comme ceci a été présenté
dans le chapitre 1. Cependant il a aussi été démontré qu’il jouait un réle crucial dans la tumorigenése
mammaire suite a sa dérégulation, qui favorise I'expression d’un grand nombre de protéines
oncogéniques comme la cycline D1 et c-Myc ainsi que I'inhibition de facteurs impliqués dans I'arrét du
cycle cellulaire tel que la protéine P21, conduisant a une prolifération non controlée des cellules
(Cariou et al., 2000; Wong et al., 2001). Par ailleurs des modifications post-traductionnelles d’ERca66
influencent la tumorigenése mammaire et la résistance aux traitements, et notamment au tamoxiféne

(Le Romancer et al., 2011; Tecalco-Cruz and Ramirez-Jarquin, 2018; Yang et al., 2018).

2. ERa46

Comme ERa66, cette isoforme ERa46 est transcrite a partir du méme géne ESR1 mais via un promoteur
alternatif situé sur I’exon 2. Cela conduit a la synthese d’une protéine de 46 kDa identifiée initialement
dans des cellules d’une tumeur mammaire (Trivedi et al., 1996). Du fait de sa transcription et de sa
traduction a partir de I'exon 2, cette protéine est tronquée de 173 acides aminés dans sa partie N-
terminale et ne posséde donc pas le domaine AF-1, mais dispose de I’'ensemble des autres domaines
(DBD, LBD, AF-2) décrits dans le paragraphe précédent. L’épissage alternatif conduisant a la synthese
de ce variant pourrait étre dii a I'action de l'oncoprotéine HMGA1la qui conduit a 'augmentation de
I’expression de ’ARNm de ERa46 dans les lignées cancéreuses mammaires MCF7 (Ohe et al., 2018).
Peu de données existent concernant son implication dans le développement de la glande mammaire
normale ou dans les cancers du sein. Dans une cohorte de tumeurs mammaires ERa-positives, ERa.46
est exprimée dans 70% des échantillons mais est prédominante par rapport a ERa66 dans seulement
10%. Par ailleurs, il semblerait que I'expression de ERa46 soit associée a un faible grade et inversement
corrélée a lataille de la tumeur (Chantalat et al., 2016). Quelques études suggerent que ERa46 pourrait
inhiber la prolifération des cellules tumorales. En effet, ERa46 contrebalance la prolifération induite
par I'activation de ERa66 par les cestrogénes en provoquant un arrét du cycle en phase GO/G1,
inhibition proportionnelle a I'expression de ERa46 (Chantalat et al., 2016; Flouriot et al., 2000; Penot
et al., 2005). Dans le contexte de la résistance au tamoxiféne, restaurer I'expression d’ERa46
resensibilise les cellules au tamoxiféne et induit une diminution de leur prolifération (Klinge et al.,

2010).
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3. ERa36

a. Structure et de la protéine et régulation de son expression

Ceci fait une quinzaine d'années que cette isoforme a été mis en évidence (Wang et al., 2005). Tout
comme ERa66 et ERa46, cette isoforme est transcrite a partir du geéne ESRI mais via un promoteur
différent, situé dans un exon récemment découvert qui est localisé dans le premier intron (si on
considére I'organisation exon/intron du transcrit codant ERa.66) et a été nommé exon 1’. Plusieurs co-
régulateurs de I'expression transcriptionnelle de ERa36 ont été décrits tels que ERa66 et WT1 qui
seraient répresseurs et EGFR, HER2 ou BMP2 qui eux réguleraient positivement sa transcription (Kang
et al,, 2011a, 2011b; Rao et al., 2011; Wang et al., 2012, 2005; Yin et al., 2014). Outre son promoteur
différent, ERa36 va également subir un épissage alternatif conduisant a I'absence des exons 7 et 8 et
a la présence de I'exon 9 qui est absent dans ERa66 et ERa46 (figure 26). ERa36 peut étre régulé
positivement ou négativement par des facteurs épigénétiques et des petits ARNs non codants (miRNA).
Plusieurs sites de fixations de miRNA dans sa région 3’-UTR ont été décrits. On retrouve comme miRNA
par exemple hsa-miR-136-5p dont I'expression est inversement corrélée a celle de ERa36. Par ailleurs,
guatre flots CpG présents dans son promoteur ont été décrits pour pouvoir étre méthylés conduisant
alors a une augmentation de I'expression de ERa36, expression diminuée en revanche apres
déméthylation de ces sites CpG par un agent déméthylant (Thiebaut et al., 2019). Linitiation de la
traduction va se faire a partir de I'exon 2, conduisant comme pour ERa46 a une extrémité amino-
terminale dépourvue du domaine AF-1 (Su et al., 2014; Wang and Yin, 2015). De plus, contrairement
aux deux autres récepteurs aux cestrogenes, ERa36 est également dépourvu du domaine AF-2 et seule
une petite partie du domaine LBD est conservée, conduisant a une poche de fixation du ligand plus
ouverte que celle de ERq, ce qui pourrait contribuer a un spectre de fixation de ligands plus large (Wang
and Yin, 2015). Par ailleurs, a la place des acides aminés codés par les exons 7 et 8, il possede une
séquence protéique unique de 27 acides aminés au niveau du domaine carboxy-terminal (Le Romancer
et al., 2011; Wang et al., 2005). A I'inverse de ERa66 qui est majoritairement nucléaire, ERa36 est
localisé principalement dans le cytoplasme (40%) et a la membrane plasmique (50%) et trés peu dans
le noyau (10%) (Lee et al., 2008b; Su et al., 2014; Wang and Yin, 2015; Wang et al., 2006). Plusieurs
mécanismes pourraient contribuer a sa localisation extranucléaire, comme la présence de 3 sites de
myristoylation (modification post-traductionnelle permettant I'ancrage de protéines a la membrane
plasmique) (Wang et al., 2005), une interaction avec la protéine GP96 qui semblerait lui conférer sa

localisation membranaire (Hou et al., 2015), ainsi qu’une co-localisation avec la protéine membranaire
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cavéoline-1 (Lin et al., 2010a). De plus, la séquence spécifique de 27 acides aminés, riche en leucine,
contiendrait un signal d’export nucléaire (NES) (Omarjee et al., 2017; Stommel et al., 1999). Du fait de
sa localisation extranucléaire, ERa36 va induire une signalisation cellulaire non génomique, qui sera

décrite dans la partie 6.
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Figure 26: a) Structure du géene ESR1 et de son ARN messager codant pour la protéine ER36.
(adapté de Wang et al., 2005). Structure tridimensionnelle théorique de la poche de liaison
au ligand de ERa66 (b) et de ERa36 (c) (Kang et al., 2010).

b. Implication dans les cancers du sein

Le rble et I'expression de ERa36 dans la glande mammaire normale sont trés peu connus a ce jour.
Cependant, sa surexpression dans une lignée de progéniteurs bipotents non transformés mais
immortalisés (MCF10A) et dans des modeéles in vivo, conduisait a une résistance a I'apoptose et a une
transformation cellulaire (Thiebaut et al., 2017). En revanche, son implication dans les cancers, dont
celui du sein, a été un peu plus étudiée. Chez des patientes porteuses de cancers du sein, I'expression
d’ERa36 est associée a un taux de survie plus faible ainsi qu’a un risque de résistance aux traitements
plus élevé. ERa36 peut étre exprimé aussi bien dans les tumeurs du sein au statut ER négatif (50%) que

pour celles ER positif (50%) (Lee et al., 2008b; Wang and Yin, 2015). Ceci est problématique puisque
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I'un des principaux traitements pour les cancers du sein ER positifs est ’hormonothérapie et plus
particulierement le tamoxiféne, qui a une action d’agoniste sur ERa36 (Shi et al., 2009; Wang et al.,
2018, 2006). Cette action différente du tamoxiféne observée entre ERa66 et ERa36 pourrait étre
expliquée par la configuration de sa poche de fixation des ligands, qui est plus ouverte dans le cas
d’Era36, et donc potentiellement plus permissive (Wang and Yin, 2015). De plus, puisque la
classification ER repose uniquement sur I’expression nucléaire de ERa66, ERa36 n’est pas recherché
au moment de la classification de la tumeur, conduisant alors a I'utilisation du tamoxiféne dans le cas
de cancers hormono-dépendants pouvant quand méme étre positif pour ERa36. Cela pourrait
conduire a une résistance au traitement, en effet, des études cliniques ont mis en évidence que
I’expression d’ERa36 était associée a un faible taux de survie chez les patientes atteintes d’un cancer
ER-positif et traitées avec du tamoxiféene (Shi et al., 2009). Par ailleurs, une boucle de régulation
positive ERa36/HER2 a été décrite et contribuerait également a cette résistance au tamoxiféne (Yin et
al., 2014, 2015). De plus, I'activation du complexe pro-tumoral EGFR/HER2/ERK par ERa36 a également
été retrouvée dans les cancers du sein Era66-négatif et impliquée dans une résistance a la
chimiothérapie (Zhu et al., 2018). Outre un role dans la résistance a différents traitements, ERa36
favorise le développement et la progression tumorale, ainsi que son agressivité, en agissant sur la
prolifération et la survie cellulaire, notamment grace a I'activation de la Cycline D1, a la transcription
de I'oncogeéne c-Myc et a I'activation de la voie des sphingolipides SphK1/S1P impliquée dans la survie
cellulaire (Guo et al., 2013a; Maczis et al., 2018; Omarjee et al., 2017), mais aussi en agissant sur la
signalisation apoptotique et sur la migration. En effet, ERa36 induit I'expression de facteurs
métastatiques et de I'EMT tels que Snaill, CXCR4 et RANKL, associé a une perte de I'expression de I'E-
Cadhérine dans des cellules de cancer du sein de type triple négatives (Chaudhri et al., 2012). Le role
d’ERa36 dans l'agressivité et le développement de métastases ne va pas se faire seulement via
I’expression de ces facteurs de I'EMT mais également via une régulation positive des cellules souches
cancéreuses et une augmentation de leur survie, médiée par la transcription et I'expression de ’ALDH1
et de la protéine kinase C (PKC) (Chaudhri et al., 2012; Deng et al., 2014; Kang et al., 2011a; Su et al.,
2014; Wang et al., 2018).

Plusieurs molécules ont été décrites pour étre des régulateurs négatifs d’ERa36 dans des modeles de
cellules cancéreuses. On retrouve par exemple le broussoflavonol B (5, 7, 3’, 4’-tetrahydroxy-3-
methoxy-6,8-diprenylflavone) est capable de réguler négativement le niveau protéique d’ERa36 et
d’inhiber la croissance des cellules MDA-MB-231, en entrainant un arrét du cycle cellulaire mais aussi
de sensibiliser les MCF7 au tamoxiféne (Guo et al., 2013a, 2013b; Yin et al., 2015). Un autre régulateur
négatif, la cyanidine-3-o-glucoside, est quant a elle capable de se lier directement a ERa36 au niveau
de son domaine LBD et d’entrainer I'apoptose (Wang et al., 2016). La découverte de ces molécules

constitue donc une piste potentielle pour le développement de nouvelles molécules thérapeutiques
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qui viseraient les actions oncogéniques d’ERa36.

4. ERP

Quelques années aprés la mise en évidence de ERa, une autre forme du récepteur aux cestrogénes a
été découverte : ERB (Haldosén et al., 2014; Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996). ERB est codé
par le gene ESR2 présent sur le chromosome 14 (14g23.2) qui est composé de 8 exons et de 7 introns
pour une taille de 61,2 kb. Par épissages alternatifs, ce géne va coder plusieurs autres variants (Hirata
et al., 2001; Zhao et al., 2008). La traduction va aboutir a une protéine de 530 acides aminés. Comme
ERa et la plupart des récepteurs nucléaires, ERB posséde les 4 domaines A/B, C, D et E/F (Haldosén et
al., 2014; Kampa et al., 2013). Par ailleurs, il présente une tres forte homologie avec ERa66, surtout au
niveau du DBD pour lequel I'homologie de séquence est de plus de 95%, et également avec les autres
domaines (55% pour le LDB, 36% pour le domaine D et seulement 17% pour le domaine A/B) (Kumar
et al.,, 2011; Zhao et al., 2008). Le domaine D est plus court chez ERB, conduisant a une activité
transcriptionnelle AF-1 réduite. Malgré une configuration proche entre les deux LBD, il est intéressant
de noter que la poche de liaison au ligand est plus petite chez ERB que chez ERa, modifiant ainsi
I'affinité des différents ligands naturels ou synthétiques et les réponses cellulaires associées. Ainsi,
certaines études suggerent que ERP jouerait un role suppresseur de tumeur dans les tumeurs
mammaires (Jonsson et al., 2014; Lam et al., 2012; Thomas et al., 2012; Zhao et al., 2008) mais ce role
n’est pas encore parfaitement établi et des controverses subsistent. En effet, d’autres études montrent
son implication dans la prolifération cellulaire et la résistance au tamoxiféne (Jonsson et al., 2014;

Skliris et al., 2006).

5. GPER (GPR30)

a. Structure du géne et de la protéine

Le récepteur des cestrogenes couplé aux protéines G est un récepteur membranaire qui appartient a
la super-famille des récepteurs couplés aux protéines G, il est localisé au niveau de la membrane
plasmique et du réticulum endoplasmique ainsi que dans le noyau (Filardo et al., 2007; Revankar et al.,
2005). Identifié en 1997 sous le nom de GPR30 et décrit comme un récepteur orphelin, il a ensuite été
renommé GPER a la suite de plusieurs études qui ont montré son activation par les cestrogénes

(Carmeci et al., 1997; Zimmerman et al., 2016). Ce récepteur fonctionne de maniére indépendante a
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ERa ou ERPB. GPER est codé par le géne GPER1 situé sur le chromosome 7 (7p22.3), c’est une protéine
de 375 acides aminés constituée de 7 domaines transmembranaires. Tout comme ERa36, GPER va

induire une signalisation non génomique a la suite de la fixation d’cestrogenes.

b. Implication dans les cancers du sein

GPER est exprimé dans environ 50 a 60% des cancers du sein, tout particulierement dans les tumeurs
triple négatives, avec une corrélation positive entre son expression et celle de HER2, la taille tumorale
et la présence de métastases (Filardo et al., 2006; Hsu et al., 2019; Marjon et al., 2014; Steiman et al.,
2013). De nombreuses études décrivent GPER comme un facteur pro-tumoral, agissant sur la
prolifération cellulaire, la migration et I'invasion mais également sur la résistance aux traitements
(Filardo, 2018; Jacenik et al., 2016; Ohshiro et al., 2012). Comme pour ERa36, le tamoxiféne aurait une
action agoniste sur GPER. Il a été montré que des cellules ER-positives résistantes au tamoxiféne sont
plus sensibles a I'E2 qui va induire un changement de localisation de GPER du réticulum endoplasmique
a la membrane cytoplasmique (lgnatov et al., 2010; Mo et al., 2013). Cette relocalisation a la
membrane va permettre la stimulation de la protéine kinase SRC aboutissant a la formation d’un
complexe qui permettra la libération du ligand de 'EGFR, également localisé a la surface de la cellule.
L’activation de 'EGFR entraine alors I'activation de voies de signalisation MAPK/ERK et PI3K/Akt,
conduisant alors a I'expression de génes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire comme
les Cycline A et D1 et la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Filardo and Thomas, 2005; Quinn et al., 2009;
Yu et al., 2014) GPER favorise le développement tumoral également via le microenvironnement
cellulaire. En effet, en plus d’étre présent dans les cellules cancéreuses, GPER est exprimée dans les
cellules stromales de type CAF (Cancer-Associated Fibroblasts). Ainsi, I'activation de GPER dans ces
cellules conduit a leur prolifération et leur migration ainsi qu’a une augmentation de la production
d’E2. D’autres facteurs vont également étre produits tels que le facteur d’hypoxie HIF1la, VEGF et des
acides gras qui vont agir comme des métabolites oncogéniques (De Francesco et al., 2014; Santolla et
al., 2012) et promouvoir la progression tumorale. Ainsi, le réle pro-tumoral de GPER a été largement
décrit, cependant, d’autres études rapportent a l'inverse un role anti-prolifératif et pro-apoptotique
de GPER, le définissant comme un suppresseur de tumeur (Ariazi et al., 2010; Broselid et al., 2013;
Poola et al., 2008; WeilRenborn et al., 2014). Cette controverse pourrait étre expliquée par le type
cellulaire utilisé et notamment le statut des différents ER et de p53 dans ces cellules mais aussi par la
localisation de GPER dans la cellule (Samartzis et al., 2014) . En effet, une expression cytoplasmique
serait plutot associée a des tumeurs de stades faibles, plus différenciées et présentant une meilleure

survie globale, tandis que son expression nucléaire serait associée a un état peu différencié et a des



Chapitre 3 : Les cestrogénes et les récepteurs aux cestrogénes [N

tumeurs de sous-type triple négatif. Par ailleurs, I'activation de GPER activerait deux signalisations
opposées, I'une pro-tumorale passant par EGFR/MAPK/ERK, décrite précédemment, et I'autre passant
par cAMP/PKA qui inhiberait I'activation de ERK (Filardo et al., 2002). Il a également été décrit pour
inhiber 'EMT, I'angiogenése et la migration via la voie NFkB (Chen et al., 2016; Liang et al., 2017;
Okamoto and Mizukami, 2016).

6. Estrogen-related receptors (ERR)

La famille des Estrogen-Related receptors qui compte trois membres (ERRa, ERRB et ERRy, codés
respectivement par les genes ESSRA, ESSRB et ESSRG) a été identifié sur la base de leur homologie de
séquence avec ERa (Giguere et al., 1988). Ces trois protéines sont des récepteurs nucléaires orphelins,
leur ligand endogéne n’étant pas connu. Ce sont des facteurs de transcription partageant avec ERa de
nombreux cofacteurs et génes cibles et sont considérés comme capable d’interférer avec ce dernier
(Cheung et al., 2005). Je ne décrirais pas ces différents récepteurs en détail mais dans le contexte de
mon travail, il est intéressant de noter que le BPA a été décrit comme un ligand potentiel de ERRy a la
fois dans des prédictions in silico et des tests d’interaction in vitro (Montes-Grajales and Olivero-
Verbel, 2013; Tohmé et al., 2014) et que le BPA est capable d’induire la translocation nucléaire de ERRy
(Yaguchi, 2019). Par ailleurs, ERRy peut interférer avec la différenciation ostéoblastique induite par
BMP2 en inhibant I'activité transcriptionnelle de Runx2, un des genes induits par BMP2 dans ce
contexte (Jeong et al., 2009). Dans le cancer du sein, il a été montré que via ERRy, le BPA induisait la
prolifération dans des lignées ER+ et HER2+ ainsi que la migration et I'invasion dans des lignées triple-

négatives (Song et al., 2015; Zhang et al., 2016).

7. Connexion entre les différentes isoformes

Plusieurs études décrivent une régulation de ces différentes formes de récepteurs aux cestrogenes
entre elles. Cependant, il semble que ce soit tres tissu et contexte dépendant. L'initiation de la
signalisation induite par ERa66 nécessite sa dimérisation, soit sous forme d'homodimere soit sous
forme d’hétérodimere avec ERB. Ainsi une régulation négative par ERa36 a été décrite qui jouerait un
role de régulateur dominant négatif naturel pour I'activité génomique de ERa66 et ERP. En effet, il

serait capable de former un hétérodimére avec ERa66 et avec ERB, inhibant alors la transactivation
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médiée par leurs domaines AF-1 et AF-2 ou de se fixer sur des séquences ERE empéchant alors la
fixation de ces deux récepteurs sur ces séquences (Wang and Yin, 2015; Wang et al., 2006). De plus il
a également été suggéré que ERa36 inhiberait la signalisation génomique de ERa66 en le bloquant
dans le cytosol (Wang and Yin, 2015). Outre une régulation négative de ERa66 par ERa36, ERa46 est
également capable de réprimer I'activité de ERa66 (Flouriot et al., 2000; Klinge et al., 2010; Penot et
al., 2005). A l'inverse, ERa66 est quant a lui capable de réguler négativement ERa36. En effet il
semblerait que ERa66 se fixe sur un ERE du promoteur de ERa36 par son domaine ligand indépendant
AF-1. Cependant cette inhibition est annulée en présence de ERa46 de ERa36 (Zou et al., 2009).
D'autres études ont montré un lien entre ERa36 et GPER. En effet une interaction physique a été
décrite entre ces deux récepteurs a I'cestrogene (Wang and Yin, 2015). Par ailleurs, aprés un
knockdown de GPER dans des cellules cancéreuses mammaires ER négatives, les auteurs observent
une diminution de I'expression ERa36. De plus une expression de GPER dans des cellules négatives
pour ce variant entraine une activation du promoteur de ERa36 et son expression endogene (Kang et

al., 2010).

C. Signalisations

Les récepteurs aux cestrogénes vont activer plusieurs types de signalisation (figure 27) (Hall et al.,
2001). La voie de signalisation génomique, ou nucléaire, est une signalisation a long terme qui va
nécessiter quelques heures a quelques jours avant de conduire a une régulation des genes cibles. Le
deuxieme type de signalisation est une réponse courte de I'ordre de quelques secondes a quelques
minutes qui s’initie généralement a la membrane plasmique et s’effectue dans le cytosol, on parle alors
de voie de signalisation non génomique, extra-nucléaire ou rapide. Les récepteurs aux cestrogenes
peuvent également interagir avec d’autres récepteurs qui vont, a la suite de la fixation de leur ligand,

activer les récepteurs aux cestrogenes. Cette voie de signalisation est indépendante aux cestrogenes.

1. Voies génomiques

a. Lavoie génomique dépendante du ligand : voie directe et voie indirecte

A I'état inactif, ERa et ERPB sont séquestrés dans le cytosol sous forme inactive, associé a des protéines
chaperonnes de type Hsp90 qui leur permettent d’étre stable en absence de ligand (Bagatell et al.,
2001; Fliss et al., 2000). La diffusion des cestrogénes a travers la membrane plasmique puis sa fixation

sur ER va conduire a une modification de la conformation du récepteur et la dissociation de celui-ci
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Figure 27: Vloies de signalisation des cestrogénes (Le Romancer et al., 2011).

L’E2 peut agir de plusieurs facons, par des voies génomiques (A, B et C) ou par des voies non-
génomiques (D).

avec les Hsp90 permettant ainsi sa dimérisation et la découverte de ses séquences de relocalisation
nucléaire NLS. Une fois dimérisé, ER va étre transloqué dans le noyau pour réguler la transcription
génique soit en se liant directement sur I’ADN au niveau des ERE et agissant comme un facteur de
transcription, on parle alors de voie génomique directe ou ERE-dépendante (Gruber et al., 2004), soit
en se liant a d’autres facteurs de transcription déja présent sur la chromatine, agissant alors comme
un cofacteur transcriptionnel. Dans ce cas, on parle de voie génomique indirecte ou ERE-indépendante
(Nilsson et al., 2001; Sanchez et al., 2002). Plusieurs facteurs de transcription ont été décrits pour étre
impliqué dans la voie génomique indirecte, comme par exemple les protéines SP1, la sous-unité c -rel
de NFkB, Fos/Jun, AP-1 ou encore GATA1 et STAT5 (Bjornstrém and Sjoberg, 2005; Marino et al., 2006;
Saville et al., 2000).
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b. La voie génomique indépendante du ligand

Outre I'activation des ER par fixation de ces ligands naturels ou synthétiques, ces récepteurs peuvent
également étre activés apres phosphorylation par des kinases provenant d’une signalisation médiée
par d'autres récepteurs membranaires. En effet certains facteurs de croissance comme I'EGF, I'|GF1 ou
le TGFPB, apres fixation sur leur récepteur, vont activer les voies de signalisation de type MAPK qui vont
conduire a I'activation des ER par phosphorylation (Kato et al., 1995; Smith, 1998; Vrtacnik et al., 2014).
Cette signalisation MAPK a également été montré pour phosphoryler ERB apres I'activation du
récepteur membranaire CXCR4 a la suite de la fixation de son ligand CXCL12 (Sauvé et al., 2009;
Tremblay et al., 1999). L'activation de cette voie génomique indépendante du ligand nécessite le
domaine de transactivation AF-1, puisque c’est a ce niveau que les kinases de la voie MAPK vont
phosphoryler ER. Ainsi, le résidu sérine 118 a été décrit pour étre la cible de phosphorylation de ERK1/2
et contribuer a I'activation transcriptomique de genes cibles de ER (Bunone et al., 1996; Kato et al.,

1995).

2. Voie non génomique

Cette voie non génomique a été suspectée apres |'observation de réponses cellulaires induites par les
ocestrogenes qui étaient trop rapide pour étre associé a I'activité transcriptomique classique induite par
ER (Pietras and Szego, 1977). Par ailleurs, les actions non génomiques sont communes aux hormones
stéroidiennes et font intervenir des cascades de signalisation impliquant des protéines kinases. Ainsi il
a été démontré qu'un sous ensemble d’ERa localisé a la membrane plasmique était impliqué dans des
cascades de signalisation extranucléaires. L'une d’entre elle fait intervenir la protéine Src, qui a la suite
d’une stimulation a I'E2 provoquant l'interaction de ERa avec Src, va entrainer la phosphorylation de
Ras, puis I'activation de MEK qui a son tour provoquera la phosphorylation de ERK1/2 (Cabodi et al.,
2004; Song et al., 2004). C'est ERK1/2 activé qui va alors étre transloqué dans le noyau pour agir sur
des génes cibles (Zassadowski et al., 2012; Zivadinovic and Watson, 2005). D’autres études ont
également montré que ERa pouvait interagir avec la sous-unité régulatrice de PI3K apres fixation de
I’'E2, conduisant par la suite a une activation de Akt dans un modele de cellules endothéliales
(Simoncini et al., 2000). En plus de ce sous-ensemble de ERa capable d’initier une signalisation non
génomique, d’autres variants de ERa sont également capable de le faire. C'est le cas de ERa36 du fait
de sa localisation majoritairement extranucléaire. En effet, I’activation de la voie MAPK/ERK a été

décrite pour étre activé par ERa36 via la kinase PKCS (Tong et al., 2010) ou via la synucléine gamma
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(Shi et al., 2010) de maniére cestrogéno-dépendante. Par ailleurs, il a récemment été décrit que ERa36
participait a l'activation de ERK2 mais aussi a sa stabilisation (figure 28). Tout comme ERa, ERa36 est
capable d’interagir rapidement avec Src apres fixation d’E2. Cette interaction conduit a I'activation de
MEK puis ERK2. Outre I'action de ERK2 sur 'activation de la Paxilline qui va étre ensuite transloqué
dans le noyau et agir sur des génes cibles, il a été montré que ERa36 pouvait aussi interagir avec ERK2
phosphorylé via ses 27 acides aminés uniques qui contiennent un D-domaine, prévenant alors sa

déphosphorylation par MKP3 et assurant ainsi sa stabilité (Omarjee et al., 2017).
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Figure 28: Mécanisme d’action de I’'E2 sur ERa36 (Omarjee et al., 2017).
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Chapitre 4: Les bisphénols

A. Généralités : Notions de dose, de fenétre d’exposition et d’effets cocktail

1. Notion de dose

Le fondement de la toxicologie repose sur le principe que tout composé est toxique mais que seule la
dose va déterminer les effets, conduisant ainsi a I"établissement d’un seuil de toxicité, en dessous
duquel, les effets sont non observables ou mineurs et au-dessus duquel, ils sont majeurs et déléteres.
Ce concept se base sur I’hypothése d’une relation linéaire ou monotone entre la dose et I'effet.
Cependant, ces derniéres années, ce concept évolue a la suite de I'étude de nouvelles substances qui
ne suivent pas cette relation linéaire. En effet, certains composés échappent a ce concept de base
comme par exemple le bisphénol A (BPA) qui, comme les hormones endogenes, peut agir a trés faible
dose et selon une courbe non monotone en U ou en U inversé (figure 29) (Jenkins et al., 2011,
Merzoug-Larabi et al., 2020; Schug et al., 2011; Vandenberg et al., 2009; Watson et al., 2010; Wozniak
et al., 2005). Ainsi, de tres faibles ou tres fortes doses n’auront pas d’effets mais des doses faibles a
moyennes induiront des effets délétéres, ou dans le cas d’'une courbe en U, un effet délétere a tres
faible ou tres forte dose, mais pas d’effets observables a faible, moyenne ou forte doses. Ces deux
types de réponses posent une problématique majeure pour déterminer la dose maximale sans effet
toxique observable (NOAEL « No Observable Adverse Effect Level ») qui est utilisée pour caractériser
la toxicité d’une substance et qui peut également étre utilisée pour réguler I'autorisation de son
utilisation. Ces réponses non linéaires peuvent étre expliquées par deux hypothéses mécanistiques :
la pluralité des cibles moléculaires et/ou un rétrocontrdle négatif. Dans le cas du BPA, il a été démontré
qu’il présente des affinités différentes entres les divers types de récepteurs aux cestrogénes pouvant
donc induire des effets cellulaires variables voire méme opposés. La balance entre la prolifération et
I'apoptose est régulée par différents facteurs endogenes, comme les cestrogenes, qui se fixent en
fonction de leur concentration et de leur affinité a une ou plusieurs formes de récepteurs et vont
permettre alors cet équilibre. Jenkins et al démontrent qu’a faible dose, le BPA agit sur la prolifération
cellulaire et favorise la tumorigenése tandis qu’a forte dose, il induit I'apoptose (Jenkins et al., 2011).
Ceci suggere qu’une stimulation différente des récepteurs aux cestrogenes est induite a la suite de la
fixation de perturbateurs endocriniens tel que le BPA qui présente une affinité différente pour ces
récepteurs et qui, a faible dose, conduira alors a un déséquilibre dans la balance
prolifération/apoptose résultant alors en les effets cancérigénes observés a faible dose. En revanche
une forte dose entrainera une saturation des récepteurs responsables des signalisations pro-

prolifératives et qui présentent la plus forte affinité avec cette molécule exogéne mais également
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Figure 29: Concept de l'effet dose-réponse utilisé en toxicologie. Certaines substances
suivent une courbe monotone illustrée théoriquement en (a) tandis que d’autres, telles que
le bisphénol A, suivent une courbe non-monotone, illustrée théoriquement en (b) et
expérimentalement en (c) avec a gauche l'effet de plusieurs doses de BPA sur la
phosphorylation de PKD1 et a droite sur 'activation de ERK (Merzoug-Larabi et al., 2020,
Watson et al., 2010).
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une fixation de cette molécule sur les autres récepteurs, a I'origine d’une réponse pro-apoptotique,
avec lesquels elle a une plus faible affinité ce qui conduit alors a une diminution des effets
cancérogenes (figure 30). La seconde hypothése repose sur un rétrocontréle négatif qui est un
mécanisme adaptatif de I'organisme permettant de pallier une trop forte concentration d’une
substance en inhibant sa production ou sa réponse afin d’éviter une stimulation exagérée du systeme.
Ainsi, ce rétrocontrole peut impliquer plusieurs systemes, comme celui régulant la production
d’cestrogenes et de progestérone via I'axe hypothalamo-hypophysaire, ou se faire au niveau cellulaire,
comme par exemple une régulation du turnover des récepteurs (source: anses 2013

https://www.anses.fr/fr/system/files/CHIM2009sa0331Ra-0-An.pdf.

‘ Plurality of molecular targets ‘

‘ Low dose ‘ ‘ High dose |

+ effect | effect

‘ Receptor desensitization ‘

‘ Low dose ‘ ‘ High dose ‘

Receptors desensitization (| synthesis,
phosphorylation or endocytosis)

T effect
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Figure 30: Hypothéses sur les mécanismes moléculaires sous-tendant un effet dose-
réponse non monotone (source: https://hal.archives-ouvertes.fr/hal-
01151409/document). Xe : xénobiotique, R : récepteur.
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2. Notion de fenétre d’exposition

Le développement et la maturation des divers organes se font a des périodes différentes, mais la
majorité d’entre eux se font durant le développement feetal et la petite enfance. Durant ces périodes
de développement, I'organisme subit une croissance rapide et importante avec une prolifération et
une différenciation cellulaire intense, contrélées par une régulation fine de nombreux génes, qui sont
alors trés sensibles a des agents toxiques (Schug et al., 2011). Ces agents peuvent induire des
modifications épigénétiques ou des évenements mutagénes conduisant alors a des activations ou
répressions de genes et entrainer des altérations géniques irréversibles qui in fine, pourront amener a
une initiation de lésions pré-cancéreuses. Ainsi il a été montré que in utero, le foetus est exposé a des
agents toxiques et n’y est pas protégé. La présence de perturbateurs endocriniens a été détectée chez
la femme enceinte et dans les urines et le sang du cordon et une étude a montré la capacité du BPA a
diffuser a travers le placenta (Heinze, 2003; Herbstman et al., 2010; Schonfelder et al., 2002; Zalko et
al., 2003; Zeman et al., 2013). En effet, les barriéres normalement protectrices, comme le placenta ou
la barriere hématoencéphalique, ont été décrites pour étre perméable a différents perturbateurs
endocriniens lipophiles, voire méme, dans le cas du placenta, étre un tissu particulierement hormono-
sensible du fait de sa forte expression des récepteurs aux cestrogénes (Birnbaum and Fenton, 2003;
Mannelli et al., 2015). Les effets déléteres de ces agents toxiques peuvent étre visibles a court terme,
comme par exemple un changement dans la durée de gestation ou le poids du nouveau-né mais
également a moyen et long terme a I'dge adulte, avec I'initiation d’un processus de carcinogénéese ou
des anomalies dans les fonctions reproductrices (Schug et al., 2011; Skakkebaek, 2002; Wolff Mary S.
et al.,, 2008). De plus, ces polluants peuvent également entrainer des effets déléteres
multigénérationnels, c’est-a-dire se retrouvant dans les générations F1 et F2, et méme dans les
générations suivantes, on parle alors d’effets transgénérationnels. Ceci a été montré pour le BPA qui
conduit a une reprogrammation cellulaire au stade fcetal suite a des modifications génomiques,
épigénétiques ou du microenvironnement cellulaires chez les descendants (figure31) (Jorgensen et al.,
2016; Schug et al., 2011; Wolstenholme et al., 2012; Xin et al., 2015), augmentant alors le risque de
Iésions et donc la susceptibilité de développer un cancer a long terme et ceci sur plusieurs générations.
Malgré les effets transgénérationnels confirmés de certains perturbateurs endocriniens, comme le
Distilbéne (un oestrogéno-mimetique de synthése), les études épidémiologiques chez 'Homme n’ont
pas encore suffisamment de recul a ce jour pour déterminer avec certitude I'effet multi- ou
transgénérationnels de certains perturbateurs endocriniens comme le BPA. Cependant, de
nombreuses études chez I'animal ont déja démontré leurs impacts déléteres et l'induction

d’altérations dans de nombreuses voies de signalisations impliquées dans la tumorigenése.
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3. Notion d’effets cocktail

Dans notre environnement, nous ne sommes pas seulement exposés a un ou deux polluants mais a
une multitude d’agents toxiques présents sous différentes formes qui vont interagir entre eux pour
constituer ainsi un cocktail de molécules variable en termes de composition et de dose et conduire a
des effets additifs ou synergiques sur notre organisme via divers mécanismes (Caballero-Casero et al.,
2016; Owczarek et al., 2018; Rizzati et al., 2016). De ce fait, une étude précise sur les effets d’'un seul
composé peut s’avérer peu représentative de la réalité, ce qui complique singulierement I'obtention
de réponses tranchées sur la dangerosité ou l'innocuité d’un composé sur la santé humaine.
Cependant, il faut également noter qu’a cause de ces effets cocktails, I'absence d’un risque pour une
molécule donnée ne démontre donc pas son absence de risque en présence d’autres molécules ou

agents toxiques.

B. Le bisphénol A (BPA)

1. Origine, distribution et législation

Le BPA (4,4’-(propane-2,2-diyl)diphenol) est un composé chimique mis au point a la fin du 19eéme siécle
et étudié en recherche médicale dans les années 30 en vue d’un traitement préventif pour limiter les
avortements spontanés, puis finalement abandonné pour le Distilbéne. Il est ensuite utilisé par
I'industrie des plastiques dans les années 60 en entrant dans la composition de nombreux types de
plastiques (source : cancer-environnement.fr). La plus grande majorité du BPA est utilisée lors de la
synthése de polycarbonates pour la fabrication de nombreux produits plastiques rigides tels que les
prises et les interrupteurs électriques, les verres de lunettes, les équipements médicaux, divers
appareils électriques communs (téléphones portables et coques de protection, bouilloires,
cafetiéres...) ou encore les récipients alimentaires en plastique, les bouteilles d’eau ou la vaisselle, qui
sont directement en contact avec les aliments (figure 32). Le BPA est aussi utilisé en plus faible
proportion sous forme de résine époxy, afin de protéger de I'oxydation les objets qu’elle recouvre
comme par exemple I'intérieur des réservoirs et des tuyauteries en métal ou en béton, les canalisations
des réseaux d’eau potable, I'intérieur des boites de conserve métallique ou des canettes, et sous forme
de poudre non polymérisé largement utilisée sur les papiers thermiques de type regus de payement,
tickets de caisse. Ainsi, c’est plus de 3 millions de tonnes de BPA produits par an dans le monde qui
sont susceptibles de se retrouver dans notre environnement et de contaminer I'air, I’eau, le sol et donc

la faune et la flore. En effet, la composition lipophile de ce composé en fait une molécule propice pour
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Figure 32: Les différentes formes du BPA et son impact sur l'environnement.

étre stockée et pour s’accumuler dans le tissu adipeux et notamment les graisses de différentes
especes animales qui vont se retrouver dans la chaine alimentaire. Une étude a ainsi rapportée une
forte teneur en BPA dans les viandes, la charcuterie et les produits de la mer qui représenteraient la
seconde source d’exposition alimentaire (environ 20%) (source: anses 2013

https://www.anses.fr/fr/system/files/CHIM2009sa0331Ra-0-An.pdf). Outre cette voie, |'exposition

par ingestion est aussi permise par la migration du BPA des contenants vers les contenues alimentaires,
notamment via les boites de conserve ou encore via les emballages plastiques de plats pré-préparés

qui sont chauffés au micro-onde, pouvant alors favoriser la libération de BPA qui est thermosensible.
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Ainsi, il a été estimé que 84% de I'exposition totale moyenne au BPA était attribuable a I'alimentation,
le reste étant une exposition par les voies aérienne ou cutanée (source: anses 2013

https://www.anses.fr/fr/system/files/CHIM2009sa0331Ra-0-An.pdf). A la suite des rapports de

I’Anses (Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail) de
2011 puis de 2013, concernant I’évaluation des risques du Bisphénol A pour la santé humaine, cette
molécule était considérée comme dépourvue de risques carcinogénes pour I’'Homme puisque son
niveau d’exposition reste faible. Cependant, il a tout de méme été reconnu qu'’il n’y avait pas
suffisamment de données pour pouvoir vraiment conclure sur la dangerosité du BPA et également qu’il
existait des effets délétéres avérés chez I'animal, touchant la reproduction, la glande mammaire, le
métabolisme, le cerveau et le comportement et des effets suspectés chez 'Homme, méme a faible
dose. En effet, I’étude EDEN, rapportée dans les rapports de I’Anses, a montré sur une population de
femmes enceintes que leur niveau d’exposition au BPA dépassait les repéres toxicologiques établis,
dont celui sur la glande mammaire avec un dépassement de 16 a 20% par rapport au seuil, ne pouvant
ainsi pas permettre d’écarter les risques du BPA sur la santé de cette population. Effectivement,
comme décrit précédemment, en fonction des phases de développement de l'individu (fenétre
d’exposition), certaines populations, comme par exemple les nourrissons ou les jeunes enfants, sont
donc identifiées comme plus sensibles par rapport a d’autres populations. Pour donner suite a cela,
des recommandations ont été mises en place, dont notamment celle de diminuer I'utilisation du BPA
et de le remplacer par des substituts, pour les matériaux en contact avec I’alimentation. Ainsi, en 2010,
la France a interdit la production et la commercialisation des biberons comprenant du BPA, par la suite
appliqué a toute I'Union Européenne en 2011. Un peu plus, tard, I'agence Européenne des produits
chimiques (European Chemicals Agency, ECHA) a classifié plus drastiquement le BPA en le passant de
la catégorie 2 (toxique pour la reproduction suspecté) a la catégorie 1B, induisant alors la mise en place
de mesures réglementaires plus séveres et de préventions, conduisant alors a voter en faveur de la
restriction du BPA dans les tickets de caisses. Ce n’est que tres récemment, en 2017, que le BPA a été
classé comme perturbateur endocrinien en France, puis peu de temps apres, a été reconnu comme

« substance extrémement préoccupante » au niveau Européen par I'ECHA.

2. Structure, métabolisme et fixation

Comme tous les bisphénols, le BPA posseéde deux groupements phénols reliés par un pont d’atome
qui, dans son cas comprend des groupes méthyles hydrophobes. Pour se protéger, I'organisme met en
place des systémes de détoxification afin de diminuer I'activité biologique des composés toxiques. L'un

de ces processus est de convertir des composés lipophiles en des métabolites plus hydrophiles afin de
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faciliter leur dégradation et leur élimination dans les urines (Attia, 2010). Cependant, dans certain cas,
les métabolites ainsi formés peuvent avoir des fonctions biologiques plus importantes ou différentes
que le composé d’origine. De nombreux métabolites vont étre métabolisés a partir du BPA mais les
principaux retrouvés dans les urines sont sous forme glucuronée, en plus grande proportion, ou
sulfatée, a la suite de la conjugaison avec des molécules hydrophiles, via I'implication des enzymes
glucuronosyltransférases, majoritairement UTG2B15 mais également d’autres telles que UGT1A9,
UGT2A1, UGT1A10 ou UGT1A1 (Gramec Skledar et al., 2015; Hanioka et al., 2008; Street et al., 2017)
et de sulfotransférases comme SULT1A1 par exemple (Nishiyama et al., 2002; Suiko et al., 2000). Un
faible pourcentage est également retrouvé sous forme non conjuguée ou oxydée (Nakamura et al.,
2011; Ye et al., 2005, 2011; Zalko et al., 2003). Une étude a montré que le BPA n’est pas un « E2-
mimétique faible » comme il a pu étre décrit du fait de sa plus faible affinité a ERa par rapport a I'E2
(Gould et al., 1998). En effet, il présente des mécanismes moléculaires distincts de ceux observés avec
les autres ligands, avec une interaction différente au niveau du domaine de fixation des ligands de ERa
et un recrutement de co-régulateurs différents, ce qui peut expliquer I'origine de cette différence entre
sa réponse biologique et celle observée avec des antagonistes ou des agonistes de ERa. Par ailleurs, il
peut aussi interagir avec ERB, avec une meilleure affinité pour ce dernier, ainsi que sur des variants de
ER et sur GPER (Matthews et al., 2001; Rubin, 2011; Wetherill et al., 2007). Malgré une affinité bien
moins grande que I'E2 pour ERa et ERP, plusieurs études ont cependant démontré des effets
cestrogéniques similaires a ceux observés avec de I'E2, et ceci méme a faible concentration,
démontrant bien son effet cestrogeno-mimétique a faible dose et son éventuelle dangerosité dans la

santé humaine (Alonso-Magdalena et al., 2012; Welshons et al., 2006) .

3. Implication dans la tumorigenese mammaire

Jusqu’a présent le BPA est classé comme perturbateur endocrinien et pas comme cancérogene mais
depuis quelques années, son implication dans le développement tumoral est de plus en plus étudiée.
En effet, méme s’il n’a pas été décrit comme un driver de la tumorigenese, de hombreuses études
rapportent une relation positive entre I'exposition au BPA et le développement tumoral (Hafezi and
Abdel-Rahman, 2019) ainsi que son réle dans des modifications au niveau transcriptionnel, protéique
et épigénétique, aussi bien dans le compartiment épithélial que dans le compartiment stromal,
favorisant ainsi la tumorigenése et augmentant le risque de développer un cancer. Effectivement, de
nombreuses études ont décrit son implication dans les différentes étapes de la carcinogénése

mammaire.
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a. Initiation et promotion tumorale

Dans la majorité des cas les cancers se mettent en place progressivement et nécessitent plusieurs
années avant de former une tumeur détectable qui va étre régulée par des éléments intracellulaires
mais également de son microenvironnement et de I'environnement en général. Ainsi, plus les cellules
vont étre en contact avec des éléments déléteres, plus elles pourront subir des modifications et
échapper aux systémes de régulations pour former des lésions pré-néoplasiques puis néoplasiques. Le
BPA s’inscrit tres bien dans ce processus (figure 33). En effet, il a été montré que notre organisme est
exposé a cette molécule durant une longue période puisqu’il y est exposé trés précocement, par la
mere des le stade embryonnaire via la diffusion du BPA a travers le placenta, puis a la naissance
notamment en cas d’allaitement comme ceci a été rapporté par une étude montrant la présence de
BPA dans le lait maternel qui était 2 a presque 3 fois plus élevé que dans le sérum de la meére, suggérant
que ce perturbateur endocrinien est capable de s’accumuler dans le lait maternel et méme de persister
chez le nouveau-né apreés le sevrage (Yoo et al., 2001) et par la suite tout au long de la vie de I'individu.
Par ailleurs, d’autres études ont montré que le BPA pouvait initier, ou du moins favoriser, le
développement tumoral, dont celui de la glande mammaire, en créant un déséquilibre dans le
microenvironnement ou dans des voies intracellulaires conférant alors un avantage aux cellules pré-
transformées ou déja transformées. En effet, plusieurs études rapportent qu’une exposition au BPA
durant I'embryogénése va conduire a une hyperplasie, notamment par un changement dans le
compartiment stromal mammaire qui exprime les récepteurs aux cestrogenes, en entrainant une
accélération de la maturation des adipocytes et une dérégulation dans la production de la matrice
extra-cellulaire, conduisant alors a une altération de la structure épithéliale avec un impact sur la taille
et la forme des cellules et leur organisation (Durando et al., 2007; Markey et al., 2001; Murray et al.,
2007; Vandenberg et al., 2007). De plus, une exposition au BPA durant I'adolescence, une autre
période de la vie ou les cellules sont trés sensibles aux hormones, entraine également un mauvais
développement de la glande mammaire avec une augmentation du nombre de TEB et des branches
latérales ainsi que des altérations géniques qui sont semblables a celles pouvant étre observées dans
les tissus de cancer du sein, ce qui démontre bien sa capacité a induire des lésions pré-néoplasiques
et donc a augmenter le risque de cancer du sein (McCormack and dos Santos Silva, 2006; Mufioz-de-
Toro et al., 2005; Wang et al., 2014a). Ces altérations, initiées dés I'embryogénése, créent alors des
conditions plus favorables a un développement tumoral futur (Vandenberg et al., 2009). Les premiéres
étapes de carcinogenése impliqguent une augmentation du taux de prolifération, une résistance a
I'apoptose et une activation de voies de signalisation impliquées dans la survie. Pour cela, différents

génes suppresseurs de tumeur, comme par exemple p53 ou BRCA1, nécessitent d'étre inactivés.
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Figure 33: L'exposition au BPA se passe tout au long de la vie et avant méme la naissance, dés le stade
embryonnaire par sa diffusion a travers le placenta, et participerait ainsi a la tumorigenése mammaire en
agissant soit seul soit en coopération avec plusieurs mécanismes.

Une étude a montré qu'un traitement au BPA induisait une prolifération cellulaire qui pourrait étre
expliquée par I'augmentation de la sécrétion de facteurs de croissance observée aprés traitement. De
plus, une hyperméthylation, souvent associé a une répression, de genes suppresseurs de tumeur tel
gue BRCA1 a aussi été notée (Qin et al., 2012). Cette étude soutient les études citées précédemment
qui démontrent que le BPA promeut un stade pré-tumoral. Par ailleurs, une autre étude a montré son

role dans la transformation de cellules épithéliales mammaires humaines normales (MCF10F)
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(Fernandez and Russo, 2010). Il a été suggéré que cette transformation pourrait étre due a la formation
d’adduits de I’ADN ou de radicaux oxygénés par certains métabolites du BPA (Jaeg et al., 2004; Schmidt
et al., 2013a), conduisant alors a des cassures doubles brins au niveau de 'ADN (Fernandez et al.,
2012). De plus, dans ces cellules traitées au BPA, les auteurs observent une diminution de I'expression
de génes impliqués dans I'apoptose et une augmentation de ceux impliqués dans la réparation de
I’ADN, ce qui favoriseraient la survie des cellules présentant des cassures et augmenteraient la
fréquence de mutations pour ainsi conduire a une instabilité génomique qui est un marqueur reconnu
de la tumorigenése (Fernandez et al., 2012; Hanahan and Weinberg, 2011). Cependant, les cellules
épithéliales ne sont pas les seules a pouvoir étre impactées par une exposition au BPA pour conduire
a la formation d’une tumeur, il peut également agir sur le microenvironnement qui joue un role tres
important dans l'initiation, la progression et la dissémination tumorale. En effet, une connexion
complexe existe entre les cellules tumorales et leur microenvironnement. Ainsi, les cellules tumorales
peuvent modifier leur microenvironnement et inversement, le microenvironnement peut agir sur les
cellules épithéliales pour favoriser leur transformation. Le BPA peut également agir sur ce
microenvironnement et favoriser la transformation des cellules épithéliales. En effet il a été rapporté
gu'un traitement au BPA augmentait I'expression de I'aromatase et son activité dans des fibroblastes
mammaires sains, conduisant alors a une augmentation de la biosynthése d’E2 et de sa sécrétion,
favorisant ainsi les risques de cancer (Williams and Darbre, 2019). Par ailleurs, le BPA peut également
induire la libération d’IL6 et de BMP2 dans le microenvironnement mammaire, tous deux démontrés

pour induire la transformation de cellules souches mammaires humaines (Ben-Jonathan et al., 2009).

b. Progression tumorale

Outre son réle dans l'initiation tumorale, le BPA a aussi été décrit pour promouvoir la progression en
favorisant la prolifération de cellules cancéreuses mammaires ER-positives mais aussi ER-négatives.
Comme mentionné précédemment, le BPA peut agir en tant qu’cestrogeno-mimétique en
interagissant avec le récepteur ERa, cependant, il a également été décrit pour agir via des récepteurs
alternatifs de ERq, tels que ERRy ou GPER, induisant alors une signalisation non génomique, pouvant
ainsi expliquer son role prolifératif dans des lignées cancéreuses ER-négatives (Pupo et al., 2012; Song
et al., 2015). En effet, il a été rapporté que le BPA est capable d’augmenter I'expression protéique de
co-activateurs impliqués dans la signalisation des cestrogénes, promouvant alors Iactivité
transcriptionnelle (Wang et al., 2018). Comme décrit précédemment, plusieurs voies de signalisation
impliquant les récepteurs aux cestrogenes existent, dont notamment la voie non génomique

indépendante des cestrogénes qui passe par I'activation de récepteurs membranaires de types
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facteurs de croissances tels que I’'EGFR. Ainsi, le BPA peut agir indirectement sur les récepteurs aux
cestrogénes en stimulant la libération des ligands de I'EGFR en ciblant directement les
métalloprotéinases ADAM17 et ADAM10 (Urriola-Mufioz et al., 2018) Par ailleurs, d’autres données
de la littérature ont montré que les cellules souches mammaires sont directement sensibles au BPA
qui pouvait induire leur transformation. Effectivement, des études ont démontrés que le BPA pouvait
perturber la signalisation aux BMPs dans des cellules souches mammaires entrainant alors leur
transformation (Chapellier et al., 2015) et conduire a une augmentation de la taille des mammosphéres
(Lillo et al., 2017). Le BPA peut également agir sur la progression tumorale en favorisant le
développement de métastases. Le processus de dissémination métastatique est un processus
dynamique nécessitant une multitude de voies de signalisation et de programmes activés tout au long
des différentes étapes permettant notamment une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et
des processus de migration et d’invasion (Gupta and Massagué, 2006; Jin and Mu, 2015). Comme décrit
précédemment, les tumeurs ER-négatives sont plutot associées a un risque important de
développement métastatique du fait, entre autres, d’une forte expression de marqueurs
mésenchymateux qui favorisent le processus métastatique (Rangel et al., 2017). Il a été démontré
gu’une exposition au BPA diminuait I'expression transcriptionnelle de marqueurs épithéliaux et
augmentait I'expression de génes mésenchymateux. Il conduit aussi a une perte des contacts
cellules/cellules, a un changement de morphologie vers une morphologie plus fibroblastique et a 'EMT
dans des cellules tumorales ER-positives mais aussi ER-négatives (Kim et al., 2017; Zhang et al., 2015).
D’autres études ont également rapporté une augmentation de la migration et de I'invasion aprés un
traitement au BPA, qui agirait aussi bien via I'activation de ERa que via GPER, en fonction du statut
cellulaire (Castillo Sanchez et al., 2016; Kim et al., 2017; Zhang et al., 2015). Outre son effet sur la
migration et I'invasion, le BPA a également été décrit pour augmenter les caractéristiques souches des

cellules cancéreuses avec notamment I'induction de I’ALDH1 et de SOX2 (Lillo et al., 2017).

C. Les bisphénols S et F (BPS, BPF)

Depuis 2015 le bisphénol A est remplacé par des substituts et notamment le bisphénol S (4,4'-
sulfonyldiphénol) ou le bisphénol F (4,4’-dihydroxydiphenylmethane). Ces composés ont été choisis a
la suite d’études mesurant leur affinité pour ERa qui a révélé leur tres faible capacité d’interaction
avec ce récepteur. Cependant ces molécules ont des structures trés similaires au BPA, suggérant
gu’elles pourraient également étre des perturbateurs endocriniens. En effet, de tres nombreuses

études démontrent de plus en plus leur réle dans la dérégulation hormonale et la tumorigenése,
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remettant ainsi en question leur innocuité et les critéres de contrdles utilisés pour évaluer leurs effets

sur la santé humaine.

1. Structure et métabolites du BPS et du BPF

Le BPS et le BPF sont, comme le BPA, constitués de deux groupements phénols reliés par un pont
comportant un groupement soit sulfonyle dans le cas du BPS soit méthyléne pour le BPF (figure 34).
Ces analogues sont utilisés pour remplacer le BPA dans la conception des emballages et des contenants
alimentaires en plastique et composent maintenant les biberons, la vaisselle en plastique, les
bouteilles d’eau, les tickets de caisse alors intitulés « sans bisphenol A », ainsi que les boites pour
micro-onde, notamment grace a la résistance accrue a la chaleur du BPS par rapport au BPA (Liao et
al., 2012; Lotti et al., 2011; Pivnenko et al., 2015). Des mesures de détection dans les urines ont montré
la présence de BPS dans 78% des échantillons et de BPF dans 40 a 88%. Il est intéressant de noter que
dans les échantillons collectés avant la mise en place de la loi de remplacement du BPA, le BPS et le
BPF n’étaient pas ou peu détectés mais que depuis quelques années, leur niveau augmente
démontrant bien que I'exposition humaine au BPS et BPF est croissante (Ye et al., 2015; Zhou et al.,
2014). Une étude récente effectuée sur le porcelet, pour sa ressemblance au niveau de son systeme
digestif avec celui de 'Homme, a mis en évidence que contrairement au BPA, seul 41% du BPS est
éliminé par le foie aprés ingestion et qu’il met 3,5 fois plus de temps a ne plus étre détecté dans le
sang par rapport au BPA, conduisant alors a une concentration dans le sang qui est 250 fois plus élevée
que celle du BPA (Gayrard Véronique et al.). Comme le BPA, la forme principale des métabolites du
BPS est sous forme glucuronée et en plus faible proportion sous forme sulfatée (Skledar et al., 2016).
Des études ont montré que le BPS pouvait se fixer sur les récepteurs ERa et ERB, avec une meilleure
affinité pour ERB (Molina-Molina et al.,, 2013) mais pouvait aussi induire une signalisation
membranaire (Vifias and Watson, 2013). Concernant le BPF, Plusieurs études montrent que le BPF
génere de nombreux métabolites différents, pouvant étre sous forme glucuronée, sulfatée ou oxydée
(Cabaton et al., 2008; Dumont et al., 2011; Gramec Skledar et al., 2015; Schmidt et al., 2013b). Il
présente une forte affinité pour ERa et un de ces métabolites présente quant a lui une affinité plus

importante pour ERB (Cabaton et al., 2009).
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Figure 34: Comparaison structurale entre les différents types de bisphénols, BPA, BPS et BPF.

2. Remise en question de I'innocuité du BPS et du BPF

Depuis la substitution du BPA par ses analogues BPS et BPF, de nombreuses études ont été menées
afin de mieux caractériser les effets de ces molécules sur la santé humaine et notamment leurs effets
sur la descendance et leur implication dans le développement tumoral. Ainsi, des études ont rapporté
que le BPS et le BPF induisent des effets similaires au BPA (Eladak et al., 2015; Rochester and Bolden,
2015). En effet, Kim et al ont démontré qu’un traitement au BPS ou au BPF entrainaient une
prolifération identique a un traitement au BPA ou a I'E2 dans des cellules tumorales ER-positives via
I'induction des cyclines D et E de maniére ER-dépendante (Kim et al., 2017). L’effet prolifératif du BPS
sur des cellules ER-positives a également été démontré par d’autres études (Deng et al., 2018; Lin et
al., 2019). De plus, tout comme le BPA, le BPS peut aussi induire des modifications épigénétiques et
des changements transcriptionnels qui favorisent la progression tumorale en agissant sur la

prolifération, la migration et I'invasion (Huang et al., 2019). En effet, une étude rapporte le réle
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du BPS mais aussi du BPF sur la migration et les propriétés liées a 'EMT dans des cellules tumorales
ER-positives. Aprés un traitement, les auteurs observent que les cellules semblent perdre leur contact
cellules/cellules et acquérir une morphologie plus fibroblastique classiquement associée a un
phénotype d’EMT, qui a été par la suite confirmé grace a une analyse de I'expression protéique
montrant une diminution de I'E-cadhérine et une augmentation de la N-cadhérine (Kim et al., 2017).
De maniéere intéressante, il semblerait que I'action du BPA et du BPS sur la migration cellulaire
impliquerait des voies de signalisations différentes. En effet, tous deux passent par le récepteur GPER
mais dépendant de la signalisation FAK/Scr/ERK2 dans le cas du BPA et via la voie Hippo/YAP dans le
cas du BPS (Deng et al., 2018). Par ailleurs, ces deux composés jouent également un role sur le
microenvironnement cellulaire. En effet, un traitement au BPS conduit a une production de BMP2 par
le stroma mammaire sain (Chapellier et al., 2015), et il est intéressant de noter que cette synthése est
similaire a celle observée apres un traitement au BPA. Un effet similaire au BPA sur l'activité de
I'aromatase et sur la production d’cestrogenes par des fibroblastes mammaires sains aprés un
traitement au BPS a également été montré. Tout ceci démontre bien que ces substituts ont des effets
similaires au BPA, aussi bien au niveau de la prolifération que de la progression tumorale et de la
dérégulation du microenvironnement. Deux autres études ont également rapporté le role du BPS sur
le microenvironnement cellulaire, favorisant I'inflammation et I'accumulation de lipides en agissant
d’une part sur les macrophages qui augmentent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telle que
I'IL6 et réduisent la production de molécules anti-inflammatoires et d’autre part en agissant sur des
cellules pré-adipocytaires en induisant leur différenciation et en augmentant |'expression de

marqueurs adipogéniques (Boucher et al., 2016; Zhao et al., 2017).
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Chapitre 5: La famille des bone morphogenetic proteins (BMP)

A. Généralités

Les BMP ont été décrit pour la premiére fois en 1965 et nommés Bone Morphogenetic Proteins du fait
de leur capacité a induire la formation ectopique d’os et de cartilage (Urist, 1965), puis caractérisés,
purifiés et clonés a la fin des années 80 (Wozney et al., 1988). Cette famille de molécules appartient a
la super famille du TGFB dans laquelle on retrouve de nombreuses sous-familles telles que le TGF, les
activines, les GDF (growth differentiation factors) et d’autres (Wang et al., 2014b). Les BMP jouent un
réle crucial aussi bien lors de 'embryogénése, pour leur implication dans I'engagement de plusieurs
lignages cellulaires et dans la morphogénese de différentes structures et organes, qu’a I’age adulte en
cas de réparation tissulaire par exemple (Basson, 2012; Marsell and Einhorn, 2009; Sountoulidis et al.,
2012; Wagner et al., 2010). Du fait de leur capacité a réguler de nombreux processus dans le corps
entier et pas uniquement dans le systéeme osseux et cartilagineux, les BMP sont également nommés
de maniére non officielle « Body Morphogenetic Proteins » (figure 35) (Wagner et al., 2010). Outre
leur importance dans I’'homéostasie générale, il a été démontré qu’une dérégulation de ces protéines
essentielles pouvait étre la cause d’un grand nombre de pathologies comme le développement de
cancers (Wang et al.,, 2014b). Le nombre important de ligands et de sous-types de récepteurs,
aboutissant a un nombre considérable de combinaisons ligands/ligands, récepteurs/récepteurs et
ligands/récepteurs, ainsi que leur localisation cellulaire trés régulée font de cette voie une voie de
signalisation trés complexe dont les effets biologiques sont trés variables en fonction du tissu et du

contexte (Sieber et al., 2009).

B. Structure des ligands et des récepteurs

1. Lesligands

Les BMP sont des molécules solubles qui vont étre sécrétées par différents types cellulaires mais
majoritairement par les cellules stromales. La traduction des BMP se met en place dans le réticulum
endoplasmique et des modifications post-traductionnelles peuvent avoir lieu par la suite au niveau de
I’appareil de Golgi (Bragdon et al., 2011). lls sont synthétisés sous forme de précurseurs qui sont
constitué de 400 a 500 acides aminés comprenant : un signal peptidique en N-terminal permettant la
sécrétion, un prodomaine impliqué dans le repliement de la protéine et en C-terminal un domaine

mature qui peut étre clivé du
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Figure 35: Les BMPs sont une grande famille de molécules solubles comprenant
plusieurs types de récepteurs et de molécules de signalisations, dont certains groupes
ligands/récepteurs sont illustrés en (b), expliquant ainsi leur capacité a réguler de
nombreux processus biologiques (a). (Sieber et al., 2009 + Miyazono et al., 2010)
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prodomaine une fois dimérisé (figure 36A) (Bragdon et al., 2011; Nelsen and Christian, 2009; Sieber et
al., 2009; Xiao et al., 2007). La forme active des BMP est une molécule de 50 a 100 acides aminés
comprenant 7 cystéines permettant la formation de ponts disulfures et la dimérisation pour aboutir a
une forme biologiquement active qui pourra se fixer aux récepteurs des BMP (BMPR) (figure 36C)
(Nohe et al., 2002). De nombreux BMP existent et peuvent étre classées en 4 sous-familles en fonction
de leur homologie de séquences: BMP2/4, BMP5/6/7/8, BMP9/10 et BMP12/13/14 (également
appelés GDF7,6 et 5) (Miyazono et al., 2010). Les BMP vont agir sur leur récepteur soit sous forme
d’homodimeére soit sous forme d’hétérodimere et il a été rapporté que certains hétérodimeres comme
BMP2/5, BMP2/6, BMP2/7 et BMP4/7 ont une activité plus importante que les homodiméres
correspondant (Israel et al., 1996; Little and Mullins, 2009; Sieber et al., 2009). Une fois dimérisés, les
BMP vont étre sécrétés avec ou sans leur prodomaine ou empaqueté dans des vésicules (figure 36B).
Ils pourront par la suite diffuser sous forme libre ou étre capturé par des éléments de la matrice
extracellulaire tels que les microfibrilles via leur prodomaine et se concentrer ainsi dans le
microenvironnement cellulaire, entrainant des effets biologiques variés (Ramirez and Rifkin, 2009;
Sengle et al., 2008). En effet, comme I'a démontré I’équipe du Dr Picard, en fonction du mode de
présentation des BMP, leur internalisation dans la cellule et la réponse cellulaire seront différentes

(Fitzpatrick et al., 2017; Gilde et al., 2016).

2. Lesrécepteurs au BMP

Deux types de récepteurs aux BMP existent : le type | et le type Il. lIs sont composés de trois différentes
parties : un domaine extracellulaire comprenant le site de liaison des ligands, un domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire qui présente une activité sérine-thréonine kinase
(figure 36C) (Zylbersztejn et al., 2018). Parmi le type |, également appelé ALK pour Activin receptor-Like
Kinase, on retrouve sept sous-types de récepteurs (ALK1 a ALK7) (Miyazono et al., 2010) répartis en
trois groupes en fonction de leur structure et de leur fonction. Il existe uniquement trois récepteurs
de type Il : BMPR-II, ActR-1l et ActR-IIB, dont les deux premiers sont spécifiques a la sous-famille des
BMP. Méme si les BMP peuvent parfois se fixer sur le type | en absence du type Il, la présence des
deux types est nécessaire pour permettre une fixation idéale des ligands et pouvoir induire une
signalisation optimale. Ainsi, la liaison des ligands se fait au niveau d’une poche formée par la
dimérisation de deux type | et la spécificité ligand/récepteur va dépendre directement du sous-type
du ligand et du récepteur. Ainsi, certains ligands vont présenter une forte affinité pour un type de
récepteur particulier, comme par exemple BMP2 et BMP4 qui vont se fixer aux récepteurs BMPR-1A
et BMPR-1B alors que BMP6 et BMP7 auront une meilleure affinité pour ALK-2 par rapport a BMPR-

1B. Il a été rapporté qu’il existe deux isoformes de BMPR-II, une forme courte et une forme longue,
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résultant d’un épissage alternatif. Ainsi, seule la forme longue garde un motif d’endocytose au niveau
de sa queue permettant son internalisation et sa dégradation. Par ailleurs, son expression
membranaire est plus faible. A l'inverse, la forme courte de BMPR-Il présente une stabilité
membranaire plus importante ce qui en fait I'acteur majeur dans la signalisation aux BMP (Amsalem
et al, 2016). Du c6té de BMPR-I, BMPR-1A et BMPR-1B présentent des profils d’expression
membranaire et de localisation cellulaire différents du fait que BMPR-1A est N-glycosylé et non BMPR-
1B. En effet, cette modification post-traductionnelle confere a cette protéine une conformation
particuliére, influencant son endocytose et la voie de signalisation induite et elle pourrait également
étre en cause dans la localisation de BMPR-1A dans des micro-domaines membranaires enrichis en
cholestérol (Hirschhorn et al., 2017).

La signalisation des BMP nécessite la formation d’'un complexe entre un dimére de ligands BMP, un
dimére de BMPR de type | ainsi que d’un dimere de BMPR de type Il. L'interaction du ligand avec son
récepteur peut se faire sous différentes formes, soit un complexe de récepteurs BMPR-I/BMPR-II est
déja formé a la membrane et le ligand vient alors s’y fixer, on parle de PFC (Preformed complexe), soit
le ligand vient d’abord se fixer sur un dimere de BMPR-I seul permettant alors le recrutement de BMPR-
I, on parle dans ce cas-la de BISC (BMP-induced signaling complexes). La localisation de ces différents
complexes ou des homodimeres de récepteurs est trés variable, pouvant étre dans des domaines
riches en clathrine, dans des rafts lipidiques impliquant les cavéolines ou encore dans des domaines
enrichies en intégrines ou en lectines et ceci va participer au type de signalisation induite (Ehrlich,

2016; Guzman et al., 2012; Hartung et al., 2006; Nohe et al., 2005; Yadin et al., 2016).

C. Signalisation des BMP

La cascade de signalisation des BMP commence apres la fixation des BMP sur ses récepteurs
permettant ainsi la transphosphorylation de BMPR-I par BMPR-Il au niveau de son domaine riche en
glycine-sérine, aboutissant alors a son activation. Par la suite, BMPR-I va alors pouvoir recruter des
protéines et initier une cascade de phosphorylation pour entrainer in fine I’activation ou I'inhibition de
genes cibles. Deux types de voies de signalisation peuvent étre initiés par les BMP, une voie dite
canonique faisant intervenir les protéines SMADs, et des voies de signalisations non-canoniques

SMADs-indépendantes (figure 37).
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Figure 37: Biosynthése, oligomérisation, localisation des récepteurs aux BMP et induction des différentes
voies de signalisation (Cuella Cristina en préparation).

L’interaction du ligand avec son récepteur peut se faire sous différentes formes, soit un complexe de
récepteurs BMPR-1/BMPR-II est déja formé a la membrane et le ligand vient alors s’y fixer, on parle de PFC
(Preformed complexe), permettant alors I’activation de la voie canonique SMAD-dépendante, soit le ligand
vient d’abord se fixer sur un dimére de BMPR-I seul permettant alors le recrutement de BMPR-II pour activer
des voies non canoniques, SMAD-indépendantes et on parle dans ce cas-la de BISC (BMP-induced signaling
complexes).
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1. Lavoie canonique

Des données de la littérature suggérent qu’une configuration PFC des récepteurs serait a |'origine de
I'initiation de la voie canonique (Hartung et al., 2006; Nohe et al., 2002). En effet, des complexes de
récepteurs type | et Il déja formés seraient retrouvés dans des microdomaines riche en clathrine et
induirait une signalisation dépendante des SMADs mais de maniére tres faible, par la suite amplifiée
apres la fixation d’'un dimere de ligands BMP sur ce complexe permettant un changement de
conformation des récepteurs et I'activation de BMPR-I par phosphorylation. Cette activation entraine
alors le recrutement et I'activation par phosphorylation des SMAD1/5/8 (R-SMADs). Cette étape de
signalisation s’effectue alors que les récepteurs sont toujours localisés a la membrane (Hartung et al.,
2006). Par la suite, les SMAD1/5/8 phosphorylées vont former un complexe avec le comédiateur
SMAD4 (co-SMAD) et étre transloquées dans le noyau et réguler I'expression génique en se fixant
directement sur des éléments de réponses de types SBE ou indirectement par interaction avec des
facteurs de transcriptions ou des coactivateurs transcriptionnels tels que OAZ, p300, CPB ou des
corépresseurs comme HDAC, Ski, TOB ou encore FOXO, conduisant alors a I'expression de génes cibles
tels que ceux de la famille /D (Inhibitor of Differentiation), runx ou encore gata (Ito and Miyazono,
2003; Massagué and Wotton, 2000; Massagué et al., 2005; Nemer and Nemer, 2003). Des études ont
démontré que cette activation SMAD-dépendante pouvait également étre retrouvée dans des radeaux
lipidiques riches en cavéoline puisqu’un KO de cette protéine entraine une diminution de la fixation de
BMP2 sur son récepteur et I'abolition de la cascade de signalisation canonique dépendante des SMADs

(Bonor et al., 2012).

2. Lavoie non-canonique

Comme décrit précédemment, les BMP peuvent activer une voie de signalisation en se fixant sur un
dimére composé seulement de BMPR-| et permettre alors le recrutement d’un dimeére de BMPR-II afin
d’initier une réponse cellulaire, on parle alors de BISC. Il a été montré que la signalisation induite via
ce mécanisme est différente de celle initiée par la configuration PFC (Hartung et al., 2006). En effet, sa
localisation privilégiée au niveau de micro-domaine riche en cavéoline semblerait orienter ce mode
d’activation plutot vers des voies de signalisation non-canoniques, SMAD-indépendantes telles que
APK, p38, ERK, JNK, PI3K/AKT, Rho GTPases ou encore PKC qui aboutiront a la transcription de génes
cibles (Hartung et al., 2006; Nohe et al., 2002). A ce jour, ce mécanisme d’activation reste encore trés

obscur et de nouvelles études sont nécessaires pour mieux comprendre cette signalisation.
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3. Lesrégulations de la voie des BMP

Un premier niveau de contrdle de la voie des BMP se fait par la régulation et de la disponibilité des

récepteurs (figure 38).
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Figure 38: Régulation de la voie des BMP par le recyclage a la membrane (1), I'endocytose (2) ou la
dégradation par les lysosomes (3) de leurs récepteurs. (Cuella Cristina en préparation).
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En effet, I'endocytose des récepteurs diminue leur taux a la membrane, réduisant ainsi la capacité des
BMP a s’y fixer et donc a induire une signalisation. Ainsi, dans le cas d'un complexe PFC,
I'internalisation de celui-ci se fera préférentiellement via une endocytose dépendante de la clathrine.
Cette internalisation ne géne pas la phosphorylation des SMAD1/5/8 mais une inhibition de celle-ci
entraine une diminution de I'activité transcriptionnelle induite par les SMADs, suggérant ainsi que
I’endocytose se met en place aprés I'activation de la signalisation mais est nécessaire pour transduire
correctement le signal (Hartung et al., 2006). Plusieurs protéines sont impliquées dans ce processus
d’endocytose, dont Esp15, qui a été montré pour interagir avec BMPR-Il, ou encore le co-récepteur

TGFBRIII qui promeut I'internalisation de BMPR-1b (Callery et al., 2012; Hartung et al., 2006; Lee et al.,
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2009). Il a été montré que I'endocytose des complexes sous forme de BISC se fait par les cavéolines,
ce qui est en accord avec le fait qu’ils sont majoritairement localisés au niveau de micro-domaines
enrichis en cavéolines, et qu’une interaction des récepteurs BMPR-I et Il a été retrouvée avec la cav-
la (Hartung et al., 2006). L'internalisation des récepteurs va permettre une régulation de la voie, soit
positive par un recyclage du récepteur a la surface de la cellule pour initier une nouvelle signalisation,
comme ceci a été démontré pour BMPR-I grace au complexe rétromeére ou par la propagation du signal
médiée par I'intégration a des endosomes ; soit négative par ubiquitination des récepteurs et fusion
avec des lysosomes via la protéine SMURF1, permettant ainsi une dégradation des récepteurs et un
arrét de la signalisation, évitant alors une suractivation de la voie (Ehrlich, 2016; Gleason et al., 2014;
Murakami and Etlinger, 2019). Plusieurs études ont montré qu’une protéine importante pour la
régulation de la voie était 'Endofin (Goh et al., 2015; Murphy, 2007; Shi et al., 2007). Tout comme les
protéines SARA qui permettent le recrutement des SMAD 2/3 pour I'activation de la voie du TGFB,
cette protéine posséde un domaine FYVE et va promouvoir le recrutement de SMAD1 vers les
signalisation des SMADs, elle va également jouer un réle de régulateur négatif de cette voie grace au
recrutement de la protéine phosphatase | (PPI), conduisant a la déphosphorylation et a I'inactivation
de BMPR-I, ainsi qu’a la dégradation de ce dernier grace au recrutement de TOM1. D’autres molécules
vont également étre impliquées dans la régulation de la signalisation des BMP. On retrouve ainsi une
régulation extracellulaire, via des molécules solubles du microenvironnement comme Noggin, Chordin
ou Follistatine entre autres, qui vont se lier au BMP ou avoir un réle de compétiteurs de ces derniers
en se fixant sur les récepteurs. On retrouve également des compétiteurs au niveau des récepteurs,
comme BAMBI qui va se lier avec BMPR-II et empécher alors la formation d’'un complexe BMPR-I/Il et
donc la signalisation des BMP (Gazzerro and Canalis, 2006; Onichtchouk et al., 1999). En revanche,
d’autres co-régulateurs peuvent favoriser cette signalisation, tel que RGM, qui va augmenter la liaison
ligand/récepteur favorisant ainsi la signalisation (Corradini et al., 2009). Une régulation au niveau des
SMADs existe aussi (figure 39). En effet, SMAD6 et SMAD7 ont été décrits pour avoir des structures
proches de celles des SMAD1/5/8 et permettraient d’empécher la phosphorylation de ces derniéres et
la formation du complexe avec SMAD4 (Miyazawa and Miyazono, 2017). lls agiraient également sur le
processus d’ubiquitinylation en coopération avec les protéines SMURF. SMAD7 est un régulateur
négatif qui agit également dans la signalisation du TGF tandis que SMAD6 semble étre plus spécifique
de la voie des BMP. SMADG6 agit également au niveau intranucléaire puisqu’il semblerait stabiliser des
éléments répresseurs de transcription tel que Hoxc-8 et empécher ainsi I'action du complexe
SMAD1/SMAD4 (Bai and Cao, 2002). D’autres corépresseurs comme Tob, Gli3 ou Ski, agissent
également sur la régulation de la voie des BMP au niveau de la transcription des genes cibles du

complexe R-SMADs/SMAD4 (Miyazono et al., 2010; Yoshida et al., 2000). Il a également été démontré



Chapitre 5 : La famille des BMP

gue des mécanismes épigénétiques tels que des hypo ou hyperméthylations de genes ou des miRNA
peuvent aussi réguler la signalisation des BMP (Kimura et al., 2008; Lee et al., 2008a; Long et al., 2013;

Raje and Ashma, 2019; Yin et al., 2010).
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Figure 39: Autres niveaux de régulation des voies de signalisation des BMP, pouvant passés
entre autres par des antagonistes extracellulaires, des co-récepteurs, des inhibiteurs
intracellulaires. (Kopf et al., 2014)

D. Implication dans les cancers

Le nombre important de ligands et de sous-types de récepteurs, aboutissant a un nombre considérable
de combinaisons ligands/ligands, récepteurs/récepteurs et ligands/récepteurs, ainsi que de leur
localisation cellulaire font de cette voie une voie de signalisation trés complexe dont les effets
biologiques sont trés variables en fonction du tissu et du contexte, ce qui est a I'origine de sa capacité
a réguler de nombreux processus dans le corps entier et pas uniqguement dans le systéme osseux et

cartilagineux. Ainsi, une dérégulation de ces protéines essentielles peut étre la cause d’un grand
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nombre de pathologies comme le développement de cancers (Sagorny et al., 2012; Thawani et al.,
2010; Wang et al., 2014b). En effet, les BMP sont impliqués dans différentes étapes de carcinogénese

ainsi que dans la résistance aux traitements.

1. Initiation et progression tumorale

Des données de la littérature ont montré qu’une augmentation de la N-glycosylation de BMPR-1A
contribuait a la croissance tumorale en augmentant I'expression de ce récepteur a la surface cellulaire
et donc en favorisant la signalisation des BMP qui participe alors a la prolifération et a la migration
cellulaire. En revanche, une diminution de I’expression membranaire de BMPR-1A via une diminution
de la N-glycosylation annule cette progression tumorale (Hirschhorn et al., 2017). Outre une
implication des récepteurs dans la tumorigenese, les ligands peuvent également y contribuer. Comme
décrit précédemment, les BMP ont une multitude d’actions biologiques en fonction du tissu et du
contexte. En effet, il a été montré dans le modéle du sein que BMP2 était plutét impliqué dans la
différenciation et la prolifération des progéniteurs mammaires luminaux tandis que BMP4 permet un
maintien de I'état indifférencié des cellules souches et des progéniteurs luminaux et contréle la
différenciation myoépithéliale. A l'inverse, dans le systéme hématopoiétique, BMP4 joue un réle
important dans l'induction de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques. Des études
effectuées dans le laboratoire d’accueil de ma thése ont mis en évidence une altération des BMP dans
le microenvironnement du sein conduisant a la transformation des cellules souches. En effet, une
surproduction de BMP2 par les cellules fibroblastiques saines a été observée dans le
microenvironnement des tumeurs luminales et il a été démontré qu’une exposition chronique a faible
dose de BMP2 sur des cellules mammaires immatures humaines (MCF10A) conduit a leur
transformation, via le récepteur BMPR-1B (figure 40A) (Chapellier et al., 2015). Un niveau élevé de
BMP2 et BMP4 a également été observé dans la niche tumorale dans le modéle de la leucémie
myéloide chronique, promouvant I'expansion des cellules leucémiques immatures (figure 40B)
(Laperrousaz et al., 2013). Par ailleurs, il a été rapporté qu’une signalisation médiée par BMP2 ou BMP4
pouvait promouvoir la survie cellulaire en inhibant I'apoptose (Chen et al.,, 2001). Ainsi, une
prolifération de cellules immatures combinée a leur transformation et a un blocage de I'apoptose,
induit par les BMP ou leur dérégulation contribuent donc a favoriser le développement tumoral.
L'importance du microenvironnement dans le développement tumoral et sa progression a largement
été décrit. Outre un changement dans la concentration des différentes molécules solubles, ce
microenvironnement peut également subir des modifications dans sa rigidité et ses propriétés

mécaniques. Ceci a été montré dans le cas des cancers du sein qui présentent une rigidité pouvant étre



Chapitre 5 : La famille des BMP

Myoepithelial
cells
E—
-
<L
=
5
= _ ) Mature
& luminal
l ) —> cells
Luminal
progenitors
¥ L6
A Intrinsic alterations e K
<
g S —
2]
v
BMPR2 BMPR1B
- £
s Radiations, Luminal
(o) oncogenic compartment
[ amplification
=
=
)

Exchanges between the
tumor and its environment

« Soil »

Figure 40: Implication de BMP2 et BMP4
dans la régulation des cellules souches
mammaires (a) ou hématopoiétiques (b)
dans un contexte normal et tumoral
(Chapellier et al., 2015) + Laperrousaz et
al., 2013)

JewoN

apeiodojewoy




Chapitre 5 : La famille des BMP

jusgu’a 10 fois plus importante que le tissu sain ou dans le cas de la leucémie myéloide aigue ol une
augmentation de la pression est retrouvée dans la moelle osseuse (Handorf et al., 2015; Petrakis,
1954). Ainsi, ces modifications de la rigidité et des forces mécaniques qui s’exercent sur les cellules va
modifier différentes fonctions telles que I'adhésion, la prolifération ou la différenciation, pouvant alors
participer a la tumorigenése (Engler et al., 2006; Handorf et al., 2015, 2015; Klein et al., 2009;
Matsunaga et al., 2003; Mitsiades et al., 2001; Paszek et al., 2005; Provenzano et al., 2009; Sethi et al.,
1999; Williams et al., 2008). En effet, il a été montré qu’un changement dans la rigidité de la matrice
entrainait une augmentation de la prolifération des cellules mammaires par une augmentation de
I’expression de la Cycline D1 ainsi que d’autres genes impliqués dans la prolifération cellulaire et
également une modification dans le processus d’apoptose permettant alors une résistance des cellules
cancéreuses, favorisant donc la progression tumorale (Klein et al., 2009; Mitsiades et al., 2001;
Provenzano et al., 2009; Sethi et al., 1999). Cette augmentation de la rigidité peut étre imputable a
une augmentation de plusieurs composants de la matrice extra-cellulaire, avec notamment une
abondance de collagénes, de fibronectines et de protéoglycanes de types héparanes sulfates associée
a une dérégulation des métalloprotéinases. (Handorf et al., 2015; Williams et al., 2008). Ainsi, il a été
montré dans différents modeles que les BMP sont impliqués dans le remodelage de la matrice, par
exemple via la synthése de protéoglycanes et I'expression de métalloprotéinases par BMP2 ou encore
via la synthése de procollagéne de type | et Ill par BMP12 (Blaney Davidson et al., 2007; Fu et al., 2003;
Hou et al., 2009; Lou et al., 2001; Rajaram et al., 2016). En plus de I'implication des BMP dans une
modification de la matrice, il a été rapporté que la voie des BMP pouvait, en retour, étre modulée en
fonction des forces et de la rigidité qui s’appliquent sur les cellules (Kopf et al., 2014). En effet, les
BMP ont été décrit comme des mécanotransducteurs, de par la localisation de leurs récepteurs au
niveau des cavéolines, décrites pour étre des senseurs et de maniére indirecte via I'interaction avec
d’autres récepteurs tels que les intégrines dont I'interaction avec les BMPR module leur endocytose et
I’activation des SMADs, ou ROR2 qui a été montré pour supprimer la signalisation SMADs dépendante
au profit d’une signalisation non canonique via son interaction avec BMPR-IB (Du et al., 2011; Lai and
Cheng, 2005; Parton and del Pozo, 2013; Sammar et al., 2004, 2009; Zhou et al., 2013). Par ailleurs, la
signalisation des BMP est également sensible aux contraintes du microenvironnement par la régulation
de ses antagonistes par ces contraintes. En effet, il a été montré que les inhibiteurs de la voie des BMP :
Noggin, Follistatine, Gremline ou encore SMADG6 sont sensibles aux forces mécaniques (Handorf et al.,

2015; Hayashi et al., 2012).
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2. Métastases, résistance aux traitements et rechutes

La dissémination des cellules cancéreuses est une étape importante dans la progression tumorale et
ceci peut conduire a un développement de métastases médié par une transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). Une dérégulation dans la signalisation des BMP a été rapportée pour étre
impliquée dans différents processus tel que I'induction de 'EMT et I'augmentation de la mobilité ou
encore stimuler I'angiogeneése et I'invasion, favorisant ainsi la progression tumorale (Guo et al., 2012a;
Katsuno et al., 2008; Ma et al., 2017; Sotobori et al., 2006; Zeng et al., 2017). Comme décrit dans un
chapitre précédent, la chimiothérapie est le traitement le plus utilisé contre les cancers. Cependant
des chimiorésistances se mettent en place en partie dues au maintien de cellules souches cancéreuses
qui n"ont pas été éliminées avec le traitement et reforment alors une nouvelle tumeur, a I'origine des
rechutes (Pattabiraman and Weinberg, 2014). Ces cellules souches cancéreuses sont soit déja
présentes dans la tumeur primaire soit apparues a la suite d’'une reprogrammation comme I'EMT.
Ainsi, il a été montré dans le cas de la leucémie myéloide chronique gu’une boucle autocrine
BMP4/BMPR-1B se met en place entre les cellules souches leucémiques et leur niche, augmentant
I’expression de TWIST1 et conduisant a une résistance au traitement (Grockowiak et al., 2017). De
maniere similaire, une augmentation de BMPR-1A dans le modéle de la leucémie myéloide aigue
entraine une augmentation de I'expression de génes de pluripotence tels que ANp73 and NANOG et
conduirait a un auto-renouvellement des cellules souches dont une augmentation du nombre est

corrélée a une chimiorésistance, a des rechutes et a un mauvais pronostic (Voeltzel et al., 2018).

Nous avons ainsi vu que les BMP sont des facteurs régulant de trés nombreuses fonctions biologiques
dont une dérégulation peut étre la cause d’un grand nombre de pathologies comme le développement
de cancers, pouvant étre initie par exemple, a la suite d’une surproduction de BMP2 par le
microenvironnement et stabilisé dans un environnement inflammatoire permit par I'IL6 (Chapellier et
al., 2015). Cette coopération entre la voie des BMP et I'IL6, qui sera introduit plus en détail dans le
chapitre suivant, démontre qu’en plus d’une forte hétérogénéité dans les différentes signalisations
initiées par les BMP, ces dernieres peuvent également agir en synergie avec d’autres signalisations,
telles que les voies de signalisations STAT, Wnt, Notch ou encore celles initiées par les cestrogénes (von

Bubnoff and Cho, 2001; Miyazono et al., 2010; Yamamoto et al., 2002).
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Chapitre 6: Le trio IL6/ERs/BMP

A. Généralités sur l'interleukine 6 (IL6)

1. Structure et production

L'interleukine 6 est une cytokine impliquée dans de trés nombreuses fonctions physiologiques. De ce
fait, elle fut découverte par plusieurs équipes au méme moment et plusieurs noms lui a été donné,
tels que IFNB,, BSF-2, HSF entre autres. Il a fallu attendre le séquencage de I'ADNc pour se rendre
compte que toutes ces protéines n’étaient finalement qu’une seule et méme molécule (Van Snick,
1990). Le géne codant pour I'lL6 est situé sur le chromosome 7 (7p21) et est composé de 5 exons et de
4 introns pour une longueur d'environ 5 Kb (Kamimura et al., 2003). Plusieurs sites de régulation
existent, pouvant impliquer des coactivateurs tels que NF-kB, NF-IL-6, SP1, CREB, IRF-1 et AP-1,
permettant ainsi une régulation fine de son expression (Kamimura et al., 2003). Ce géne code une
protéine de 21-27 KDa, composée de 212 acides aminés qui fait partie de la méme famille que
I'interleukine 11, la cardiotrophine-1, les cardiotrophin-likes cytokynes, I'oncostatine M, le leukemia
Inhibitory Factor et le ciliary neutrophic factor, basée sur la présence d’une sous unité commune au
niveau de leur récepteur (Heinrich et al., 1998). Elle s’organise sous forme de 4 hélices principales
parmi lesquelles on retrouve 4 résidus cystéines, permettant la formation de pont disulfures, et 2 sites
de N-glycosylation (Heinrich et al., 1998; Kamimura et al., 2003). Cette cytokine est produite, en
réponse a des infections ou lésions tissulaires, par plusieurs types cellulaires comme les fibroblastes,
les cellules mésangiales, les cellules endothéliales ou encore des cellules de I'immunité tels que les
macrophages, les lymphocytes B et T, les Natural Killer ou encore les cellules dendritiques (Tanaka et
al., 2014) et peut agir soit localement soit a distance en passant dans la circulation sanguine (Kamimura

et al., 2003).

2. Roles, signalisations et régulations

Outre son rble dans des processus de différenciations cellulaires durant I'embryogenése ou la
formation du systéme nerveux central, I'lIL6 fait partie, avec l'interleukine 1 et les protéines de la
famille des facteurs de nécrose tumorale (TNF), des cytokines pro-inflammatoires de I'immunité innée
et est libérée lors de la phase aigué de l'inflammation, permettant alors la différenciation des cellules
immunitaires ainsi que la libération de facteurs cruciaux pour la réponse immunitaire (Chomarat et al.,

2000; Kamimura et al., 2003; Park et al., 2004; Yang et al., 2016). L’initiation de la signalisation de I'IL6
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va commencer par sa fixation sur son récepteur constitué de 2 sous-unités : la sous-unité GP130,
exprimée par la majorité des cellules et faisant office de corécepteur, et la sous-unité GP80, également
appelée IL-6Ra, qui est spécifique de certains types cellulaires. Il a été montré que cette derniere sous-
unité pouvait étre retrouvée sous forme soluble, générée par clivage protéolytique ou par épissage

alternatif, ou sous forme membranaire, localisée alors a la surface de la cellule (Rose-John, 2012). L'IL6

va d’abord se fixer sur IL-6Ra, soluble ou membranaire, puis par la suite former un complexe avec

GP130 (figure 41).
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Figure 41: Les différentes signalisations de I'IL6. a) signalisation passant par la fixation de I'IL6 sur la
forme membranaire de son récepteur a l'origine d’un effet anti-inflammatoire. b) signalisation passant
par la fixation de I’IL6 sur la forme soluble de son récepteur a l'origine d’un effet pro-inflammatoire.
(Masjedi et al., 2018)

Cependant, il faut une interaction entre deux de ces complexes tri-moléculaires afin de former un
super-complexe résultant en une transduction efficace du signal (Chow et al., 2001; Ward et al., 1994).
Il est intéressant de noter que I'lL6 n’est pas que pro-inflammatoire mais peut également exercer des
fonctions anti-inflammatoires. En effet, I'interaction de I'lL6 avec la forme membranaire d’IL-6Ra
semblerait plutét activer une réponse anti-inflammatoire tandis que sa fixation sur la forme soluble
aboutirait en revanche a une réponse pro-inflammatoire, avec notamment une action sur la
prolifération et la différenciation cellulaire. Cette opposition dans les réponses peut étre expliqué par
le fait que GP130 est exprimé par toute les cellules et est présent en tres grand nombre a la surface de
la cellule par rapport a IL-6Ra membranaire. Ainsi, une fixation de I'lL6 sur la forme soluble permettrait
un plus grand nombre de complexe avec GP130 et donc une réponse plus importante mais aussi une

action sur la plupart des cellules de I'organisme puisque GP130 est retrouvé de maniére ubiquitaire
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(Jones et al., 2001; Kamimura et al., 2003; Masjedi et al., 2018). De plus, il a été montré que
I'internalisation différe en fonction de la réponse cellulaire, avec, dans le cas de la forme soluble, une
internalisation faible et un signal prolongé. De ce fait, la signalisation induite par la fixation de I'lL6 a
la forme soluble est donc non seulement plus longue mais également plus importante, que celle avec
la forme membranaire (Dittrich et al., 1994; Peters et al., 1998). La signalisation IL6 peut induire
plusieurs voies de signalisation intracellulaire. La sous unité GP130 n’est pas dotée d’une activité
kinase mais va permettre le rapprochement de protéines qui elles ont une activité kinase : les protéines
JAK. A la suite de la formation du super-complexe via la fixation de I'IL6, les kinases JAK 1, 2 et 3 vont
alors étre recrutées puis s’activer par autophosphorylation, ce qui permettra alors la phosphorylation
des résidus tyrosines localisés sur la partie intracytoplasmique du corécepteur GP130, conduisant par
la suite au recrutement d’autres molécules (figure 42). Ainsi, les protéines JAK vont pouvoir activer les
signalisations STAT1-STAT3, MAPK/ERK ou PI3K/Akt (Heinrich et al., 2003; Kamimura et al., 2003;
Masjedi et al., 2018; Park et al., 2004). Des régulations négatives ont été décrites pour moduler cette
signalisation induite par I'lL6. Une des premieres régulations se fait au niveau de la fixation de I'lL6
avec ses récepteurs, grace a la présence d’une forme soluble de GP130, obtenue par un épissage
alternatif, qui va agir comme un dominant négatif en capturant le complexe IL6/IL-6Ra soluble,

empéchant ainsi I'interaction avec GP130 membranaire (Jostock et al., 2001; Rose-John, 2012).
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Figure 42: Implication de I'IlL6 dans la tumorigenése par l'activation de plusieurs voies de
signalisations aboutissant a la prolifération, la survie, l'angiogenése, la migration et
I'inflammation. (Masjedi et al., 2018)
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Il existe également une régulation s’effectuant au niveau de la signalisation intracellulaire par les
protéines SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling) et PIAS (Protein Inhibitors of Activated STAT) qui
empéchent I'acces aux protéines JAK et la liaison des diméres STAT a I’ADN (Heinrich et al., 2003;
Kishimoto, 2006). La signalisation de I'lL6 va conduire a la transcription d’un certains nombres de génes

tels que la cycline D1, Bcl-xL, c-Myc, Mc11 ou encore VEGF.
3. Implication dans les cancers

a. Dérégulation et initiation tumorale

Outre son role dans le développement, I'IL6 est un facteur majeur de I'inflammation et son taux peut
étre dérégulé dans certaines circonstances. En effet, des études ont montré un taux important d’IL6
dans le tissu adipeux et le plasma chez les personnes obéses. Par ailleurs, plusieurs études démontrent
gu’une dérégulation de I'IL6 peut favoriser le développement de certaines maladies. Ainsi, le niveau
plasmatique d’IL6 a été décrit pour étre associé a une résistance a l'insuline et a un diabéte de type 2.
Une délétion du récepteur a I'lL6 dans le foie a également été impliquée dans une résistance a 'insuline
et a une augmentation de l'inflammation (Makki et al., 2013). Outre le lien IL6/diabéte, différents
cancers dont les cancers du sein présentent une augmentation du niveau d’IL6 dans le sérum et au
niveau de la tumeur (Chavey et al., 2007; Dethlefsen et al., 2013; Koztowski et al., 2003). Par ailleurs
cette augmentation est souvent associée a un mauvais pronostic et un taux de survie faible chez les
patients atteints de cancer du sein, tandis qu’une diminution est associée a une meilleure réponse aux
traitements (Guo et al.,, 2012b; Koztowski et al., 2003; Shibayama et al., 2014). En effet, par ses
fonctions pro-inflammatoires, I'lL6 peut étre un acteur majeur de la carcinogénése puisque
I'inflammation a été inclus en tant que marqueur du cancer. Il va également étre a |'origine de
I'induction d’un certain nombre de facteurs et de voies de signalisations impliqués dans la prolifération
et la survie cellulaire ainsi que dans I'angiogenése ou le développement de métastases, tout ceci
contribuant grandement a la tumorigenese (Hanahan and Weinberg, 2011; Masjedi et al., 2018). Des
études ont rapporté qu’une cause possible d’'une dérégulation de la production d’IL6 était I'exposition
a des polluants environnementaux et notamment des polluants comme le bisphénol A, qui d’une part
est capable d’étre stocké dans le tissus adipeux et d’autre part va agir sur les adipocytes ou les
fibroblastes pour augmenter la production de cytokines inflammatoires telles que I'lL6 et également
activer des signalisations pro-inflammatoires (Cimmino et al., 2019; Xiong et al., 2017) Ainsi, il a été

montré qu’une surproduction d’IL6 dans le microenvironnement cellulaire induit un phénotype
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néoplasique, causé par l'activation de la signalisation NF-kB et une augmentation de la cycline D1 dans
les cellules normales du sein, mais également en mettant en place une boucle positive d’inflammation
conduisant a un switch épigénétique qui stabilise un état transformé (Esquivel-Veldzquez et al., 2015;
lliopoulos et al., 2009). De plus, il peut également conduire a la transformation de cellules souches
normales du sein et de la prostate, notamment lorsqu’il agit en coopération avec BMP2 (Chapellier et

al., 2015; lliopoulos et al., 2009; Kim et al., 2013).

b. Progression tumorale et résistance aux traitements

En plus d’induire la transformation de cellules mammaires et des cellules souches, I'lL6 a également
été rapportée pour réguler ces cellules souches, entre autres en favorisant leur auto-renouvellement.
En effet, une étroite collaboration se met en place entre les cellules souches mésenchymateuses et la
tumeur mammaire, pouvant étre composée de cellules cancéreuses et de cellules souches
cancéreuses. Ainsi, il a été montré que I'lL6, produit par les cellules cancéreuses, va stimuler la
sécrétion de molécules chimio-attractantes et d’IL6 par les cellules souches mésenchymateuses et en
retour, ces facteurs vont agir d’'une part sur les cellules cancéreuses pour maintenir cette boucle et
d’autre part sur les cellules souches cancéreuses permettant alors leur auto-renouvellement (Liu et al.,
2011; Spaeth et al, 2009). Comme décrit précédemment, les cellules souches cancéreuses
représentent une problématique majeure dans la progression tumorale, notamment du fait de la
difficulté a les cibler, et de leur capacité a résister aux traitements, et donc pouvant étre a I'origine de
certaines rechutes, mais également du fait que ces cellules présentent un phénotype agressif pouvant
provoquer des métastases. En plus de favoriser l'auto-renouvellement des cellules souches
cancéreuses, I'lL6 a aussi été décrit pour induire des caractéristiques agressives, aussi bien dans des
cellules cancéreuses que dans des cellules souches cancéreuses, avec notamment I'induction d’une
EMT provoquée par les adipocytes via la sécrétion d’IL6 qui va agir de maniéere paracrine sur les cellules
cancéreuses mais aussi en augmentant le potentiel invasif des cellules et en favorisant I'angiogenéese
(Dirat et al., 2011; Gyamfi et al., 2018; Sansone et al., 2007; Wei et al., 2003). Par ailleurs, des données
de la littérature ont également souligné le réle de I'lL6 dans la résistance a certains traitements,
comme par exemple au Trastuzumab dans le cas des cancers de type HER+, grace a la mise en place
d’une boucle inflammatoire qui permet I'expansion de la population de cellules souches cancéreuses,
favorisant alors un accroissement tumoral et le développement de métastases. Ou encore via une
connexion avec des mécanismes impliqués dans la détoxification de la cellule, comme des
transporteurs a efflux permettant d’exporter les molécules de traitement en dehors de la cellule
cancéreuse ou comme des enzymes de détoxifications (Eichten et al., 2016; Ghandadi and Sahebkar,

2016; Korkaya et al., 2012; Kumari et al., 2016).
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B. Crosstalks avec IL6

1. IL6 et ERs

Comme vu précédemment, I'IL6 est impliquée dans la tumorigenése par de nombreux aspects.
Plusieurs études ont démontré un lien entre cette cytokine et la signalisation des cestrogenes, ce qui
peut étre une autre piste pour expliquer sa participation a un développement cancéreux. Dans le
modele du cancer de I'endomeétre, il a été rapporté que l'interaction entre les cellules stromales et
tumorales permettait une augmentation de la production d’cestrogénes et d’'IL6 et ceci grace a une
boucle de régulation positive entre ces deux molécules. En effet, sous I'effet de I'E2, les cellules
tumorales vont induire la synthese d’IL6 via une coopération entre ERa et NF-KB et conduire ensuite a
sa sécrétion dans le microenvironnement. L'IL6 ira alors agir sur les cellules stromales localisées a
proximité pour entrainer une augmentation de I'aromatase ayant pour conséquence une
augmentation de la production d’cestrogenes, qui a son tour ira stimuler les cellules cancéreuses
(figure 43). Par ailleurs, une étude récente a aussi montré que I'activation de la signalisation de I'lL6
par 'E2 promeut la survie, la migration et I'invasion des cellules cancéreuses de I'endomeétre via
I'activation des genes cibles de I'IL6 tels que Bcl-2, Cycline D1 et MMP2 entres autres, connus pour
étre impliqués dans la tumorigenése (Che et al., 2014, 2019). Ceci a également été rapporté dans le
modele du sein, avec I'induction de I'aromatase dans les fibroblastes en réponse a I'IL6 (Purohit et al.,
2003; Singh et al., 1995, 1999). De plus, une sécrétion de la forme soluble de I'lL-6Ra par les cellules
cancéreuses mammaires apres une stimulation a I'E2 a aussi été décrite. Ainsi, une étroite
collaboration existe entre I'lL6 et les cestrogenes ou la voie de signalisation des ocestrogénes.
Cependant, il est intéressant de noter que la surproduction d’IL6 dans les tumeurs mammaires est
inversement corrélée avec I'expression de ERa, puisque le niveau de cette cytokine est retrouvé plus
élevé dans les tumeurs ER-négatives comparé aux tumeurs ER-positives (Chavey et al., 2007). Ceci
suggere qu’une connexion existe entre I'lL6 et d’autres variants de ERa, soutenue par une étude qui
démontre que dans un type particulier de cancer du sein, de type inflammatoire, I'activation d’une
voie non génomique passant par ERa36 ou GPER favorise I'agressivité de ce cancer et son invasion
(Ohshiro et al., 2012). En effet, plusieurs études rapportent un lien entre I'lL6 et les voies non-
génomiques de ERa faisant intervenir des variants de ERa avec notamment l'induction de la sécrétion
d’IL6 par la voie MEK/ERK initier par GPER ou encore une régulation de NF-KB via I'interaction physique
de ce facteur avec ERa36 couplé a GPER qui agissent alors comme des co-régulateurs de la signalisation

de I'lL6 (He et al., 2009; Pelekanou et al., 2016).
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Figure 43: Relation entre I'E2 et I'IlL6 mise en place entre les cellules
cancéreuses et les cellules stromales (Che et al., 2014).

2. IL6 et BMP

Nous avons vu précédemment que la voie des BMP pouvait initier une transformation des cellules
souches mammaires du fait d’une surproduction de BMP2 dans le microenvironnement. Par ailleurs, il
a été montré que cette transformation nécessite un environnement inflammatoire permis par la
présence d’IL6, afin de soutenir et maintenir cette transformation (Chapellier et al., 2015). Ainsi,
plusieurs études rapportent également un lien entre la voie des BMP et I'IL6 (figure 44). En effet, des
données de la littérature ont démontré l'implication des BMP dans la réponse immunitaire et
I'inflammation, notamment dans la régulation des cellules immunitaires, permettant leur activation,
leur migration et leur adhésion au site inflammatoire (Lee et al., 2010; Sanders et al., 2016; Wu and
Hatzopoulos, 2019). Une étude a ainsi montré I'expression d’IL6 dans des macrophages via la voie
SMAD-dépendante mais également via la voie non-canonique, initiées par BMP6 (Lee et al., 2010). Par
ailleurs, BMP6 et BMP2 ont aussi été décrit pour réguler I'expression de I'hepcidine dans les
hépatocytes. L’hepcidine est un régulateur majeur du métabolisme du fer, synthétisé et libéré en

réponse a une augmentation de la concentration du fer dans le corps ou en cas d’inflammation.



Macrophages \h v/

~

Smad
pathway

Typell
R to!
eceptor Typel
Re¢ tor
Non-Smad g
pathway

-
-
"

-
- \
=

Chapitre 6 Le trio IL6/ERs/BMP

T MACROPHAGE

HEPATOCYTE
B
BMP-2
b
! BMP-2 BMP-2
Gp130 ¢ ,"- BMPR1B BMPR2 BMPR1A
cell membranf -
cytoplasm BMPR1A -\\
Smad1/5/8 Smad1/5/8
| PPARYy
nucieus / *
osteogenic osteo _engc adipogenic
differentiation differentiation differentiation
AR osteogenic impaired bone
A X > differentiation regeneration
Yy ® 77
o : : * = ,o % : o o "."6
Weane > T<6 6>
o g o " Lo 0‘
rhBMP-2/ACS +F T
high concentration %5 Y &

IL-1p

stem cell homing and
inflammatory response

000
\ .‘\\o o./J -

A~
(-

o

excessive adipose
tissue formation

adipogenic
differentiation

Figure 44: Coopération entre les voies initiées par les BMP et par I’IL6 dans le processus de
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Un trouble dans ce facteur conduit a diverses maladies, dont I'anémie inflammatoire qui a pour cause
principale I'IL6. Il a ainsi été montré que la voie des BMP, par une signalisation SMAD, agissait en
collaboration avec I'IL6 afin d’initier I'expression de I'hepcidine (Mayeur et al., 2014; Silvestri et al.,
2019). Dans un tout autre cadre, celui de la régénération osseuse, un crosstalk entre I'IL6 et la voie des
BMP a aussi été rapporté. En effet, pour ses fonctions sur I'os, BMP2 est utilisé en clinique sous forme
d’implant associé a du collagéne (BMP2/ACS), pour induire la régénération osseuse dont un équilibre
fin entre synthése et résorption est essentiel. Cependant des effets secondaires majeurs arrivent,
notamment une détérioration de la qualité de I'os, la formation de tissu adipeux et I'apparition d’une
inflammation importante du fait d’un recrutement de cellules inflammatrices au site d’implantation et
la présence d’un grand nombre de cytokines inflammatrices telles que I'IL6. Il a été montré que I'IL6
entraine une augmentation de la taille de la matrice osseuse formée par I'implant, mais que cette
matrice est immature et de mauvaise qualité. Ceci est d0 au fait que I'lL6, en synergie avec son
récepteur IL-6R soluble, va promouvoir une différenciation des cellules souches mésenchymateuses
de la moelle osseuse (BMSC) en ostéoblastes grace a une amplification de la signalisation des SMAD
initiée par BMP2 en renforgant la translocation de BMPR-1A a la surface cellulaire et en inhibant sa
dégradation. Par ailleurs, il a également été noté que I'lL6 entraine une accumulation excessive de
tissu adipeux résultant de la différenciation adipogénique des BMSC, mais contrairement a la
différenciation ostéogénique dépendante de la signalisation SMAD, celle-ci se fait via la voie non

canonique p38/MAPK initiée par BMPR-1A (Huang et al., 2015, 2018).

C. Crosstalk ER/voie BMP

Outre les interactions entre IL6/ER et IL6/BMP, il a également été rapporté des interactions entre ER

et la voie des BMP.

1. ERa66 et SMADs

Certaines études ont démontré le role suppresseur des cestrogénes sur les fonctions de BMP, entre
autres par une répression de I'expression génique de BMP4 dans les cellules ostéoblastiques ou de
BMP7, dans les cellules de I'oviducte (Monroe et al., 2000; van den Wijngaard et al., 2000). En plus de
pouvoir réguler I'expression génique de certains BMP, il a également été montré que les cestrogénes
pouvaient inhiber la signalisation induite par les BMP via l'interaction directe entre ER et les SMAD. En

effet, dans le modele des cellules mésangiales et dans celui du cancer du sein, Yamamoto et al ont
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démontré que I'E2, aussi bien via ERa que via ERB, diminue I'expression de génes cibles induits par
BMP2 et également la phosphorylation des SMADs. Ceci résulte d'une interaction physique
dépendante de I'E2, mais également de I'activation de la signalisation des BMP, entre le DBD (domaine
de liaison a I'ADN) de ERa et SMAD1 (Yamamoto et al.,, 2002). Inversement, dans des cellules
cancéreuses mammaires, une autre étude a rapporté que SMAD4 agit en tant que corépresseur de la
transcription de ERa mais également réprime I'expression de génes cibles de la voie des cestrogénes.
En effet, SMAD4 et ERa vont former un complexe, nécessitant le domaine AF1 de ERa et les domaines
MH1 et linker de SMADA4, lorsque ERa va se fixer sur ses éléments de réponses au niveau de I’ADN (Wu
et al., 2003). Il semblerait donc que les voies ER et BMP se réguleraient mutuellement de maniére
négative. Cependant, d’autres études mettent en lumiére une régulation positive. Cette différence
pourrait étre expliquée par le type de récepteur aux cestrogénes mis en jeu. En effet, comme décrit
précédemment, la régulation négative implique ERa66 tandis que d’autres auteurs observent une

régulation positive dans des modéles ER-négatifs mais exprimant le variant ERa36.

2. ER036 et voie des BMP

Durant 'ostéogénese, la signalisation des cestrogénes, faisant principalement intervenir le variant
ERa36, a été décrite pour participer a la régulation des cellules stromales de la moelle osseuse. En
effet, durant ce processus, une augmentation de son expression transcriptionnelle a été observée
durant la phase de prolifération cellulaire, puis une diminution de celui-ci est par la suite notée lors de
la différenciation. Ce profil d’expression est similaire a celui de Runx2 qui est le facteur
majoritairement impliqué dans la formation osseuse mais également un gene cible de la voie des BMP.
De plus, il a été montré que ERa36 et Runx2 co-localisent dans ces cellules stromales de la moelle
osseuse, durant I'ostéogenese (Francis et al., 2014). Dans un modele de cellules cancéreuses
mammaires négatives pour ERa66 mais positives pour ERa36, Wang et al ont démontré une
corrélation entre I'expression de ERa36 et BMP2 et également que ce dernier pouvait induire
I’expression de ERa36 (figure 45A). Par ailleurs, de maniére intéressante, ils ont montré que des
cellules initialement insensibles a I'E2, le devenaient aprés une induction de BMP2, permettant ainsi
leur prolifération (Wang et al., 2012). Ceci suggére donc qu’une exposition au BMP2 de cellules
cancéreuses mammaires ER-négatives conduirait a une augmentation de I'expression de ERa36 qui
par la suite pourra étre activé par I'E2 et entrainer la prolifération cellulaire. Par ailleurs, des données
non publiées du laboratoire ont également montré une augmentation de I'expression de ERa36 aprés
un court traitement au BMP2 mais dans un modeéle de cellules souches mammaires non transformées

ER-négatives, ainsi qu’une augmentation de I'expression de génes cibles de la voie des cestrogenes lors
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d’une transformation de ces cellules par BMP2. Des articles récemment publiés par I'équipe ont
montré que, a I'inverse, une exposition a des polluants E2-mimétiques ou a de I'E2 dans ce méme
modele de cellules souches ERa66-/ERa36+ conduit a une potentialisation de la voie des BMP, illustrée
par une augmentation du niveau de phosphorylation des SMAD1/5/8. De plus, cette exposition a des
polluants entraine une augmentation de la sécrétion de BMP2 par les fibroblastes mammaires (figure

45B) (Chapellier et al., 2015; Clément et al., 2017).

Fibroblastes

Cellule souche {p.spjaps SMADs
ERa66-/ERa36+

Prolifératio

Figure 45: Co-régulation entre ERa36 et les BMP. a)
BMP2 est capable de sensibiliser des cellules Bisphénols
cancéreuses a I’E2, een augmentant I'expression de }
ERa36 et inversement (b), une exposition a des E2-

mimétiques conduit a potentialiser la voie de

signalisation des BMP dans des cellules souches

exprimant uniquement ERa36 (d’aprés Wang et al., Bisphénols
2012, Chapellier et al.,2015; et Clément et al., 2017) \ \

Fibroblastes
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3. Convergence entre les voies ER036 et BMP

Outre ce lien direct entre la signalisation des BMP et les récepteurs aux cestrogenes, d’autres études
rapportent également des points de convergences entres les signalisations initiées par les BMP et
ERa36. Comme décrit dans le chapitre 3, ERa36 peut activer la voie MAPK via son association avec Scr
qui conduit a une cascade d’activation aboutissant a la phosphorylation de ERK2, mais va également

permettre la stabilisation de P-ERK grace a son interaction avec ERa36 (Omarjee et al., 2017). |l a été
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montré que P-ERK est capable de phosphoryler un résidus sérine particulier (5206) de la région faisant
le lien entre les domaines MH1 et MH2 de SMAD1 avec pour conséquence son inhibition mais
également sa dégradation par ubiquitinylation via Smurfl, ce qui suggere qu’il pourrait étre un
régulateur négatif de la voie des BMP (figure 46) (Kretzschmar et al., 1997; Lian et al., 2019; Sapkota
et al., 2007). Cependant, nous pouvons également émettre I'hypothése que cette régulation de la voie
SMAD par ERK pourrait étre un autre moyen de réguler I'engagement dans I'une ou 'autre voie initiées
par les BMP, afin de réprimer la signalisation canonique au profit d’'une signalisation non-canonique.
En effet, d’autres arguments peuvent soutenir cette hypothése. Comme décrit précédemment, la voie
non-canonique serait plutot initiée lorsque les récepteurs se localisent dans des radeaux lipidiques
riches en cavéolines, ol I'on retrouve notamment une interaction entre les BMPR et la cavéolinel
(Nohe et al., 2005). Par ailleurs, il a également été montré que ERa36 pouvait aussi interagir avec la
cavéoline 1 (Lin et al., 2010b), ce qui laisse supposer, de par cette localisation partagée, I'existence
d’un lien entre ces différents récepteurs. De plus, la description d’'une colocalisation, dépendante du
domaine intracellulaire C-terminal de BMPR-II, entre la protéine Scr, pouvant s’associer avec ERa36,

et BMPR-Il renforce également cette hypothése (Wong et al., 2005).
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Figure 46: Convergence entre la voie des SMAD initiée par les BMP et la voie ERK, pouvant
étre induite par ERa36 (adapté de Lian et al., 2019).
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L’ensemble de ces données portant sur le lien entre ERa36 et la voie des BMP, notamment a travers
une augmentation de I'expression de ERa36 par BMP2 et, inversement, par la potentialisation de la
voie des BMP et 'augmentation de la production de BMP2 observées apres une exposition a des
polluants cestrogéno-mimétiques et passant par ERa36, suggérent grandement l'existence d’un
crosstalk entre ces deux voies, qui pourrait entre autre passer par une interaction entre ERa36 et les
récepteurs aux BMP. Cette hypothése est renforcée par la localisation conjointe de ERa36 et des BMPR

au niveau des radeaux lipidiques et de leurs interactions respectives avec la cavéolinel.
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Les travaux de mon laboratoire d’accueil portent sur I'étude des cellules souches normales et
cancéreuses et leur régulation par des signaux venant de leur niche ou de notre environnement. Nous
nous intéressons plus particulierement a la famille des Bone Morphogenetic Protein, molécules
produites par le microenvironnement cellulaire, et a ses voies de signalisation qui ont été décrites pour
réguler les principales fonctions des cellules souches, tels que la quiescence, I'auto-renouvellement et
la différenciation. Une dérégulation de ces molécules peut étre observée dans différents types de
tissus, aussi bien dans le systeme hématopoiétique que dans la glande mammaire, conduisant a un
développement tumoral ou favorisant des résistances aux traitements ou des rechutes. Au sein du
laboratoire, nous cherchons donc a comprendre comment les dérégulations dans les voies des BMP
apparaissent, notamment, en s’intéressant aux facteurs pouvant déréguler directement le

microenvironnement comme ceci peut étre le cas aprés une exposition chronique a certains polluants

environnementaux tels que les bisphénols. Outre I’étude des origines en cause dans ces dérégulations,
nous étudions également les mécanismes moléculaires sous-jacents et leurs aboutissants sur les
caractéristiques des cellules souches.

Précédemment au laboratoire, il a été démontré qu’une quantité anormalement élevée de BMP2 est
retrouvée dans le microenvironnement des tumeurs luminales mammaires et qu’une dérégulation de
cette molécule est capable d’induire la transformation de cellules souches en mettant en jeu I'un de
ces récepteurs, le récepteur BMPR1b. Des analyses complémentaires ont montré que I'une des causes
de cette surproduction de BMP2 peut étre I'exposition de fibroblastes a des polluants
environnementaux comme le bisphénol A, décrit pour avoir des effets cestrogéno-mimétiques et de
ce fait, pouvant augmenter le risque de cancer du sein. D’autres données du laboratoire ont également
mis en exergue un lien entre la signalisation des BMP et un des récepteurs aux cestrogenes, ERa36,
notamment via I'observation d’une potentialisation de la signalisation BMP2 a la suite d’une exposition
chronique au bisphénol A. De nombreuses études ont mis en évidence les effets déléteres du BPA sur
la santé humaine, ce qui a donné suite a diminuer l'utilisation du BPA et a le remplacer par d’autres
substitutifs comme le BPS ou le BPF. Cependant, ces deux molécules alternatives ont des structures
tres similaires au BPA, suggérant qu’elles pourraient également étre des perturbateurs endocriniens.
Cette suspicion est renforcée par de nombreuses études qui démontrent de plus en plus leur role dans
la tumorigenése et dans la dérégulation hormonale, dont I'une issue du laboratoire, démontrant une
surproduction de BMP2 similaire aprés une exposition au BPA ou au BPS, et, remettant ainsi en
qguestion leur innocuité et les criteres de contréles utilisés pour évaluer leurs effets sur la santé
humaine. L'ensemble de ces données nous conduit a proposer un modele de travail postulant une
implication des bisphénols via une coopération entre la signalisation BMP2 et celle d’ERa36 dans une

dérégulation des propriétés des cellules souches pouvant conduire a leur transformation.
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C'est dans ce contexte que s’inscrit mon projet de thése qui se décline en deux grands axes :

1/Etudier les effets fonctionnels et moléculaires des bisphénols seuls ou en combinaison avec BMP2 sur

des cellules souches/progéniteurs mammaires humaines non transformées ERa66-/ERQ36+

Pour étudier cette problématique, j’ai réalisé une exposition chronique a de faibles doses de BPA, BPS
ou BPF (10”7M) sur un modele de cellules souches épithéliales mammaires humaines, les MCF10A. En
plus de ces polluants environnementaux, un traitement au 17- cestradiol (E2) a également été réalisé
afin de comparer leurs effets a I'E2, puisque des études ont montré qu’ils possedent des effets
cestrogéno-mimétiques (Kim et al., 2017; Pupo et al., 2012; Song et al., 2015). Par ailleurs, puisque
BMP2 a aussi été décrite pour induire la transformation des MCF10A, une exposition au BMP2 a
également été effectuée seule ou en combinaison avec chacun des autres traitements chroniques. Des
études fonctionnelles, a travers des tests de mammosphéres évaluant la fréquence de cellules a
capacité souche, des tests de E-CFC mesurant la fréquence de progéniteurs et des tests de formation

de colonies en agar mou, mettant en évidence la transformation cellulaire, ont été réalisés.

2/ Identifier les acteurs moléculaires impliqués dans I'interaction entre les voies de signalisation ERa36

et BMP2.

Afin de mieux caractériser les mécanismes moléculaires impliqués, des études moléculaires ont
également été entreprises. En se reposant sur des données de la littérature et du laboratoire suggérant
I’existence d’une interaction entre ERa36 et la voie de signalisation BMP2, j'ai donc recherché une
interaction directe entre ERa36 et les récepteurs des BMP ou les SMAD impliquées dans la signalisation
BMP. Pour cela, j'ai utilisé en premier lieu une stratégie de GST pull-down avec une GST- ERa36. Pour
compléter cette premiére analyse, j’ai effectué une co-immunoprécipitation ainsi qu’un PLA (Proximity
Ligation Assay) qui permet de détecter et de localiser les interactions entre deux protéines in vivo au

niveau unicellulaire.

L’'ensemble des résultats obtenus au cours de ma thése, retrouvés dans la section suivante, n’ont pas
encore donné lieu a une publication mais, en vue d’une publication future, ils ont été rédigés en anglais
et présentés sous forme d’article scientifique. lls seront discutés dans la partie « Discussions et

conclusion » de ce manuscrit.
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Peut-on mettre en évidence une interaction
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Figure 47: Objectifs de thése
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Résultats

Bisphenols involvement in transformation and mammary stem
cell properties by crosstalk between ERa36 and BMP2
signalling pathway.

Abstract

Members of the bisphenol family are ubiquitous environmental pollutants that may be at the origin of
hormonal dysregulations favouring breast cancer development. Indeed, the bone morphogenetic
protein 2 (BMP2), over-produced by normal mammary fibroblasts upon exposure to bisphenol A or S
(BPA, BPS), is involved in luminal breast cancer emergence and is abnormally elevated in the
microenvironment of this type of cancer. Owing to increasing evidence highlighting BPA as a dangerous
molecule, notably for its E2-mimetic effects, other molecules considered to be safer have been
developed. Here, we investigated the effects of BPA and of some of its alternatives, BPS and BPF, on
the regulation of immature mammary cells by evaluating their impact alone or in combination with
BMP2. We demonstrated that chronic exposure of MCF10A cells to BPS and BPF, alongside BMP2,
affects immature mammary epithelial cells differently than BPA or E2, by promoting an enrichment in
stem cell populations. Moreover, long-term treatment with BPA, but also with BPS or BPF, potentiated
the response of MCF10A cells to BMP2 by over-activating its canonical pathway through an increase
in SMAD phosphorylation. Finally, we speculated that a crosstalk between oestrogen receptor alpha
36 (ERa36) and BMP2 signalling may be involved in the functional and molecular effects observed
following long-term exposure to bisphenols, because the ERa36/BMPR1b interaction noticed in

unexposed cells was lost in the presence of different treatment combinations.

INTRODUTION

Common environmental pollutants, such as bisphenols and notably bisphenol A (BPA), pose
serious public health concerns, as they were shown to be involved in several diseases, particularly in
breast cancer tumorigenesis’™. BPA is an aromatic compound used by the plastic industry in the
synthesis of polycarbonates and epoxy resins, which are largely found in routinely-used plastics,
including water bottles or food containers, toys or thermal paper. Over the last decades, publications
on BPA and cancer have increased continually, demonstrating the role of this environmental pollutant
at all stages of breast cancer development. This role is largely attributed to its oestrogen-mimicking
properties, as although oestrogen (E2) plays a crucial role in normal breast development through the
promotion of luminal cell proliferation and differentiation, it is also implicated in their transformation.

Therefore, exposure to oestrogen-mimicking environmental pollutants, like BPA, can increase the risk
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of developing breast cancer, through interactions with the most common E2 receptor, namely
oestrogen receptor alpha 66 (ERa66). In order to reduce the impact of environmental pollutants on
public health, BPA has been forbidden in different European countries in numerous consumer plastics
and replaced by BPA analogues presenting a lower ERa66 affinity, such as BPS or BPF>”. However,
some studies have proven that these analogues can activate signalling pathways and trigger epigenetic
modifications involved in mammary cell proliferation and survival, as well as in resistance to therapy,
despite their lower affinity for ERa66%°. Aside from this classical oestrogen receptor, another ERa
isoform, namely ERa36%, may also be involved in cancer development as it is co-expressed in normal
luminal cells and in tumoral cells, and its expression is associated with poor breast cancer patient
prognosis, aggressive tumours and resistance to therapy. Unlike tumours expressing ERa66, on which
anti-oestrogen drugs used in clinic have antagonistic effects, these treatments remain ineffective
against ERa36-expressing tumours and even present agonistic effects, as is the case for tamoxifen 1*
14 Such differences between ERa66 and ERa36 are likely due to their structure, since both
transactivation domains AF1 and AF2 are lacking in ERa36 and the ligand binding domain is shorter.
This may produce an alternative conformation to that of ERa66, at the origin of the larger ligand pocket
and hence a broader spectrum of ligands. Based on this knowledge, we speculated that the deleterious
effects of BPS and BPF during breast carcinogenesis may arise through their interaction with ERa36.
Tumours are a complex ecosystem composed of tumours cells and their microenvironment. In
addition to genetic mutations in cancer cells, microenvironmental alterations can also contribute to
tumorigenesis. Consistently, the involvement of bone morphogenetic proteins (BMPs), soluble
members of the transforming growth factor B (TGF- B) superfamily and present in this
microenvironment, has been described in numerous cancers®™. Indeed, our team previously
demonstrated that BMP2 is over-produced in the microenvironment of luminal breast tumours and
that chronic exposure to high BMP2 levels leads to the transformation of immature human mammary
epithelial cells, mediated by one of its receptors: BMPR1b®. The origin of this over-production in the
breast cancer microenvironment has not fully been investigated, though we showed that it could be
due to exposure to environmental pollutants. Indeed, we observed that exposure to BPA stimulates
BMP2 production by normal fibroblasts and that exposure to BPS has similar effects, indicating that
this alternative molecule can induce similar effects to BPA despite its lower affinity for ERa66%.
Interestingly, mammary fibroblasts express ERa36, and our team and others showed a link between
BMP2 and ERa36 in mammary epithelial cells, including an increase in ERa36 protein expression after
BMP2 treatment, as well as an enhanced BMP2 signalling in ERa36+/ERa66- immature epithelial cells
upon exposure to BPA/8,
Collectively, these findings suggest a molecular and functional crosstalk between BMP2 and

ERa36 signalling that could involve E2-mimicking environmental pollutants, such as BPA or its
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analogues BPS and BPF, and could explain the effects of these pollutants on breast cancer
development. Based on this hypothesis, we demonstrate herein that BPA, BPS and BPF, affect human
immature mammary cell properties and their response to BMP2 in different ways. We show that BPS
and BPF, currently privileged for their presumed safer properties, present under certain circumstances
effects as deleterious as or even more so than BPA and/or E2. Moreover, we also reveal that ERa36,
which is currently not taken into account in the establishment of ER breast cancer status, could be
involved in these mechanisms, notably via the interaction between ERa36 and two major BMP

pathway actors, namely BMPR1b and SMAD1.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell culture

MCF10A cells (ATCC CRL-10317) are a human mammary epithelial cell line from a fibrocystic disease.
MCF10A were cultured according to recommendations in phenol red-free Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM)/F-12 nutrient mix supplemented with 5% horse serum (Life), 10 mg/mL insulin, 0.5
mg/mL hydrocortisone, 100 ng/mL cholera toxin, 20 ng/mL EGF (all Sigma), 1% penicillin/streptomycin
(Life Technologies). MC26 and M1B26 cells were grown in the MCF10A cell medium but supplemented
with only 2% of horse serum and with 10 ng/mL BMP2 (R&D Systems) and 10 ng/mL IL6 (Peprotech).
As a control, CT cells were grown in concomitantly to MC26 and M1B26 in the same medium but
without BMP2 and IL6 supplementation.

The chronically-exposed cellular model was obtained by incubating MCF10A cells with 10 ng/mL BMP2,
10%M E2, 107M BPA, 10’M BPS, 10’M BPF and/or 10ng/mL IL6, in phenol red-free DMEM/F-12
medium supplemented with 5% steroid-depleted (via dextran-coated activated charcoal) horse serum,
10 pg/mL insulin, 0.5 pg/mL hydrocortisone, 100 ng/mL cholera toxin, 20 ng/ml EGF (all supplied by
Sigma), and 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies). Media and treatments were changed twice
a week. This led to the establishment of twenty distinct MCF10A-derived cell cultures.

For short-term treatment on chronically-exposure cells, these cells were kept without chronic
treatment for one week before a 15-minute stimulation with 10 ng/mL of BMP2 and then lysed for
Western blot analysis.

For short-term treatment on parental MCF10A cells, cells were starved overnight in phenol red-free
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F-12 nutrient mix supplemented with 1% BSA,
0.5mg/mL hydrocortisone (Sigma) and 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies). MCF10A cells
were then treated for 5 or 15 min with 10 ng/mL BMP2, 10M E2, 10”"M BPA, 10’M BPS and/or 10’M
BPF.
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Functional assays

Proliferation rate and viability were measured by manual counting in the presence of trypan blue. For
each functional test, a blind evaluation of results was performed by randomly attributing a number to
each treated cell in order to avoid a counting bias. A new random number was attributed for each new
experiment.

Mammosphere assay: MCF10A cells under chronic exposure to BMP2 and/or E2, BPA, BPS, BPF, were
seeded at very low concentration (100 cells/well) onto 96-well ultra-low-attachment plates (BD
Corning) in serum-free basal mammary epithelial growth medium (Promocell) supplemented with B27,
4 mg/mL heparin, 20 ng/mL basic fibroblast growth factor (both from Life Technologies) and epithelial
growth factor (EGF) (Sigma). After 5 days, mammospheres were counted and measured from pictures
using the Image J software.

E-CFC: MCF10A cells chronically-exposed for 12, 14 and 16 weeks were seeded onto an irradiated
NIH3T3 fibroblast (30Gy) layer in complete Epicult-B medium (STEMCELL Technologies). After 5 days,
medium was removed, and cells were fixed in 100% ice-cold methanol for 15 min. Two washes with
PBS1X were then performed and a wright staining solution from RAL diagnostics (320400-0125) was
added for 2 minutes to colour colonies. After several washes with H,0, and drying, colonies were
counted.

Soft agar colony formation assay: The bottom agar layer was prepared from 3% agar diluted in culture
medium from MCF10A cells to a final concentration of 0.75% and 1 mL was added to 12-well cell
culture plates and incubated at room temperature for 1 hr. The top agar layer was prepared
accordingly at a final concentration of 0.45% into MCF10A medium containing cells and added on top
of the bottom agar at a final concentration of 30,000 cells/well in 0.5 mL. Each condition was
performed in duplicate. Cell culture plates were incubated at room temperature for 30 min before
incubation at 5% CO; and 37°C. Colonies were quantified after 2 to 3 weeks.

Terminal Duct and Lobular Unit (TDLU): 350 uL of matrigel low growth factor without red phenol
(Becton Dickinson/Corning #356231) was laced on the bottom of a labteck chamber slide (Nunc cat:
055071). After 3-5 min, time required to obtain a mildly hardened gel before total solidification, 1 uL
of cell suspension containing 1,000 cells was rapidly injected in one spot at the middle of the Matrigel
and the plate was placed in the incubator at 37°C, 5% CO; for 10 min. Then 150 puL of complete MCF10A
medium was added on top and the plate was incubated for 15-20 days. Every 4 days, half of the
medium was replaced. Pictures of the structures formed were regularly taken with Nikon microscope

at x4, x10 or x20.

Proximity ligation assay (PLA)

All reagents were purchased from Merck.
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Cells were grown on coverslips in 12-well plates, and then fixed in methanol for 3 min, before being
washed twice in PBS1X. The cells were initially saturated using the blocking solution, then couples of
primary antibodies (ERa36 and BMPR1b) were added and incubated 1 hr at 37°C. After a first quick
wash and a second one lasting 5 min under agitation with buffer A, from PLA kit, the PLA minus and
plus probes containing the secondary antibodies conjugated with complementary oligonucleotides
were added and incubated for 1 hr at 37°C. After one quick wash and a second one lasting 5 min under
agitation with buffer A, ligation cocktail was added for 30 min at 37°C and washed twice as described
above. Then, a rolling-circle amplification (RCA) reaction was performed for 100 min at 37°C. The
amplification solution contained fluorescent-labelled oligonucleotides, which hybridized to the RCA
product. Following hybridization, the samples were washed twice for 10 min with buffer B and then
mounted with Duolink Il Mounting Medium containing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and
visualised under fluorescent microscopy.

Image acquisition and analysis: Slides were viewed under a Nikon Eclipse Ni microscope. Images were
acquired under identical conditions at x43 magnification. Image acquisition was performed by imaging
DAPI staining at a fixed Z Position while a Z stack of +/- 5 um at 1 um intervals was carried out. The
final image was stacked to a single plane before further quantification. On each sample, at least 100
cells were counted. Analyses and quantifications of these samples were performed using the Image J
software. PLA dots were quantified on 8-bit images using the ‘Analyse Particles’ command, while the

number of nuclei were manually counted.

Antibodies Supplier Reference Dilution for PLA
BMPR1b (2E2) Santa Cruz Sc-293428 1/200
Le Romancer team,
CRCL, INSERM 1052, Covalab rabbit 1/100
ERa36 CNRS 5286

(covalab, Lyon)

Glutathion transferase (GST) pull-down assay

Induction and extraction of the GST-ERa36 fusion protein: E.coli of the Rosetta strain transformed with
an inducible expression vector of the GST-ERa36 fusion were grown until the culture reached an
OD595 of 0.6. 0.2 mM of IPTG was then added to 500 mL of bacterial culture and incubated for 2 hrs
at 28°C. Bacteria were isolated after 15 min of centrifugation at 4,000 rpm and the pellet was frozen
at -20°C until further use. All following procedures were carried out at 4°C. Bacterial pellets were
resuspended in 12 mL of lysis buffer (50mM Tris pH 8.0, 100 mM KCL, 1m M EDTA, 1m M DTT, 1 pill of
complete protease inhibitors and 25U/mL benzonase). Then, 0.1 mg/mL of lysozyme was added and
cells were lysed for 30 min under agitation. Lysate was sonicated twice for 30 s, then 12 mL of lysis

buffer was added and two additional rounds on sonication for 30 s were performed. 2.5 mL of 10%
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Triton X100 was then added for 30 min to solubilize the GST fusion proteins. The lysed bacteria were
then centrifuged at 10,000g for 30 min and the GST-fusion proteins recovered in the supernatant.
Isolation and quantification of GST-ERa36 fusion protein: 240 uL of a 50/50 slurry of glutathione-
sepharose beads was added to the supernatant and incubated for 2 hrs at 4°C under rotation. After 15
min of centrifugation at 4,000 RPM, the GST-ERa36 fusion protein bound to the glutathion-sepharose
beads were recovered. Several washes with PBS were then performed and the quality and amount of
recovered fusion protein was evaluated by SDS-PAGE followed by coomassie blue staining.
Preparation of samples: MCF10A cells grown for 48 hrs in charcoal-treated horse serum supplemented
medium were treated or not with BMP2 (10 ng/mL) for 15min and lysed for total protein extraction
following Western blot analysis. 1.25 mg of total protein was incubated for 2 hrs with 2.5 ug of GST-
ERa36 or GST, in the presence or absence of 10 nM of E2. Several washes with RIPA buffer were then
performed and the GST-fusions protein were finally eluted and denatured in Laemmli loading buffer

at 100°C for 5 min for Western blot analysis.

Co-immunoprecipitation

Pre-clearing: protein G sepharose (protein G Sepharose 4 fast Flow GE Healthcare 17-0618-01) was
washed in special IP-RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.5% triton, 1 mM EDTA). Then,
50 uL of clean protein G sepharose was added to 1 mg of total protein lysate and kept for 2 hrs at 4°C
under agitation. After 5 min of centrifugation at 3,000 RPM, part of the supernatant was collected for
input and the rest was used for immunoprecipitation.

Immunoprecipitation: immunoprecipitated antibody (at the final concentration of 2 pg/mg of total
protein) as detailed in the table below was added on pre-cleaned lysate and incubated overnight at
4°C under agitation. Then, lysate was incubated 2 hrs at 4°C under agitation with 25 uL of washed-
protein G sepharose. After 5 min of centrifugation at 3,000 RPM, the pellet was washed 4 times with

special RIPA buffer and eluted on 20 pL of Laemmli 1X.

Antibodies Supplier Reference
BMPR1b Ab1l Abcam Ab78417
IgG BMPR1b Ab1l Abcam Ab18415
BMPR1b Ab2 Abcam ab138484
IgG BMPR1b Ab2 Sigma 15006
SMAD1 Ab1l Santa Cruz sc-81378
SMAD1 Ab2 Santa Cruz sc-7965

IgG SMAD1 Thermofisher 02 6100
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Western blot analysis

Cells were lysed for 20 min in RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.25%
deoxycholate (NaDoc), 1 mM EDTA) or in the special IP-RIPA buffer, supplemented with a protease and
phosphatase inhibitor cocktail (30 mM NaF, 1 mM Na3V04, 40 mM B-glycerophosphate, protease
inhibitor tablets Roche), then scratched on ice and centrifuged for 20 min at 12,000 RPM. The protein
extract was collected by recovering the supernatant. Protein concentration was determined by the
Bradford method (BioRad) using a BSA standard curve at a wavelength of 560 nm. Whole-cell extracts
were separated by SDS-PAGE and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane using a
transfer apparatus according to the manufacturer’s protocol (Bio-Rad Trans Blot Turbo). After
incubation with 5% non-fat milk or 5% BSA in TBST (10 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NacCl, 0.5% Tween 20)
for 60 min, membranes were incubated overnight with antibodies at 4 °C, as detailed in the table
below. Membranes were washed three times for 5 to 10 min and incubated with horseradish
peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit antibodies (Jackson Research, West Grove, PA, USA)
at a dilution of 1:10 000 for 60 min at room temperature. Blots were washed with TBST five times and

developed with the ECL system.

Membranes were re-used in order to perform P-SMAD/SMAD ratios. Membranes used for P-SMAD
detection were stripped according to the following protocol. The membrane was covered with
stripping buffer (1.5% glycine, 0.1% SDS, 1% tween20, pH 2.2) and incubated twice for 5-10 min in

fresh stripping buffer for the second time, washed twice for 10 min in PBS1X and twice for 5 min in

TBST.
Antibodies Supplier Reference Dilution for WB
P-SMAD1/5/8 Cell Signaling 9511 1/500
SMAD1/5/8 Santa Cruz Sc-6031-r 1/500
SMAD1 Santa Cruz Sc-81378 1/500
BMPR1b Abcam Ab138484 1/500
LeRomancer team,
ERa36 CRCL, INSERM 1052, Covalab rabbit 1/1000
CNRS 5286
(covalab, Lyon)
Recombinant ERa SP1 Abcam Ab16660 1/500
ERa (F10) Santa Cruz Sc-542 1/200
GAPDH (6C5) Abacam Ab8245 1/10000

Generation of the ShBMPR1b cell line
Two templates including BMPR1b-specific shRNA sequences (mRNA target sequences: shBMPR1b
#317: GAACGAAUGUAAUAAAGACCUA and shBMPR1b #462: GAACGAAUGUAAUAAAGACCUA) were

ordered from Sigma?® and EcoRI and Xhol sites added by PCR. Inserts and vectors were digested using
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EcoRl and Xhol, the digested vector dephosphorylated and used for a ligation reaction with each of the
inserts, with 125 ng of LT3GEPIR plasmid and 5 ng of insert using a quick ligation kit from Promega.
Each ligation product was used to transform E.coli of the Stbl2 strain to prevent hairpin recombination.
Four ampicillin-resistant colonies of each shBMPR1b were picked and amplified. Plasmid DNA was
extracted using a QlAquick kit from Qiagen and the shRNA region sequenced. Correct clones were
expanded and their plasmid DNA purified using a Qiagen Plasmid midi kit. Three million MCF10A cells
were transfected with 5 pg of each plasmid containing one shBMPR1b by electroporation using a Neon
apparatus using the following program: 1250 V, 20 ms, 2 pulses. After transfection, cells were grown
on their complete medium without antibiotic. 24 hrs later, medium was changed for a complete
medium with 1% penicillin/streptomycin and puromycin at the final concentration of 0.5 pg/mL. Cells
were kept in culture in 10 cm dishes in selection for 15 days and medium was changed twice a week.
Resistant clones were pooled before further amplification. Inducibility of resistant clones by
doxycycline was first validated by measuring GFP expression by FACS. MCF10A cells with shBMPR1b
#3 or #4 were induced for 24 hrs, 48 hrs or 72 hrs with 1200 ng/mL of doxycycline and then analysed

for GFP fluorescence using a Cantoll flow cytometer (Beckton Dickinson).

Gene expression analysis

RNA was extracted using the RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). RNA concentration
was measured using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, France). Reverse
transcription was conducted using a mix containing for 1 ug of RNA: 1 uL of random hexamers at 0.2
pg/uL, 1 pL of dNTP at 10 mM, 2 pL of DTT at 0.1 M, 1 pL of RNaseOUT at 40 U/uL and 1 pL of
Superscript Il (Invitrogen, France). The cDNA was stored at -80°C. qPCR was performed using sequence-
specific primers on a LightCycler 480 Il system (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) with SyBR
Green | technology (QuantiFAST SyBR kit from Qiagen) and LightCycler 480 Multiwell Plates 96 (Roche

Applied Science). CPB and HPRT were used as reference genes.

Gene hame Forward Reverse
CPB ACT-TCA-CCA-GGG-GAG-ATG-G AGC-CGT-TGG-TGT-CTT-TGC
HPRT TGACCTTGATTTATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
BMPR1B GCC-AGC-TGG-TTC-AGA-GAG-AC CAG-GAC-CCT-GTC-CCT-TTG-AT
RNAseq

Total RNA were extracted in triplicates from independent cultures with the RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen). Libraries were prepared with the TruSeq PolyA+ kit from Illumina and sequenced on an
Illumina NovaSeq machine with a paired-end protocol. Gene expression was quantified using Salmon

(1.1.0) and the annotation of protein coding genes from gencode v33. Differential expression analyses
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were performed using the “Wald test” from the DESeq2 R package. Hierarchical clustering analysis
were done using the “HierarchicalClustering” module from the GenePattern repository after log2
transformation and the resulting clustering images created using the “HierarchicalClusteringlmage”
module. Pathways enrichment analysis of selected genesets were performed using the Gene Ontology

resource (geneontology.org). Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) were performed using the GSEA

4.1.0 software from the Broad Institute.
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Résultats

Chronic oestrogen-mimicking treatment does not impact proliferation and viability of MCF10A cells

Because they are supposed to be safe due to their lower affinity for ERa66, bisphenols S and F are

currently being used by the industry to replace BPA. However, numerous papers have reported a role

for BPA substitutes in cancer development, in particular in breast cancer cell proliferation and in

migration and invasion®%%22, We previously demonstrated that BPA and BPS induce a dysregulation

of BMP2 production by cells from the mammary gland microenvironment and that BMP2 is involved

in luminal breast cancer emergence®®. In addition, bisphenol is known to potentiate BMP2 signalling.

To assess a possible functional interaction between bisphenols and BMP2 we performed the

experiments presented as a schematic diagram in Figure 1. Briefly, MCF10A cells, a model of

immortalized but not transformed human mammary stem and progenitor cells, were subjected or not

to chronic treatments (thereafter referred to as “treatments”) with E2 (10 M), BPA, BPS or BPF (all at

107 M) in combination or not with BMP2 (10 ng/mL).
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and different functional assays were performed every week or every two weeks.
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In culture, MCF10A cells are composed of different immature subsets, some with stem cell-like
phenotypes, having the ability to form mammospheres, and some with less immature phenotypes
behaving as progenitors in E-CFC assays. Cells were passaged twice a week with a complete medium
change and were used once a week for various functional assays described in the following parts of
the manuscript. In addition, cells were regularly frozen to preserve samples at time points of interest,
revealed during the course of the study. Finally, total protein and RNA were regularly extracted from
chronically-treated cells. As shown in Figure 2, during the first 16 weeks, no obvious impact of the
treatments was observed in terms of cell proliferation or viability. This was expected for the BMP2
treatment based on previous observations from the team. For the oestrogen or bisphenol treatments,
alone or in combination with BMP2, it suggests that, at least at the concentrations used, these
compounds had no obvious toxic or proliferative effects on non-transformed human immature
mammary epithelial cells. This observation is highly interesting by itself, and particularly important for

the correct interpretation of the functional assays performed in the subsequent parts of the study.
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Figure 2. Chronic exposure to different treatments does not impact cell proliferation or viability

(A) Doubling time in hour of the different treated cells from weeks 8 to 16. N = 2 or 3. +SEM

(B) Percentage of cell viability from weeks 9to 16. N=1

UT: untreated cells, B2: BMP2 treated cells, E2: 17-B estradiol treated cells, BPA, BPS, BPF : Bisphenol A, S, F treated

cells.
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BMP2-mediated increase in stem-like mammosphere-forming cell frequency and proliferative ability is
modulated by bisphenols.

In order to assess the effect of the treatments on the more immature population in MCF10A cells, we
performed mammosphere assays. Although the gold standard for assessing mammary stem cell is in
vivo transplantation, the classical transplantation of human mammary cells in mice produces poor
results presumably due to differences in the human and mouse microenvironment, and are also
extremely time-consuming experiments difficult to apply to large numbers of samples. Hence,
mammosphere in vitro assays were developed to circumvent these caveats and were shown to reliably
allow the detection of human mammary stem cells, both normal and transformed. However, they
present some limitations that will be presented in the “discussion” section. As shown in Figure 3A, left
panel, chronic exposure to BPA, BPS, BPF or E2 alone did not induce any clear difference in
mammosphere frequency (around 1 to 2 mammospheres per 150 seeded cells) when compared to
unexposed cells. However, for all treatments, the combination with BMP2 increased the
mammosphere frequency compared to untreated cells (Figure 3A, right panel), though E2 and
bisphenols alongside BMP2 did not induce similar changes in mammospheres frequency as BMP2
alone. We also measured the size of the mammospheres generated in the different treatments by
dividing them into three classes: small (15-30 um), medium (30-45 pum) and large (> 45 um) (see
Figure3C as an example). Albeit this will be discussed latter, the size of mammospheres is usually
thought to represent the proliferative ability of stem-like cells. In Figure 3B and D, we show that at 12
and 14 weeks, chronic exposure to E2, BPA, BPS or BPF alone produces mammospheres with a similar
size distribution as unexposed cells. In contrast, treatment with BMP2 alone increases the frequency
of medium and large mammospheres. This increase in size is slightly reduced but still present when
E2, BPA or BPF are added to BMP2. Interestingly, the combination of BPS and BMP2 induces a further
increase in mammosphere size compared to BMP2 alone. These results show that the effect of BMP2
on the proliferative capacity of stem-like mammosphere-forming cells is different according to the
oestrogen-mimicking bisphenol used. BPS, the most common BPA substitute seems to be the most
potent regarding to the amplification of BMP2 effects.

Figure 3. Bisphenols, in combination with BMP2, increase immature cell populations
(A) 3 independent experiments of mammosphere frequency in the treated cell population after 10 to 16 weeks

of chronic exposure. MCF10A cells were chronically exposed to E2 (10 °M), BPA (10~ M), BPS (10 M) or BPF (10

7M) alone (left panel) or in combination with BMP2 (10 ng/mL) (right panel) for 10 to 16 weeks and seeded at
150 cells/well onto 96 ultra-low attachment plates (100 uL/well with 24 wells/sample). UT are the control cells
(unexposed to treatments).

(B) Percentage of mammospheres according to the size, as illustrated below in (C), corresponding to the average
mammospheres obtained after 12 and 14 weeks of chronic exposure. N = 2, +SEM. Scale bars = 50um

(D) Number of mammospheres according to the size, corresponding to the average mammospheres obtained
after 12 and 14 weeks of chronic exposure. N = 2, +SEM.
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Another assay used to assess the presence of a stem-like activity in mammary epithelial cells is the
TDLU assay. Terminal Duct Lobular Units are the basic functional unit of the mammary gland and
specific organoid assays in gels mimicking the basement membrane have been developed that allow
the generation of branched structures with terminal lobules resembling TDLUs. The ability to form
these TDLU is considered to be restricted to stem-like cells, as they need to form both luminal and
myoepithelial lineages and display enhanced proliferation. This assay also reveals an ability for an
adequate morphogenesis that implicates subtle interactions between the cells, giving rise to a complex
3D structure. At the beginning of this study, we performed TDLU assays on MCF10A treated or not
with E2, BMP2 or both for 8 weeks (see supplementary Figure 1). We did not observe any obvious
difference between the TDLU formed in the different conditions. Given the relative difficulty to
observe more subtle changes, requiring the inclusion, sectioning and immunolabelling of the 3D

structures we did not pursued this approach.

The frequency of mammary progenitors, but not their commitment, is modulated by bisphenols.

We then explored the impact of the treatments on the frequency of progenitors using the E-CFC assay.
MCF10A cells in culture contain a subset of cells able to form colonies of differentiated cells,
progenitors, when plated on irradiated NIH3T3 fibroblasts. This E-CFC assay assesses the frequency of
these progenitors in the population and their commitment. Indeed, MCF10A is a bipotential mammary
epithelial cell line able to differentiate in both luminal and myoepithelial lineages. Based on the
morphology of a colony and of the cells forming it, it is possible to differentiate luminal, myoepithelial
and bipotential progenitors that gave rise to colonies formed of luminal only, myoepithelial only or
both types of cells (mixed colonies), respectively. The total number of colonies obtained at weeks 12,
14 and 16 of treatment are shown in Figure 4A. Interestingly and contrarily to what was observed for
mammosphere assays, BPF or BPS alone, but not BMP2, E2 or BPA alone, increased the progenitor
frequency in the cell population. Combinations with BMP2 show that bisphenols, especially BPS, seem
to induce the progenitor populations more than E2. When the three different classes of progenitors,
luminal, myoepithelial and bipotential were discriminated (Figure 4B), no significant difference
induced by the treatments was seen, with a majority of luminal progenitors and similar numbers of
myoepithelial and bipotential. These results suggest that some bisphenols, namely BPS and BPF are
able to increase the frequency of mammary epithelial progenitors, mostly independently of BMP2, but

have no effect in these settings on their commitment.



Résultats

E-CFC
250+
2 .
S 200 4 .
8 . . ry v o
S 1501 . :
L 100{ - . . - 1
= N ’
s RININIRINIAE
-
0" T T T T T T T T
& N & K &V oF o2 oK
D @ P P P 2 & R R R

n=3

Week 12

TiTﬁie!-Ti

120%

100%

80%

60%

40%

20%

% of E-CFC colonies/300 cells

O%L-Eiiii-iﬁ
& D & S KO O K
NIRRT

P oY
Week 14
120%
100%ii—*T i**—

80%

60%

40%

20%

% of E-CFC colonies/300 cells

liiiiiili

I S I
& ST LS
&P Y

0%

MR AGEESEIR L
Q;"

Week 16

T

120%
100%
80%
60%
40%

20% .
S

% of E-CFC colonies/300 cells

liiilil

Voo O K
S5 S

Voo QP
<<’<§Q<§

% of E-CFC colonies/300 cells

B Myo-CFC Lu-CFC  m Mixed-CFC
125%
100% T - T T T ! T _ T _
75% T T T T T
50%
25%
O%iiiiiiiiiﬁ
& ¥ o o
AR

Figure 4. Impact of bisphenols, in combination with BMP2 or
not, on progenitor cell frequency and type

(A) Mean number of colonies in the E-CFC assay, after chronic
exposure to E2 (10°M), BPA (10 M), BPS (10~ M) or BPF (10
7M) alone or in combination with BMP2 (10 ng/mL) during 12,
14 and 16 weeks and seeded at 300 cells/well on 6-well plates
cover by a 30Gy irradiated fibroblast layer. UT are the control
cells (unexposed to treatments). Each of two experiments was
obtained from chronically-exposed sublines treated for 12, 14
and 16 weeks. N =3 £ SEM.

(B) Percentage of E-CFC colonies according to subtype treated
for 12, 14, and 16 weeks (left panel) or mean of these three
experiments (right panel). Myo-CFC: myoepithelial colonies,
Lu-CFC: luminal colonies, Mixed-CFC: mixed colonies. SEM.



Résultats

Effects of bisphenols on BMP2-induced transformation of MCF10A cells.

As mentioned earlier, we previously described that chronic BMP2 treatment induces the appearance
of transformed cells, as evidenced by soft-agar colony assays, engraftment in mice and transcriptomic
analysis. With BMP2 alone this transformation is only transitory but is stabilized in the presence of IL6,
presumably owing to its pro-inflammatory activity. IL6 by itself has no transforming effect. The
appearance of soft-agar colonies routinely starts between 12 and 15 weeks of BMP2/IL6 exposure. To
assess the effects of these treatments on BMP2-induced transformation of MCF10A, we performed
soft-agar colony formation assays from weeks 2 to 21. These first experiments were conducted in the
absence of IL6 to strictly test a putative interaction between bisphenols and BMP2 only, and also based
on the possibility, as mentioned in the introduction, that bisphenols could induce IL6 production. As
shown in Figure 5A, there were no soft-agar colonies in any treatment condition until week 19. At week
21, we observed a clear appearance of soft-agar colonies, especially for BPA alone, as well as E2 and
BPS in combination with BMP2. But since untreated cells also generated soft-agar colonies at this
week, these results are difficult to interpret. Unfortunately, the Covid-19 outbreak prevented us from
obtaining data for longer time points for the purpose of this manuscript that would have been
necessary to conclude on the appearance of transformed cells from week 21 onwards. These results
show that bisphenols are not able to replace the IL6 signalling required for a stable BMP2-mediated
transformation. Since we did not observe any sign of transformation around weeks 13 and 15 in these
experiments, we decided to test the effect of the addition of IL6 to the treatments (Figure5B). Starting
from cells at week 8, the treatments were applied for 13 additional weeks in the absence or presence
of IL6. As shown in Figure 5C, left panel, in the absence of BMP2 the addition of IL6 did not induce any
soft-agar colonies from treated cells until week 8+11, with the exception of a transitory increase at
week 8+5, the origin of which is unknown but is not due to the treatments since untreated cells showed
increase. At week 8+13, when no soft-agar colony was observed from the untreated cells, we observed
a modest increase in soft-agar colonies for E2 and BPS. When IL6 was added to the BMP2-combined
treatments (Figure 5C, right panel), except the transitory and unspecific increase in soft-agar colonies
observed before at week 8+5, the treatments did not induce any increase in transformation until week
8+11. At week 8+13, approximately at the time of combined BMP2 and IL6 chronic treatment (week
13), we observed a strong increase in soft-agar colonies from BMP2/IL6 treated cells compared to cells
treated with IL6 alone. The presence of BPS did not affect the frequency of soft-agar colonies while
the presence of E2, BPA or BPF reduced this frequency, especially for the latter. As mentioned
previously, the sanitary restrictions prevented us from obtaining longer time points of exposure to
treatments. These longer exposure times will be required to conclude with enough certainty on the

effects of bisphenols on the BMP2/IL6 mediated transformation of the MCF10A. At this point, we can
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nonetheless observe that in these settings, treatments either had no effects or a repressive effect,

depending on the bisphenol considered, on the BMP2/IL6-mediated transformation of the MCF10A.
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Figure 5. Impact of bisphenols in combination with BMP2 or not and in the presence or absence of IL6, on MCF10A
transformation

Number of soft agar clones obtained in MCF10A cells chronically-exposed for 21 weeks with to E2 (10_8M), BPA (10_7M), BPS

(10_7M) or BPF (10_7M) alone (left panel) or in combination with BMP2 (10 ng/mL) (right panel) in the absence (A) or in presence
(C) of IL6. UT are the control cells (unexposed to treatments).
(B) Schematic diagram describing the transformation assay in an inflammatory context
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Expression of oestrogen receptors and effects of bisphenols on canonical BMP signalling in MCF10A
cells.

The team previously showed that long-term exposure to BPA (60 days) leads to an increase in the basal
level (i.e. without exogenous BMP addition) of the canonical pathway activation, measured through
the ratio between phosphorylated and total SMAD1/5/8Y. This pre-activation did not induce an
increase in SMAD phosphorylation after BMP stimulation but tended to affect BMP4 control of stem-
related features in MCF10A cells.

We herein investigated the effects of acute stimulation by E2, BPA and other bisphenols in the
presence or absence of BMP2. As shown in Figure 6A, acute treatment with E2, BPA and BPS alone
induced an almost three-fold increase in SMAD phosphorylation, which was stable between 5 and 15
minutes of stimulation. When exogenous BMP2 was added, there was no increase in SMAD
phosphorylation at 15 minutes in samples co-treated with BPA and BPS compared BMP2 alone, yet the
addition of BMP2 to E2 induced an increase in phosphorylation. We then tested if chronic treatments
with E2 or bisphenols induced a stable change in the activation of the canonical BMP2 pathway. To
test this, untreated cells and cells chronically treated with BMP2, E2, BPA, BPS or BPF for 9 weeks were
left untreated for one week and then acutely stimulated with BMP2. As shown in Figure 6B, BPS and
BPF treatments induced a mildly stronger activation of the canonical SMAD pathway in response to
BMP2. These results suggest that E2 and oestrogen-mimicking bisphenols may pre-activate the
canonical BMP pathway in the absence of exogenous BMP and that BPS and BPF may durably modify
the response to BMP2.

To better understand the molecular mechanisms sustaining MCF10A response to E2 and bisphenols,
we investigated the expression of ERa isoforms in MCF10A, as well as in their transformed cells lines,
namely MC26 and M1B26, following long-term BMP2 treatment. As shown in Figure 6C, using an
ERa36-specific antibody and another antibody against both ERa66 and ERa46, MCF10A, MC26 and
M1B26 cells, express only ERa36 but not ERad46 or ERa66 at detectable levels, albeit the luminal
tumour cell line MCF7 expresses all three isoforms. These data show that the non-transformed stem-
like cell line MCF10A and its transformed counterparts, which conserved a very immature phenotype
(unpublished data), express an ERa receptor despite being considered as ER-negative cells owing to
their lack of ERa66 expression. This makes ERa36 a strong candidate to mediate the effects observed
upon bisphenol treatment in this model of mammary epithelial stem cells. We then tested whether
the different treatments could modify ERa36 protein expression levels by Western blot using the
specific antibody. As shown in Figure 6D, all three bisphenols increased ERa36 expression, this effect
being amplified in the presence of BMP2, which had no effect by itself. This synergistic effect of BMP2
is especially important for BPF and the contrast with E2 is surprising since contrarily to bisphenols,

BMP2 tempers the increase in ERa36 expression induced by E2.
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Figure 6. Bisphenols modify BMP2 pathway activation and ERa36 expression

(A) Column scatter plot (down panel) and the Western blot associated (up panel) showing the quantification of the ratio
of Phospho-SMAD1-5-8/total SMAD1-5-8 normalized against untreated cells (UT) detected by Western blot after 5 or 15

min of BMP2, E2, BPA or/and BPS.N =1

(B) Column scatter plot (up panel) and the Western blot associated (down panel) showing the quantification of the ratio
of Phospho-SMAD1-5-8/total SMAD1-5-8 detected by Western blot normalized against unexposed control cells (UT), in
chronically-exposed cells treated for 9 weeks and devoid of treatment for one week before 15 min of BMP2 stimulation.

N = 2 independent experiments. The Western blot is representative of two experiments.
(C) Western blot of MCF7, MCF10A or transformed-MCF10A (MC26 and M1B26) cells for ERa66, ERa46 and ERa36
expression. N =1 or 5. CT cells are non-transformed control cells for MC26 and M1B26.

(D) ERa36 expression by Western blot and its quantification in chronically-exposed cells for 25 weeks. N = 1

(E) BMPR1b expression by Western blot and its quantification in chronically-exposed cells for 10 or 25 weeks. N = 1
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The transforming effect of BMP2 in MCF10A is mediated by the BMPR1b receptor® and cells
expressing higher levels prone to transformation. Our team previously showed that long-term BPA
treatment (60 days) did not modify BMPR1b protein expression levels and we verified whether this
was the same for other bisphenols. As shown in Figure 6E, the level of BMPR1b is not modified by the
treatments at both a relatively early time of treatment (9 weeks) and a longer one (25 weeks). This
suggests that the observed effects of the treatments are not the consequence of a simple

overexpression of BMPR1b.

ERa36 interacts in vitro with two key members of the BMP2 signalling in MCF10A

Based on the literature describing an interaction between the DNA binding domain of ERa66, that is
also present on ERa36, and SMAD1, we hypothesized that ERa36 could also interact with SMAD1. In
addition, we wondered whether ERa36 and BMPR1b interacted. To test these hypotheses, we first
performed GST pull-down assays using lysates from MCF10A cells and a GST-ERa36 fusion protein. As
shown in Figure 7A, left panel, we were able to pull-down SMAD1 from MCF10 lysates, but not GAPDH
used as a control, using the GST-ERa36 fusion but not the GST alone. In the same experiments, as
shown in Figure 7A, right panel, we were also able to specifically pull-down BMPR1b using the GST-
ERa36 fusion. Interestingly, these in vitro interactions of the GST-ERa36 with SMAD1 and BMPR1b
were not modified when MCF10A cells used to produce the lysates were treated with BMP2 or when
E2 was added to the GST binding reaction. This suggests that the interactions between the GST-ERa36
and SMAD1 or BMPR1b are not dependant on the phosphorylation of BMPR1b and SMAD1 or the
presence of a ligand on ERa36. In addition, as shown in Figure 7B we were unable to detect a pull-
down of phosphorylated SMAD1/5/8 when cells used for the lysates were treated with BMP2. This
suggests that only unphosphorylated SMAD1, and not phosphorylated SMAD1 following BM2
stimulation, is able to interact with the GST-ERa36 in this context. We then investigated the specificity
of this GST-ERa36 interaction with SMAD1 and BMPR1. We used a GST-ERa36A fusion protein, lacking
the ERa36 specific domain (see Figure 24 from introduction), and as shown if Figure 7C, the GST-
ERa36A fusion was able to pull-down both SMAD1 and BMPR1b, independently of the treatment
applied to the cells. This shows that in vitro, the interaction between ERa36 and SMAD1 or BMPR1b
does not involve the ERa36-specific domain, suggesting that these interactions likely occur with all ERa
isoforms, although this will remain to be formally demonstrated. We then wanted to test if the
modalities of the interactions between the GST-ERa36 and SMAD1 or BMPR1b could change during
the BMP2-mediated transformation of the MCF10A cells. As shown in Figure 7D, left panel, the
interaction between ERa36 and SMAD1 or BMPR1b is conserved in transformed MC26 and M1B26
cells, independently the treatment applied (MC26 and M1B26 were cultured in presence of BMP2). In

addition, this interaction did not rely on the ERa36 specific domain, indicating that the BMP2-mediated
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Figure 7. ERa36 interacts with two major actors of BMP2 signalling pathway in transformed or non-transformed MCF10A
cells

(A-B-C-D) Western blot analysis of the GST pull-down assay.

(A) Parental MCF10A cells were treated, or not, with BMP2 (10 ng/mL) for 15 min. Input represent cell lysate, before
incubation with GST-ERa36 or GST and/or E2 (10_8I\/I). Pull down represents proteins bound to GST-ERa36 or GST obtained
after elution. The bottom panel shows the corresponding Coomassie-stained membrane. N = 3.

(B) Parental MCF10A cells were treated, or not, with BMP2 (10 ng/mL) for 15 min. Western blot represents proteins bound
to GST-ERa36 or GST obtained after elution. N =3

(C) Parental MCF10A cells were treated, or not, with BMP2 (10 ng/mL), E2 (10_8M) or a combination of both 15 min. Western
blot represents proteins bound to GST-ERa36, GST or GST-ERa36A obtained after elution. N = 2

(D) Lysate of BMP2-induced transformed MCF10A cells (MC26 and M1B26) or their non-transformed control (CT) were
incubated with GST-ERa36, GST, GST-ERai36A and/or E2 (10-8M). Western blot represents proteins bound to GST-ERa36, GST
or GST-ERa36A obtained after elution. N = 3. *non-specific band.
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transformation of MCF10A cells does not induce detectable modifications of ERa36 interactions with

SMAD1 or BMPR1b in this in vitro setting.

In vivo interaction between ERa36 and BMPR1b in MCF10A.

Since GST pull-down is an in vitro assay that involves the use of a very large amount of GST-ERa36, the
stochiometric ratio between ERa36 and potential interacting proteins is largely artificial. This assay
may thus detect interactions that are physically possible but that actually do not take place in vivo due
for example to different sub-cellular localizations or titration by stronger or more abundant interactors
of the proteins of interest. To test whether ERa36 interactions with SMAD1 or BMPR1b could be
observed with endogenous proteins, we performed co-immunoprecipitation assays. Since the only
available specific antibody against ERa36 is a rabbit IgG, we were limited to antibodies against SMAD1
and BMPR1b developed in other species. We were able to test two antibodies against SMAD1 and two
against BMPR1b for the ability to precipitate their target proteins. As shown in Figure 8A, left panel, of
the two SMAD1 antibodies tested, both were immunoprecipitated, although only one (ab1) gave a
strong signal. Consequently, this antibody alone was used for further experiments. Unfortunately,
none of the two antibodies against BMPR1b were immunoprecipitating (Figure 8A, right panel) and we
were hence unable to further test the ERa36/BMPR1b interaction. When we successfully
immunoprecipitated SMAD1 from MCF10 or M1B26, we were unable to detect any specific band at
the expected size of the ERa36 protein (Figure 8B). Even though these co-immunoprecipitation
experiments involved endogenous proteins, they are nonetheless based on the lysis of cells, that
results in the loss of any sub-cellular organization that could be necessary to observe a putative
interaction between endogenous proteins expressed at low levels, but that could be compensated by

the large amounts of GST fusion proteins used in the GST pull-down assay.
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Figure 8. Validation of the interaction between ER36 and BMP pathway actors via co-immunoprecipitation
(A) Western blot analysis of validation of several BMPR1b and SMAD1 antibodies for immunoprecipitation
(B) Western blot analysis of ER36 co-immunoprecipitation with SMAD1 on transformed-MCF10A cells (M1B26) and

its non-transformed control (CT). * : non specific band
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Therefore, we next sought for interactions between ERa36 and SMAD1 or BMPR1b using the Proximity
Ligation Assay (PLA, see figure 9A). This assay results in the detection of interactions between two
close proteins (under 40 nm apart), and can be used in situ and in vivo to detect endogenous proteins
without lysing cells, since these are simply fixed in methanol prior to the experiment. Since the two
antibodies used for the PLA assay have to be from different species and since only a rabbit antibody is
available for ERa36, we had to find suitable antibodies for SMAD1 and BMPR1b in other species.
Although, we were unable to find such an antibody against SMAD1 (not shown), we found an antibody
against BMPR1b suitable for immunofluorescence assays and PLA. As shown in Figure 9B, we
performed an ERa36/BMPR1b PLA assay on MCF10A cells subjected to the different chronic
treatments. A clear and specific signal between ERa36 and BMPR1b in untreated cells could be
observed. Interestingly, the proximity between ERa36 and BMPR1b is largely lost in treated cells and
this decrease seems stronger in cells treated with BPA, BPS and BPF when combined to BMP2, although

this is not the case with E2 in combination with BMP2.
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Figure 9. Validation of the interaction between ERa36 and BMP pathway actors via PLA assay

(A) Description of the different steps of the PLA assay. Two primary antibodies from two different species
specifically recognise their respective proteins in the cell. Two types of secondary antibodies coupled with
oligonucleotides (PLA probes) bind to each primary antibody. When PLA probes are close to each other, connector
oligos join the PLA probes, ligated and amplified by DNA polymerase, resulting in fluorescent dots representing a
protein-protein interaction.

(B) (C) BMPR1b/ERa36 interaction in chronically-exposed cells observed by PLA. (B) Quantification was performed
by counting the number of signals per cells as reported in the materials and methods. Each dot of the graph
represents a PLA assay performed in chronically-exposed MCF10A cells treated for 17, 19, 21 and 22 weeks. N =4
(C) Representative images of BMPR1b/ERa36 interaction. Red dots correspond to dimers detection and nuclei
were counterstained with DAPI (blue). Objective x43.
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Résultats

To rule out non-specific binding in PLA between ERa36 and BMPR1b, we decided to conduct control
experiments in which the expression of one of the target proteins is repressed. We thus obtained
MCF10A cells knocked down for BMPR1b. We used an all-in-one doxycycline inducible lentiviral shRNA
expression vector? to derive a MCF10A cell line with an inducible BMPR1b knockdown (Figure 10A).
As shown in Figure 10B, after transfection of the shRNA expression plasmids and antibiotic selection,
we obtained two MCF10A cell lines expressing two different shRNA against the BMPR1b mRNA and
one MCF10 line expressing a shRNA against luciferase mRNA as a control. These three MCF10A lines
showed a strong GFP induction under doxycycline, suggesting a good expression of the shRNA that are
processed from an intron of the GFP transcript in these constructs. We performed a time-course of
doxycycline induction in the shLuc, shBMPR1b317 and shBMPR1b462 cell lines and measured the
amount of BMPR1b transcript by RT-gPCR. As shown in Figure 10C, we detected a specific decrease in
BMPR1b transcripts after 72 hours of shBMPR1b induction. Western blot experiments are currently
ongoing to confirm that this shBMPR1b317 is suitable to test the specificity of the proximity signal
seen between BMPR1b and ERa36.

Figure 10. ShBMPR1b development on MCF10A cells

(A) Structure of the doxycycline-inducible lentiviral ShRNA expression vector from 2°

(B) Flow cytometry analysis of GFP expression in shBPR1b-expressing MCF10A cells induced or not with
doxycycline for24 hor48h.N=1

(C) Transcriptomic expression of BMPR1b in shBMPR1b-expressing MCF10A after 24 h, 48 h and 72 h of
doxycycline normalised against the non-induced doxycycline condition. N =1

+Dox: doxycycline induction; - Dox : non-induced condition, shLuc : ShLuciferase control, sh3 : shBMPR1b #317,
sh4 : shBMPR1b #462.
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Résultats

Analysis of treatment-induced modifications at the transcriptomic level.

To gain insights into the transcriptomic changes induced by the treatments, we performed RNAseq
analyses on independent cultures triplicates of untreated cells or cells treated with BMP2, E2, BPA and
BPS, alone or in combination for 13 weeks. BPF was not included due to restrictions in the number of
sample slots available. After normalization of read counts, we established a list of differentially
expressed (DE) genes between untreated cells and each treatment conditions using the DESeq2 R
package. In this first analysis, we only considered genes with an expression fold change (FC) >2 and an
adjusted p-value (Benjamini-Hochberg) < 0,001. With these settings, 1 out of every 1000 DE genes are
expected to be false positive and the highest number of DE genes obtained (in treatments including
BMP2) was never superior to 1500. In consequences, the global analyses we performed are unlikely to
be drastically impacted by false positive DE genes.

We first looked at genes differentially expressed following E2, BPA and BPS chronic treatments. As
shown in Figure 11A, 97 and 72 genes are differentially expressed following E2 and BPA treatments,
respectively. Most of DE genes associated with BPA treatment are also associated with E2 treatment
(54 out of 72). Strikingly, BPS treatment is associated with a larger number (176) of DE genes. Almost
two third of the DE genes associated with BPS are not associated with E2 or BPA treatments. All genes
differentially expressed in at least one treatment were then subjected to a hierarchical clustering
analysis to better visualize the effects of all treatments (Figure 11B). The two main clusters are formed
of genes downregulated (cluster 1) or upregulated (cluster 2) by all treatments. Most genes in cluster
1 are more strongly repressed by BPS than E2 or BPA. Genes in cluster 2 seem equally split between
genes more strongly upregulated by BPS (upper half of the cluster) or by E2 and BPA (lower half of the
cluster). Interestingly, despite some differences, changes in gene expression induced by E2 and BPA
seem extremely similar while BPS has a quantitatively different effect. In addition, small clusters of
genes (at the bottom of the clustering image) are specifically upregulated by both bisphenols or by E2
and BPA only. A pathway enrichment analysis on the two mains clusters was then performed. Cluster
1, down regulated by all treatment but more strongly by BPS, is enriched in genes involved in TCF
transcription factor activity control by Wnt ligand antagonists, in degradation of the extracellular
matrix and in NGF stimulated transcription. Cluster 2, upregulated by all treatment at various levels is
enriched in genes involved in formyl peptide receptors function, in neutrophil degranulation and
FGFR3 signaling.

Globally, these data show that E2, BPA and BPS have mostly similar qualitative effects on gene
expression. But interestingly, BPS has clear quantitative different effects compared to both E2 and

BPA.
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Résultats

We then analyzed BMP2 treatment effect on E2, BPA and BPS responsive genes. For that, we
performed a hierarchical clustering of DE genes including BMP2 treatment alone or in combination
with E2, BPA or BPS (Figure 12). For both E2 and BPA responsive genes (Figure 12A and B, respectively),
BMP2 alone has opposite effects on the expression of most genes and combined treatments are almost
indistinguishable from BMP2 alone. This suggests that BMP2 has a strong dominant effect on DE genes
associated to E2 and BPA treatments. Interestingly, several DE genes associated with BPS show a more
complex response to BMP2 (Figure 12C). Indeed, for a significant proportion of genes, expression
changes in the BMP2/BPS combination seems to integrate the effects of each treatment alone. Three
clusters are highlighted as examples. Genes in cluster 1 are strongly upregulated by BPS and
downregulated by BMP2 but have an intermediate expression in presence of BMP2 and BPS. Genes in
cluster 2 have the opposite response than in cluster 1. Genes in cluster 3 are repressed by both BPS
and BMP2 and the combination of treatments show a stronger repression. Clusters with similar

responses to BMP2 are never found in E2 or BPA responsive genes.

|UT
|B PA
||32

|BZ+BPA

!iiiﬂii!if'ii?@ﬁﬁzgigagiagﬁ“ﬁ?iﬁiﬂgg512’15555555&‘!!Eﬁgsgﬂigfﬁiiigi SRR R SRR
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FZ
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BPS responsive genes

Figure 12: BMP2 effect on estradiol, BPA and BPS responsive genes. Heat-map of a hierarchical clustering
of estradiol (A), BPA (B) and BPS (C) responsive genes (from Figure 11A) in the indicated conditions.
Dendrograms are not shown for clarity. In C, three clusters of BPS responsive genes with differential
expression between BMP2 (B2) and B2+BPS conditions are shown.



Résultats

We then included in similar analyses DE genes related to BMP2 treatment. As shown in Figure 13A,
1017 genes were differentially expressed in response to BMP2 chronic treatment. As shown by the
Venn diagrams, E2 and BPA have very similar interactions with BMP2 in term of DE genes. Again, BPS
stands out with almost 2.5-fold more DE genes than E2 or BPA when in combination with BMP2. We
then performed a hierarchical clustering of all DE genes in at least one of the indicated treatments
(Figure 13B). The genes are mainly segregated according to the presence or absence of BMP, which is
expected since BMP2 induces the differential expression of around 10 times more genes than E2 or
bisphenols. Interestingly, BMP2 and BMP2+E2 or BMP2+BPA conditions are essentially
indistinguishable, while several genes show a differential expression between BMP2 and BMP2+BPS
conditions. Four clusters of such genes were chosen as examples and subjected to pathway enrichment
analyses. Cluster 1 is composed of genes upregulated by E2, BPA and BPS in a similar extend, strongly
downregulated by BMP2 independently of the presence of E2 or BPA, but with an intermediate
expression in presence of BMP2+BPS compared to BMP2 or BPS alone. Cluster 1 is enriched in genes
involved in several pathways related to immunity, including antigen processing and presentation by
class 1 MHC and Interferons signaling. Cluster 2 is composed of genes downregulated by E2, BPA and
BPS, strongly stimulated by BMP2 independently of the presence of E2 or BPA, and again with an
intermediate expression in presence of BMP2+BPS. Cluster 2 is enriched in genes involved in pathways
related mainly to signaling pathway, including signaling by ERBB2. Clusters 1 and 2 show antagonist
effects between BMP2 and BPS as see in Figure 12. But the present analysis including BMP2+BPS
responsive genes allowed us to also identify a cooperation between BMP2 and BPS. Indeed, cluster 3
is composed of genes weakly or not activated by E2, BPA and BPS, mildly activated by BMP2
independently of E2 or BPA, but strongly activated in presence of both BMP2 and BPS. Cluster 3 is
enriched in genes involved in regulation of TP53 and some of its target genes. Cluster 4 is similar to
cluster 3 but with an even more striking synergistic effect between BMP2 and BPS. Indeed, cluster 4 is
composed of genes that are not regulated by E2, BPA, BPS, BMP2, BMP2+E2 and BMP2+BPA. But
BMP2+BPS induces a strong upregulation, this synergy between BMP2 and BPS for the expression of
these genes is the epitome of a cocktail effect between an environmental pollutant and an endogenous
molecule. Cluster 4 is enriched in genes involved in responses, especially translational, to various

stresses.

Figure 13: MCF10A cells were chronically exposed to E2 (10-8M), BPA (10-7M), BPS (10-7M) or BPF (10-7M).
. BPS interacts with BMP2 differently than E2 or BPA in the regulation of gene expression.

(A): Venn diagrams showing the number and overlap of differentially expressed genes (fold change >2 with p-
value <0.001) between untreated cells and cells treated with BMP2, E2 or both (left diagram), BPA or both
(middle diagram) and BPS or both (right diagram).

(B): Heat-map of a hierarchical clustering of all differentially expressed genes in at least one of the indicated
conditions compared with untreated cells. Four genes clusters are enlarged and were subjected to a pathway
enrichment analysis using the “Reactome” database. All or a subset of pathways enriched with a p-value <0.001
are shown. UT are the control cells (unexposed to treatments).
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Résultats

We showed that MCF10A cells do not detectably express ERa66 and ERa46 but only ERa36. This
suggests that the observed effects of E2, BPA and BPS treatments are mediated by ERa36. To test this
hypothesis, we performed a hierarchical clustering and a GSEA analysis of genes described as estrogen
responsive in cells expressing ERa66

As shown in Figure 14A, no obvious regulation of these genes by any treatments is apparent on the
hierarchical clustering or detected by the GSEA analyses. Since other estrogen receptors exist, like
those of the Estrogen Related Receptors family, we tested if known target genes of ERRa or ERRg were
responding to E2 or bisphenols treatment in MCF10A cells. As shown in Figure 14B and 14C, known
ERRa and ERRg target genes, respectively, are not regulated by any treatment in MCF10A cells. Finally,
we chose a subset of BMP target genes we know to be regulated by BMP2 in MCF10A cells to confirm
their regulation by the BMP2 treatments in this RNAseq experiment. Interestingly, except for ID1, the

activation of BMP2 targets genes expression seems to be attenuated by BPS but not by E2 or BPA.

Figure 14: Known estradiol, ERRa and ERRy targets genes are not regulated by estradiol or bisphenols in
MCF10A cells.

(A): Heat map of the hierarchical clustering of known estrogen target genes (from Gene Ontology term “response
to estrogen, GO:0043627) in the indicated conditions. The right table shows the results of a GSEA (NES:
Normalized Enrichment Score) analysis using the same genes as genes and comparing untreated cells (UT) with
the indicated conditions.

(B): Same as in A, using known ERRa target genes from Deblois et al. 200923,

(C): Same as in A, using known ERRg target genes from Eichner et al., 20102,

(D): Heat map of the hierarchical clustering of known BMP2 target genes in MCF10A in the indicated conditions.
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Résultats

In preliminary analysis by GSEA using genes lists involved in various biological function (not shown),
we found that genes coding for ribosome proteins were consistently overexpressed in some
treatments. These expression changes are not apparent in our previous analysis since the expression
fold-change is often slightly inferior to 2. We visualize in Figure15A the effects of the treatments on all
cytoplasmic (i.e. not mitochondrial) ribosomal proteins coding genes. BPA effects are not shown since
unfortunately one of the triplicates for the BMP2+BPA is not consistent with the others. E2 and BPA
alone both activate almost all ribosomal protein coding genes. BMP2 has no obvious effects except for
a few ribosomal protein genes that are repressed. Interestingly, and as saw before for other genes,
BMP2 cancel the E2 mediated activation of these genes but has much less effect on the BPS mediated
activation. In consequence, in presence of BMP2 signalling, only BPS is still able to induce the
expression of ribosomal protein coding genes. This observation prompted us to analyse the expression
of genes coding for proteins involved in translation. As shown in Figure 15B, two important regulators
of cap-dependent translation, EIF4E and EIF4E-BP1, are differentially regulated by the treatments.
EIF4E, the rate limiting factor of the cap-binding complex, is activated by BMP2 independently of E2 or
BPA, but BPS counteracts this activation. EIF4E-BP1, an inhibitor of EIF4E, is only activated in presence
of both BMP2 and BPS (EIF4AE-BP1 is a member of the cluster 4 in Figure 13B). These observations
suggest that BPS could have specific impacts on the translation machinery that are described in the

discussion section.
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Figure 15

(A): Heat map of the hierarchical clustering of cytoplasmic ribosomal protein genes in the indicated conditions.
UT are the control cells (unexposed to treatments).

(B): Heat map showing the expression of EIFAE and EIF4EBP1 genes in the indicated conditions.
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CONCLUSION

Owing their involvement in carcinogenesis, E2-mimicking environmental pollutants like bisphenols,
that are increasingly present in our environment, remain a crucial public health issue. Indeed, BPA has
been shown to promote proliferation and transformation of breast cancer cells, and to increase
hormone sensitivity during lactation and gestation, favouring the risk of breast cancer development.
As speculated in our group, one possible molecular explanation is that exposure to BPA dysregulates
BMP2 production by mammary fibroblasts and stromal cells, leading to immature mammary cell
transformation. Considering the number of studies describing BPA as a dangerous molecule, notably
for its E2-mimicking effects, other molecules considered safe, such as BPS and BPF, are now used
instead. Here, we investigate the effects of BPA and its alternatives, BPS and BPF, on the regulation of
immature mammary cells by evaluating their impact alone or in combination with BMP2. We
demonstrated in MCF10A cells that a chronic exposure to BPS and BPF, in collaboration with BMP2,
acts differently than BPA or E2 on immature mammary epithelial cells, by increasing the size of
mammospheres and the number of progenitors. In addition to modifying mammary epithelial stem
cell properties, chronic exposure to bisphenols appears to have an effect on the response to BMP2.
Indeed, we observed that long-term treatment to BPS or BPF, enhances the response of MCF10A cells
to BMP2 by over-activating its canonical pathway through an increase in SMAD phosphorylation. These
data demonstrate that these BPA alternatives, considered as safe, have similar effects as BPA on BMP2
signalling, a pathway known to be involved in luminal breast cancer emergence. Moreover, we also
show that ERa36, another ERa66 isoform which is not taken into account in the establishment of ER
breast cancer status, could be involved in these mechanisms, notably via an interaction between

ERa36 and two major actors of the BMP pathway: BMPR1b and SMAD1.
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SUPPLEMENTARY FIGURE

BMP2+E2

D15

D22

D27

x10

Supplementary Figure 1. Impact of BMP2 and/or E2 treatment on mammary gland architecture obtained from
MCF10A cells

Bright-field images at day 8, 15, 22 or 27 of 3D structures generated in the TDLU assay from untreated (UT), or BMP2
(10ng/ml) or/and E2 (10-8M), previously treated for 8 weeks.
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Discussion et Conclusion

Durant ma these, je me suis intéressée aux effets d’un perturbateur endocrinien cestrogéno-
mimétique tres controversé actuellement, le bisphénol A, ainsi qu’a deux molécules alternatives
(bisphénol S et F) sur un modeéle de cellules souches épithéliales mammaires humaines non
transformées (MCF10A).

Le BPA est massivement utilisé dans la fabrication du plastique et est un composant majeur de
nombreux objets du quotidien. A la suite de la dégradation de ces plastiques il est retrouvé dans notre
environnement. Un rapport effectué par I’Anses en 2011, puis confirmé peu aprés en 2013 (source :
anses 2013 https://www.anses.fr/fr/system/files/CHIM2009sa0331Ra-0-An.pdf), met en lumiére les
effets déléteres du BPA chez I'animal, touchant la reproduction, la glande mammaire, le métabolisme,
le cerveau et le comportement, ainsi que des effets suspectés chez 'Homme, méme a faible dose. De
plus, il a également été rapporté que certaines populations peuvent y étre d’avantage sensibles telles
que les femmes enceintes ou les nourrissons. Suite a cela, des recommandations ont été mises en
place, dont notamment celle de diminuer I'utilisation du BPA et de le remplacer par des substituts
comme le BPS ou le BPF. Cependant, ces deux molécules alternatives ont des structures tres similaires
au BPA, suggérant qu’elles pourraient également étre des perturbateurs endocriniens cestrogeno-
mimétiques. Cette suspicion est confirmée par de nombreuses études qui démontrent |'effet du BPS
et du BPF sur la dérégulation hormonale et la tumorigenese, remettant ainsi en question leur innocuité
et les criteres de contrdles utilisés pour évaluer leurs effets sur la santé humaine (Deng et al., 2018;
Huang et al., 2019; Kim et al., 2017; Lin et al., 2019). En effet, I'évaluation de I'activité cestrogéno-
mimétique de ces composés et de leur potentielle dangerosité repose essentiellement sur des modeéles
cellulaires ou murins considérés ERa positifs sur la base de leur expression de I'isoforme ER66, ou
exprimant artificiellement cette derniére. Cependant, d’autres isoformes de ERa qui ne sont pas prises
en compte existent, tel que ERa36. Ceci apporte une possible explication aux effets cestrogéeno-
mimétiques observés dans certaines études, qui pourraient donc mettre en jeu d’autres isoformes de

ERa.

Lors de mes travaux de these, j'ai choisi d’utiliser un modele de cellules souches épithéliales
mammaires non transformées, les MCF10A, qui bien que classiquement considérées ERa négatives sur
la base de I'absence d’expression d’ER66, expriment uniquement I'isoforme ERa36. Le choix d’une
lignée cellulaire plutét que d’'un modéle murin repose sur le fait que dans les modéles animaux,
I'avantage d’une situation beaucoup plus physiologique est tempéré par la difficulté a identifier les
populations cellulaires responsables des effets observés et leurs bases moléculaires. Cette approche
permet donc d’évaluer les effets des bisphénols cestrogéno-mimétiques sur un type cellulaire, les

cellules souches, et via une isoforme d’ERa,, ERa36, rarement étudiés dans ce contexte. Par ailleurs il
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existe une extréme interdépendance de nombreuses voies de signalisation, celles activées par ERa ne
faisant pas exception. En effet, des données du laboratoire et de la littérature suggérent une
interaction entre la signalisation des BMP et des cestrogénes dans les MCF10A ainsi que dans des
cellules épithéliales mammaires transformées (Chapellier et al., 2015; Clément et al., 2017; Wang et
al., 2012). Sur la base de ces données, j'ai choisi d’étudier d’éventuelles interactions fonctionnelles ou
moléculaires entre les bisphénols et la voie de signalisation des BMP. L'approche expérimentale
principale choisie fut de réaliser une exposition chronique a de faibles doses de BPA, BPS ou BPF (10
’M). En plus de ces polluants environnementaux, un traitement au 17-B cestradiol (E2) a également
été réalisé pour servir de référence a |'évaluation des effets cestrogeno-mimétiques des bisphénols.
Les doses utilisées de bisphénols et d’E2 ont volontairement été choisies dans la gamme basse de celles
fréquemment utilisées dans la littérature pour s’approcher des conditions d’exposition
environnementales qui sont toutefois mal connues chez I’homme. Le nombre déja élevé de conditions
testées ne nous a pas permis de réaliser une gamme de concentrations, ce qui serait malgré tout
intéressant dans le futur, en particulier si I'on considere la relation non monotone entre dose et effet
des bisphénols évoquée dans I'introduction bibliographique. Afin d’étudier d’éventuelles interactions
fonctionnelles ou moléculaires entre les bisphénols cestrogéno-mimétiques et la voie de signalisation
des BMP, une exposition au BMP2 a également été effectuée seule ou en combinaison avec chacun
des autres traitements chroniques, aboutissant alors a la genése de 10 lignées cellulaires dérivées des
MCF10A parentales.

Des expériences fonctionnelles ont été réalisées pour étudier I'effets de ces différentes
expositions sur les caractéristiques des populations a activité souche ou progénitrice des MCF10A, a
travers des tests de formation de mammospheres et de E-CFC. Par ailleurs, compte tenu de
I'implication individuelle du BPA, du BPS, du BPF, des cestrogenes ainsi que du BMP2 déja rapportée
dans la littérature sur la transformation des cellules mammaires, des études fonctionnelles sur la
transformation ont également été réalisées, grace a des tests de formation de colonies en agar mou.
De plus, une analyse des modifications transcriptomiques induites par ces différents traitements a été

réalisée.

Implication des bisphénols dans la régulation des cellules souches mammaires.

Des données de la littérature, basées aussi bien sur des modéles murins que sur des modeles
cellulaires, ont montré que les cellules souches mammaires sont sensibles au BPA, puisqu’il conduit a
un déséquilibre dans la quantité de cellules souches et a une dérégulation de leurs fonctions
(Chapellier et al., 2015; Chen et al., 2013; Clément et al., 2017; Lillo et al., 2017; Wang et al., 2014a).

A I'exception d’'une augmentation induite par BMP2, les expériences de mammaosphéres que j'ai
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réalisées afin d’évaluer la fréquence des cellules de type souche en fonction des traitements ne m’a
pas permis de mettre en évidence d’effets reproductibles de I'E2 ou des bisphénols, seuls ou en
combinaison avec BMP2, sur la fréquence des mammospheéres. En revanche, j’ai observé une tendance
a une augmentation des mammospheéres de grande taille en présence de BMP2, tendance renforcée
par la combinaison BMP2+BPS alors que le BPS seul n’a pas d’effet. Il est intéressant de noter qu’une
augmentation de la taille des mammosphéres a déja été rapportée mais a la suite d’une exposition au
BPA et dans un contexte tumoral (Lillo et al., 2017). Il restera a déterminer si I'augmentation de la taille
des mammospheres est due a une augmentation de la prolifération, de la croissance cellulaire ou des
deux. Méme si de maniere intuitive la premiere option semble la plus probable, I'absence
d’augmentation de la prolifération cellulaire basée sur la mesure du temps de doublement des cellules
en culture ne supporte pas cette hypothese d’une augmentation de la prolifération. De maniére
intéressante, une étude a montré que parmi la sous-population Lin"CD24*CD29**, décrite pour contenir
une forte proportion de cellules souches dans le modéle murin, les cellules ayant une taille supérieure
a 10 um ont un potentiel de formation de mammospheres et de repopulation aprés transplantation
supérieur a celui retrouvé dans les cellules ayant une taille inférieure a 10 pm (Machado et al., 2013).
Il est donc possible d’émettre I'hypothése que BMP2 et BPS pourraient coopérer pour favoriser la
clonogénicité de cellules de type souche de taille plus importante et donc potentiellement avec un
phénotype plus immature. Puisque le test de formation des mammosphéres interroge la fréquence de
cellules de type souche a un instant donné mais ne donne pas d’information sur leur capacité d’auto-
renouvellement, et au vu des résultats liant les grosses cellules a un potentiel souche plus important,
il serait intéressant de réaliser des tests de formation de mammosphére en série. Ce test consiste en
une dissociation des spheres de premiere génération pour étre utilisées lors d’un autre test de
formation de mammosphére, et ainsi de suite, permettant d’évaluer le degré de persistance, et donc
I’auto-renouvellement, de cellules de type souche au sein des mammosphéres (Dontu et al., 2003).
Pour compléter ces études et apporter d’autres arguments en faveurs d’une augmentation de
I'immaturité a la suite d’une exposition au BMP2+BPS, il sera également intéressant de mesurer
I’expression de certains genes associés a un phénotype souche. En effet, il a notamment été rapporté
dans la littérature une augmentation de I'expression de facteurs de pluripotence ou caractéristiques
des cellules souches adultes a la suite d’une exposition au BPA (Chen et al., 2013; Eladak et al., 2015;
Lillo et al., 2017; Rochester and Bolden, 2015). Mes résultats montrant la spécificité de cet effet du
BPS par rapport aux autres bisphénols suggérent un mode d’action quantitativement ou
qualitativement différent qu’il reste a élucider.

J’ai également mesuré la fréquence et le type des progéniteurs épithéliaux mammaires en
fonction des différents traitements. Bien que davantage de répétitions seront nécessaires pour

déterminer si certaines tendances observées sont significatives, notamment pour le BPS seul ainsi que
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pour BPA et BPF en combinaison avec BMP2, le BPF et le BPS en combinaison avec BMP2 augmentent
la fréquence des progéniteurs. En revanche, aucun effet des traitements n’a été mis en évidence sur
les proportions de chaque type de progéniteurs obtenus (luminal, myo-épithélial ou mixte). N'ayant
pas mis en évidence de diminution de la fréquence des mammosphéres, il semble improbable que
cette augmentation du nombre de progéniteurs découle d’une transition accélérée entre I'état de
cellule souche et celui de progéniteur. Il est envisageable que les effets observés sur 'augmentation
du nombre de progéniteurs résultent d’une prolifération accrue de ces derniers, sans impact sur leur
engagement dans la différenciation terminale luminale ou myoépitheliale, au moins dans le contexte
de ces tests E-CFC.

Méme si je n’ai pas mis en évidence d’effets du BMP2, de I'E2 ou de la combinaison des deux
sur la capacité a former les différentes structures d’'une glande mammaire par des tests de TDLU,
plusieurs études rapportent cependant des modifications dans la morphologie a la suite d’un
traitement au BPA ou au BPS (Markey et al., 2001; Murray et al., 2007; Vandenberg et al., 2007). ll sera
donc tout de méme intéressant d’étudier I'effet des traitements sur la capacité a former les différentes
structures d’une glande mammaire par des tests de TDLU. La morphogénése normale des TDLU
nécessite en effet un contréle spatio-temporel fin de la prolifération et de la différenciation des cellules
souche/immatures a leur origine. Des altérations du rapport entre la taille des canaux et des lobules
ainsi que dans I'expression de marqueurs de différenciation, y compris terminaux comme la synthese

de protéines du lait pourraient ainsi compléter I'étude des effets des traitements.

Implication des bisphénols dans la carcinogenése mammaire.

Implication dans la transformation des MCF10A.

Outre leur implication dans de nombreux processus biologiques et leur réle important dans la
physiologie de la glande mammaire, les cestrogénes peuvent étre impliqués dans I'apparition de
tumeurs mammaires. Comme introduit dans le chapitre 4 de I'introduction, le BPA a été classé comme
perturbateur endocrinien du fait de sa capacité a mimer les effets des cestrogenes. Par ailleurs, de plus
en plus d’études démontrent son implication dans le développement tumoral, ce qui a conduit au
développement d’autres molécules alternatives telles que le BPS ou le BPF qui présentent une faible
affinité pour ER66. Cependant, plusieurs études ont démontré que ces molécules alternatives peuvent
avoir des effets similaires au BPA et favoriser le développement des cancers du sein (Chapellier et al.,

2015; Eladak et al., 2015; Rochester and Bolden, 2015).
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J’ai donc voulu évaluer la capacité des bisphénols a influencer la transformation des MCF10A
obtenue apres le traitement chronique par BMP2 et IL6 déja décrit par I’équipe (Chapellier et al., 2015).
Nous savions que I'IL6, bien que ni suffisante ni nécessaire pour induire la transformation qui reste
dépendante de BMP2, était requise pour stabiliser dans le temps le phénotype transformé (mesuré
par la formation de colonies en agar mou). J’ai toutefois dans un premier temps décidé de tester les
effets des bisphénols, seuls ou en combinaison avec BMP2, en absence d’'IL6 pour faciliter
I'interprétation d’éventuelles coopérations observées entre BMP2 et les bisphénols. Je n’ai toutefois
pas observé de signes clairs de transformation avec aucun des traitements en absence d’IL6 et ce
jusgu’a la semaine 21, bien apres la transformation habituellement obtenue en présence d’IL6 (vers
les semaines 13/15). Il est possible que lors de cette expérience en particulier, la transformation ait
été trop faible ou transitoire en absence d’IL6 pour permettre de la détecter avec des tests de
formation de colonies en agar mou espacés de deux semaines. Devant I'absence de transformation en
absence d’IL6, j'ai décidé de poursuivre les traitements en présence ou absence d’IL6 en repartant de
la semaine 8 des traitements sans IL6. Dans ces conditions, j’ai observé a la 13° semaine de traitement
avec IL6 une forte augmentation du nombre de clones en agar mou, spécifique du traitement avec
BMP2 par rapport aux cellules non traitées. De fagon surprenante, E2, BPA et BPF semblent diminuer
la transformation par BMP2, contrairement au BPS qui ne la modifie pas. De plus, en absence de BMP2,
une augmentation du nombre de colonies pourrait s’"amorcer en présence de BPS. Ces observations,
basées sur une unique semaine des traitements, restent préliminaires et devront étre confirmés par
I’'analyse des semaines suivantes de traitement en présence d’IL6. Si ces tendances se confirment, elles
suggerent que dans les MCF10A, les bisphénols n’induisent pas d’augmentation ou d’accélération de
la transformation induite par BMP2/IL6, ni ne sont capables de I'induire par eux-mémes. Conclure sur

les effets carcinogenes des bisphénols dans ce modele demandera toutefois beaucoup plus d’études.

Méme si ce travail n’a pas montré que les bisphénols sont capables de transformer les
MCF10A, ceci n’empéche pas leur possible implication dans la dérégulation de certaines fonctions
biologiques pour induire un état pré-tumoral entrainant alors une sensibilisation des cellules a d’autres
facteurs qui conduiront a la transformation. Les données de trancriptomiques discutées plus loin

indiquent d’ailleurs des pistes d’investigation dans cette perspective
Sensibilisation des MCF10A au BMP2.
Il a été publié par mon équipe d’accueil qu’un traitement a long terme (60 jours) des MCF10A

par le BPA induisait une pré-activation de la voie SMAD en absence de stimulation exogéne par les

BMP (Clément et al., 2017). J’ai montré que cela était également le cas lors de traitements a tres court
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terme (5 et 15 minutes) pour I'E2, le BPA et le BPS en |'absence de BMP2. Or, le réle transformant de
BMP2 sur les MCF10A a été démontré. Ceci suggere que les bisphénols pourraient sensibiliser les
cellules au BMP2 et donc favoriser leur transformation. J’ai donc voulu déterminer si les traitements a
long terme par les bisphénols étaient capables de modifier durablement la signalisation canonique de
BMP2. J’ai montré qu’apres neuf semaines de traitement et une semaine de retrait de ces derniers,
une stimulation courte par BMP2 induit une activation des SMAD1/5/8 plus importante dans le cas
d’un traitement initial par le BPS ou le BPF seuls. Bien que ces résultats nécessitent d’étre répétés un
nombre plus important de fois pour confirmer cette tendance, ils suggerent que les cellules traitées
par le BPS ou le BPF gardent une mémoire (au moins pendant une semaine dans ce protocole) de cette
exposition au regard de leur réponse a BMP2 via la voie canonique. Plusieurs hypotheses pourraient
expliquer cette mémoire de I'exposition au BPS ou au BPF résultant en une potentialisation de la voie
canonique initiée par BMP2. Une premiére hypothese serait une inhibition de la régulation négative
de la voie des SMADs. En effet, comme décrit dans le chapitre 5 de I'introduction, SMAD6 et SMAD7
sont des régulateurs négatifs de la voie canonique en empéchant, entre autres, la phosphorylation des
SMADs par compétition au niveau du récepteur (Miyazawa and Miyazono, 2017). L’analyse
transcriptomique réalisée semble supporter cette hypothese, le traitement par le BPS réprimant
I’expression de SMADG6 et dans une moindre mesure de SMAD7 (Figure 14D). Outre la voie canonique
des SMAD, BMP2 peut également activer d’autres voies de signalisation dites voies non-
canoniques/SMAD indépendantes. Une autre hypothése serait un switch entre la signalisation non-
canonique et canonique, en faveur d’une signalisation SMAD dépendante, justifiant alors
I'augmentation de la phosphorylation des SMADs. Pour étudier cette hypothése, il serait donc
intéressant de mesurer 'activation des voies de signalisations non canoniques comme par exemple les
voies ERK ou PI3K/AKT, les analyses transcriptomiques en cours pourront permettre de mesurer
d’éventuelles variations dans I'expression des génes cibles de ces voies, qu’il sera intéressant de
compléter par une mesure plus directe de leur niveau d’activation. Une autre hypothése serait que
I’exposition chronique au BPS ou BPF entrainerait une augmentation du nombre de récepteurs
capables de lier BMP2, consécutive par exemple a une augmentation de la synthése ou du recyclage a
la membrane, soit a un changement de localisation augmentant leur expression membranaire. Cette
hypothése est en partie basée sur des données du laboratoire qui ont mis en évidence une localisation
différente de BMPR1b entre les cellules saines et les cellules tumorales, validant I'idée que la
localisation de BMPR1b est ajustable par les cellules. J’ai mesuré le niveau d’expression global de la
protéine BMPR1b sans mettre en évidence de corrélation nette entre potentialisation de la réponse a
BMP2 et expression de BMPR1b. Il sera intéressant d’étudier en complément la localisation

subcellulaire de BMPR1b.
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Cette mémoire de I'exposition au BPS ou au BPF résultant en une potentialisation de la voie
canonique initiée par BMP2 n’est pas sans rappeler les effets multigénérationnels ou
transgénérationnels du BPA, décrits pour conduire a une reprogrammation cellulaire au stade fecetal
suite a des modifications génomiques, épigénétiques ou du microenvironnement cellulaires chez les
descendants (Jorgensen et al., 2016; Schug et al., 2011; Wolstenholme et al., 2012; Xin et al., 2015),
augmentant alors le risque de |ésions et donc la susceptibilité de développer un cancer a long terme
et ceci sur plusieurs générations. En effet, une étude a montré qu'un traitement au BPA pouvait induire
une hyperméthylation, souvent associé a une répression, de génes suppresseurs de tumeur tel que
BRCA1, qui est un facteur dont les mutations héréditaires ont été décrites pour augmenter

drastiquement le risque de cancer du sein (Foulkes et al., 2003; Qin et al., 2012; Zhong et al., 2015).

Augmentation de I'expression de ERa36.

Il a été décrit dans la littérature que le BPA est capable d’augmenter I'expression d’ ERa36 et
que ce dernier promeut la prolifération cellulaire (Guo et al., 2013a; Omarjee et al., 2017; Yu et al.,
2019). De nombreuses données de la littérature ont rapporté que ERa36 est associée a la
transformation, a un taux de survie plus faible, a un risque de résistance aux traitements plus élevés
ainsi qu’a un risque de développement de métastases plus important (Thiebaut et al., 2017). De plus,
ERa36 a aussi été décrit pour jouer un réle majeur dans la régulation et la maintenance de cellules
tumorales mammaires de type souches/progéniteurs (Deng et al., 2014; Wang et al., 2018).

Une analyse de I'expression protéique de ERa36 a également réalisé et a montré que I'E2 et
les bisphénols semblaient augmenter I'expression d’ERa36, tendance augmentée par la présence de
BMP2 avec I'exception notable de I'E2. Cela suggere une régulation différente d’ERa36 par I'E2 et les
bisphénols en coopération avec BMP2 dont les bases moléculaires restent a déterminer. En premiéere
approximation, il est possible de proposer que les bisphénols, en coopération avec BMP2, pourraient
amorcer une boucle de régulation positive via I'augmentation de |'expression d’ERa36. Cette
augmentation de ERa36 pourrait initier un état favorable a la transformation.

En effet, puisque nous avons observé que I’exposition chronique aux bisphénols sensibilise les
cellules au BMP2 pour potentialiser sa voie canonique, nous pouvons imaginer que, basé sur le méme
principe, I'exposition chronique aux bisphénols est également capable de sensibiliser les cellules a
I'cestrogéne via cette augmentation de I'expression de ERa36. Nous pouvons supposer qu’une
exposition aux différents bisphénols au cours de la vie de la femme, en conjonction avec BMP2,
pourrait entrainer une sensibilisation des cellules de la glande mammaire aux cestrogenes. Au moment
des pics de production des cestrogénes endogenes, ces cellules pourraient répondre de fagon

anormalement élevée aux ocestrogénes, via ERa36, favorisant alors I'effet pro-prolifératif de ces
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hormones et donc le risque de cancer du sein. Il a été décrit dans la littérature que ERa36, aprés
activation par I'E2, active une cascade de signalisation qui passe, entre autres, par la phosphorylation
de ERK et sa stabilisation via son interaction avec ERa36, pour aboutir a I’activation de la cycline D1,
et favoriser la prolifération cellulaire (Omarjee et al.,, 2017). Ainsi, dans le cadre de I’hypothése
précédente, il serait pertinent d’étudier si une exposition chronique au différents bisphénols, seule ou
combinée au BMP2, entraine une modulation de l'interaction entre ERa36/P-ERK.

Cependant, un suivi de la prolifération basé sur la mesure du temps de doublement des cellules
en culture n’a pas montré d’effet flagrant des traitements, suggérant que l'action pro-proliférative
parfois attribuée au BPA n’est pas majeure dans les MCF10A. Il pourrait étre informatif de réaliser une
étude plus fine de la prolifération cellulaire, par exemple en utilisant des approches de type
XxCELLigence pour éventuellement mettre en évidence des effets mineurs des traitements sur la
prolifération. Le BPA ainsi que ses deux dérivés BPS et BPF sont capables de former des adduits de
I’ADN ou de radicaux oxygénés au moment de leur métabolisme conduisant alors a des cassures
doubles brins au niveau de I’ADN (Fernandez et al., 2012; Jaeg et al., 2004; Schmidt et al., 2013a). Une
association de ces cassures avec une diminution de I'expression de genes impliqués dans I'apoptose
et a une augmentation de ceux impliqués dans la réparation de ’ADN, comme ceci a été démontré
aprés un traitement au BPA, pourrait alors favoriser la survie des cellules présentant des cassures et
augmenter la fréquence de mutations pour ainsi conduire a une instabilité génomique, un marqueur
reconnu de la tumorigenése (Fernandez et al., 2012; Hanahan and Weinberg, 2011). Cependant, un
suivi de la mortalité basé sur I’exclusion du bleu Trypan n’a pas mis en évidence d’effet des traitements
sur la survie cellulaire. Il convient toutefois de noter que les MCF10A en culture de routine ont une
mortalité extrémement réduite qui permettrait difficilement la mise en évidence d’un effet par
exemple anti-apoptotique des traitements. Il serait intéressant d’évaluer un éventuel effet protecteur
des traitements apres induction de I'apoptose par différents stress (oxydatif, dommages a I’ADN...) via

des marquages AnnexinV/iodure de propidium.
Interactions entre ERQ36 et les acteurs de la signalisation BMP2

J'ai recherché une interaction physique entre ERa36 et SMAD1 basé sur la description dans la
littérature d’une interaction entre ER66 et SMAD1 (Yamamoto et al., 2002) ainsi qu’une interaction
entre ERa36 et BMPR1b, basé sur I'importance de ce dernier dans la signalisation de BMP2 dans les
MCF10A. J'ai d’abord mis en ceuvre une approche de GST pull-down en utilisant une fusion GST- ERa36
développée dans I’équipe du Dr Muriel Le Romancer et des lysats de MCF10A. J’ai ainsi mis en évidence
une interaction in vitro ERa36/SMAD1 ainsi que ERa36/BMPR1b. Etant donné la grande homologie de

séquence entre SMAD1 et SMADS5 et dans une moindre mesure entre SMAD1 et SMADS, il sera
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intéressant de déterminer si I'interaction avec ERa36 est spécifique de SMAD1 ou partagée par les
autres SMAD activées par les récepteurs BMP. |l est intéressant de constater que les interactions
ERa36/BMPR1b et ERa36/SMAD1 ni ne requiérent ni ne sont modifiées dans cette expérience par un
traitement BMP2 préalable a la lyse des cellules ou par la présence d’un ligand d’ERa36 (E2) lors de
I'incubation avec la fusion GST- ERa36. Cela suggere que le ou les complexes impliquant ERa36, SMAD1
et BMPR1b sont formés préalablement a toute stimulation exogene par les ligands d’ERa36 ou de
BMPR1b. De plus, il semble qu’une fois phosphorylé, SMAD1 n’interagisse plus avec ERa36 de fagon
détectable, dans les limites de la technique employée. Le fait que l'interaction vue en utilisant un
anticorps anti-SMAD1 total ne soit pas perdue apres stimulation BMP2 suggéere qu’une petite fraction
seulement de SMAD1 totale est phosphorylée suivant cette stimulation. Il sera intéressant de
confirmer cette absence d’interaction entre ERa36 et SMAD1 phosphorylée in vitro en utilisant par
exemple une SMAD1 recombinante avec des acides aspartiques (acide aminé phospho-mimétique) en
lieu et place des sérines 463 et 465 qui sont phosphorylées en réponse aux BMP. Considérant les
limitations inhérentes aux approches in vitro telle que les GST-pull-down, j’ai essayé de confirmer les
interactions ERa36/SMAD1 et ERa36/BMPR1b par d’autres approches. Les co-immunoprécipitations
n’ayant pas été concluantes, j’ai mis en ceuvre une approche de PLA qui permet de mettre en évidence
in vivo et in situ la proximité (de I'ordre de 40 nm) de deux protéines. Mes résultats suggerent que
I'interaction entre ERa36 et BMPR1b vue in vitro existe aussi in vivo dans les MCF10A non traitées. La
mise au point du PLA pour le couple SMAD1/ ERa36 sera une étape importante dans la validation de
cette interaction. De plus, I'obtention en cours de MCF10A permettant la répression de BMPR1b (et
idéalement de MCF10A n’exprimant pas ou moins d’ERa36) sera indispensable pour confirmer la
réalité de la proximité vue en PLA.

L'utilisation d’une fusion GST- ERa36A montre que l'interaction avec SMAD1 et BMPR1b ne
requiert pas le court domaine spécifique d’ERa36 qui n’est pas présent sur ER046 et ER066. Il est donc
envisageable que SMAD1 (comme déja décrit dans la littérature) et BMPR1b (il restera a le démontrer
formellement) puisse interagir avec ER66. Yamamoto et al. ont mis en évidence une interaction entre
SMAD1 et ER66 au niveau de son domaine de fixation a I’ADN (DBD domain) (Yamamoto et al., 2002).
Or, ce domaine est partagé entre ER066 et ERa36. Ainsi, I'interaction avec ERa36 pourrait faire
intervenir son DBD, au moins pour SMAD1.

De fagon surprenante, il semble que la présence de BMP2 ou/et de I'E2 et des trois bisphénols
provoquent la perte de la majeure partie de l'interaction ERa36/BMPR1b observée par PLA. Si
confirmée, cette perte de la proximité entre BMPR1b et ERa36 induite par les traitements permet de
proposer quelques hypothéses intéressantes sur les modalités de I'interaction ERa36/BMPR1b. Le fait
que l'interaction ERa36/BMPR1b est indépendante d’une stimulation BMP2 en GST pull-down mais

est perdue en PLA pourrait suggérer que BMPR1b phosphorylé suite a la liaison de BMP2 n’est pas
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intrinséquement incapable d’interagir avec ERa36 mais que dans le contexte d’une cellule intacte,
I'activation de BMPR1b rend l'interaction avec ERa36 impossible a cause par exemple de I'induction
de localisation subcellulaire différentes pour les deux protéines ou du recrutement de partenaires de
BMPR1b, comme BMPRIl par exemple, qui pourraient induire un encombrement stérique
incompatible avec I'interaction d’ ERa36. Toutefois, nous ne connaissons pas la proportion de BMPR1b
phosphorylée suite a un traitement BMP2. Des données non publiées du laboratoire montrant que
dans les MCF10A, BMPR1b est essentiellement intracellulaire et que seule une minorité est
membranaire, je ne peux pas exclure que la persistance de I'interaction BMPR1b aprés stimulation
BMP2 ne soit pas due a des protéines BMPR1b qui n’était pas membranaires et donc non exposées a
BMP2. Une analyse protéomique en cours de préparation dans I'équipe qui intégrera les traitements
chroniques que j'ai réalisé devrait générer des données informatives dans ce contexte. Par ailleurs,
mes données ne permettent pas de déterminer si un tri-complexe ERa36/SMAD1/BMPR1b existe. Si
c’est le cas et si SMAD1 fait le pont entre ERa36 et SMAD1 en I'absence de BMP2, peut étre que la
phosphorylation de SMAD1 en présence de BMP2 induit la perte de l'interaction entre SMAD1 et
ERa36 et donc celle entre BMPR1b et ERa36. La compatibilité de cette hypothése avec les résultats

des GST pull-down dépend la encore de la proportion de SMAD1 phosphorylée en réponse a BMP2.

En conjonction avec BMP2, le BPS induit des modifications transcriptomiques différentes de

celles associées a I’E2 ou au BPA.

L'analyse des modifications transcriptomiques induites par les différents traitements
chroniques des MCF10A a globalement mis en évidence une action tres différente du BPS par rapport
al’'E2 et au BPA, en particulier en présence de BMP2.

Les modifications transcriptomiques induites par I'E2 et les bisphénols seuls semblent
globalement similaires d’'un point de vue qualitatif. Si 'on considére I'ensemble des genes
différentiellement exprimés en réponse a au moins I'un de ces traitements, on constate que la grande
majorité des génes se divise en deux groupes. L'un est composé de génes réprimés et I'autre de génes
activés par I'E2 et les bisphénols. En revanche, si I'E2 et le BPA induisent des modifications
transcriptomiques tres similaires, le BPS a une action quantitativement différente. Ainsi, les génes
réprimés par I'E2 et le BPA le sont beaucoup plus par le BPS. En revanche, les génes activés par 'E2 et
le BPA se subdivisent en deux groupes, avec d’une part des génes plus activés par le BPS que par I'E2
ou le BPA et d’autre part des génes plus activés par I'E2 ou le BPA que par le BPS (Figure 11). D’autres
génes, en nombre beaucoup plus faible, sont activés spécifiguement par les bisphénols ou par I'E2 et
le BPA. lls n’ont pas été étudiés en détails a ce stade précoce de I'analyse mais pourraient compléter

la compréhension des effets différentiels de I'E2 et des bisphénols.
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Nous avons ensuite analysé I'effet du BMP2 sur les génes différentiellement exprimés suite
aux traitements par I'E2, le BPA ou le BPS. Si I'on considére d’abord les genes régulés par I'E2 ou le
BPA, on constate une réponse au BMP2 essentiellement dominante et antagoniste. En effet, une part
importante des génes régulés par I'E2 ou le BPA sont régulés de fagon opposée par BMP2. De plus, la
comparaison des conditions BMP2 vs BMP2+E2 et BMP2 vs BMP2+BPA révele que la présence de BMP2
neutralise globalement les effets de 'E2 ou du BPA (Figure 12A et B). En revanche, lorsque I'on
considere les genes régulés par le BPS, on peut mettre en évidence de nombreux génes qui ne
montrent pas la réponse stéréotypée observée pour I'E2 et le BPA (Figure 12C), avec des génes dont
le niveau d’expression en présence de BMP2+BPS est intermédiaire entre ceux observés en présence
de BMP2 ou BPS seul. De plus, BPS et BMP2 peuvent aussi coopérer pour la répression de certains
genes.

L'intégration a ces analyses de I'ensemble des génes différentiellement exprimés en réponse
a au moins un traitement incluant BMP2 montre qu’ils sont pour la grande majorité insensible a I'E2
ou au BPA. Certains ne sont simplement pas régulés par I'E2 ou le BPA et pour d’autres, la présence de
BMP2 annule I'effet de I'E2 ou du BPA. En revanche, de nombreux groupes de genes ont une réponse
au BPS différente de celle a I'E2 et au BPA. Comme observé dans le cas des genes régulés par le BPS
seul, certains genes présentent une régulation opposée par le BMP2 et le BPS et un niveau
d’expression intermédiaire en présence des deux. De plus, de nombreux genes sont activés de fagon
additive ou synergique par le BMP2 et le BPS, ce qui n’est jamais le cas pour I'E2 ou le BPA.

Cet effet différentiel du BPS par rapport a I'E2 et au BPA est trés intéressant dans le contexte du modele
de cellules souches mammaires utilisé qui exprime uniquement I'isoforme ERa36. Cela suggére que le
BPS a des effets qualitativement et quantitativement différents du BPA et de I'E2 sur la signalisation
d’ERa36. Il a été récemment décrit in vitro que I'E2, le BPA et le BPS induisait le recrutement de co-
activateurs et co-répresseurs différents par ER66 (Li et al., 2018). L'effet différentiel du BPS pourrait
par analogie découler de I'induction du recrutement de cofacteurs transcriptionnels différents par
ERa36. ERa36 est classiguement considéré comme initiant essentiellement une signalisation
cytoplasmique puisqu’il est majoritairement extra-nucléaire et dépourvu de domaine d’activation de
la transcription. Il a toutefois été montré récemment qu’ ERa36 pouvait se localiser dans le noyau suite
a la liaison du tamoxiféne et restait capable d’induire directement la transcription (Wang et al., 2018).
Il serait donc intéressant d’évaluer la localisation nucléaire d’ERa36, sa capacité a induire la
transcription ainsi que sa liaison a la chromatine en réponse a I'E2, au BPA et au BPS. De plus,
considérant d’une part l'interaction possible entre SMAD1 et ERa36 et d’autre part la coopération
entre BMP2 et BPS dans I'activation de nombreux génes, la recherche de séquences régulatrices co-
occupées par ces deux protéines par ChIP-seq pourrait étre trés informative. Alternativement, les

récepteurs aux BMP et ERa36 initiant tous des cascades de signalisations cytoplasmiques, il est
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envisageable que le BPS induise une signalisation via ERa36 différente de celles induites par I'E2 et le
BPA. Cette signalisation spécifique du BPS pourrait alors interagir avec celle de BMP2 et conduire aux
régulations transcriptionnelles observées en présence de BMP2 et BPS. |l devrait étre possible de tester
cette possibilité en inventoriant les voies de signalisation activées par les différents traitements, par
exemple par des approches de phospho-protéomique.

L'implication postulée jusqu’ici d’'ERa36 dans les effets transcriptionnels induits par I'E2 et les
bisphénols repose sur I'observation que notre modele cellulaire n’exprime de fagon détectable que
cette isoforme d’ERa.. Toutefois, d’autres récepteurs aux cestrogénes qu’ERa existent, comme détaillé
dans I'introduction bibliographique. |l sera donc important de mesurer I'expression des récepteurs de
la famille ERR, d’ERP et de GPER dans les MCF10A. Il est en effet envisageable que les effets
différentiels du BPS par rapport a I'E2 et au BPA reposent sur des interactions spécifiques de I'un de
ces ligands avec d’autres récepteurs aux ocestrogenes qui pourraient avoir des activités
transcriptionnelles différentes. Il a ainsi été suggéré que contrairement a I'E2 et au BPA, le BPS
n’activait pas ERP (Li et al., 2018). L’'observation que dans les MCF10A, des génes cibles connus d’"ERRa.
et ERRy ne montrent pas de régulation concertée par I'E2 et les bisphénols suggére que I'effet de ces
derniers ne passe pas par ces membres de la famille ERR. Il restera a étendre ces analyses aux autres
récepteurs aux ocestrogénes et a vérifier directement leur niveau d’expression dans les MCF10A. Par
ailleurs, l'inactivation constitutive ou conditionnelle d’ERa36 dans les MCF10A permettra de
déterminer sans ambiguités son réle dans les réponses observées a I'E2 et aux bisphénols.

Déterminer les fonctions biologiques associées aux genes régulés par I'E2 et les bisphénols en
coopération ou non avec BMP2 (dans le cas du BPS) nécessitera des analyses plus poussées que celles
réalisées a ce stade. Toutefois, il est intéressant de constater que I'E2 et les bisphénols activent des
génes impliqués dans la réponse immunitaire, notamment dans la réponse aux interférons, dans la
présentation des antigénes par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 et dans la réponse
inflammatoire médiée par les neutrophiles. Considérant I'importance de I'’échappement au systeme
immunitaire dans le développement tumoral, une étude détaillée des fonctions de ces genes pourrait
identifier un rdle des bisphénols dans cet aspect de la transformation.

Parmi les génes activés en synergie par BMP2 et BPS (clusters 3 de la figure 13B), certains sont
associés a la régulation de TP53 et de ses genes cibles impliqués dans I'apoptose et il sera intéressant
de tester la sensibilité des cellules ayant regu ce traitement a I'induction de I'apoptose par différents
stress. D’autres (cluster 4 de la figure 13B) sont impliqués dans la régulation de Iactivité
traductionnelle en réponse a différents stress. De plus, nous avons mis en évidence une augmentation
de I'expression des genes codant les protéines ribosomiques cytoplasmiques par I'E2 et le BPS, mais

maintenue uniqguement par le BPS en présence de BMP2. Enfin, en présence de BMP2 et de BPS, le
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ratio EIF4E-BP1/EIF4E (au moins au niveau transcriptionnel) augmente. Dans des conditions normales,
EIFAE et EIFAE-BP1 sont respectivement phosphorylés par la kinase Mnk (elle-méme activée par la voie
ERK) et par la voie mTOR (Siddiqui and Sonenberg, 2015). Dans ce cas, I'interaction d’EIF4E-BP1 avec
EIFAE est inhibée et cela permet I'activation de la traduction dépendante de la coiffe, processus dont
EIFAE est le facteur limitant. De multiples stress, notamment nutritionnels ou hypoxiques, vont
conduire a diminuer la phosphorylation d’EIF4E et EIF4E-BP1, permettre I'interaction EIFAE-BP1/EIFAE
et donc inhiber la traduction coiffe-dépendante. Tres certainement lié a I'importance déterminante
d’EIFAE pour l'initiation de la traduction, EIF4E est un oncogene dont la surexpression est associée a
de nombreux cancers(Siddiqui and Sonenberg, 2015; Truitt et al., 2015). De facon contre-intuitive, la
surexpression d’EIF4E-BP1 est fréquemment retrouvée dans les cancers du sein et est un facteur de
mauvais pronostique (Rutkovsky et al., 2019). Cela pourrait étre lié a une activation de la traduction
indépendante de la coiffe lorsque la traduction dépendante de la coiffe est inhibée. Parmi les transcrits
dont la traduction peut étre indépendante de la coiffe on trouve par exemple ceux codant pour le
VEGF (Braunstein et al., 2007), qui est impliqué dans la néo-vasculogénése tumorale et pour c-myc
(Stoneley et al., 2000) qui est un oncogéne majeur. En conséquence, il est possible que la coopération
entre BMP2 et BPS induise des modifications quantitatives et/ou qualitatives des capacités
traductionnelles des cellules. Pour tester cette hypothése, nous allons a court-terme réaliser des
analyses protéomiques qui, une fois croisées avec les données transcriptomiques déja obtenues, nous
permettront d’identifier des protéines candidates a une régulation traductionnelle par la combinaison

BMP2/BPS.
Dérégulation du micro-environnement en faveurs de la carcinogenése.

Les cellules épithéliales ne sont pas les seules a pouvoir étre impactées par une exposition aux
bisphénols, qui peuvent également agir sur le microenvironnement et induire des dérégulations qui
pourraient favoriser le développement tumoral. En effet, comme décrit dans le chapitre 1 de
I'introduction, une étroite connexion existe entre les cellules épithéliales, immatures ou différenciées,
et les cellules stromales ou les différents éléments matriciels. Les interactions résultantes sont
essentielles pour maintenir un bon développement de la glande mammaire mais aussi son intégrité
structurale et fonctionnelle. Plusieurs données de la littérature suggérent que les bisphénols auraient
un effet sur le microenvironnement cellulaire. En effet, le BPA et le BPS augmentent I'expression de
I’'aromatase et favorisent la production d’E2 par les fibroblastes mammaires sains (Williams and
Darbre, 2019). Outre cette augmentation de la production d’E2, le BPA et le BPS peuvent aussi
augmenter la production de BMP2 par les fibroblastes mammaires sains (Chapellier et al., 2015). Or,

le réle transformant de BMP2 sur les MCF10A, dépendant de BMPR1b et stabilisé par I'lL6 a été
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démontré au laboratoire. En plus des fibroblastes, les adipocytes sont un autre composant du
microenvironnement dont le r6le dans les cancers du sein est connu (Chu et al., 2019; Wu et al., 2019).
Les adipocytes produisent de nombreuses molécules ayant des actions paracrines sur les cellules
épithéliales, pouvant créer un environnement inflammatoire favorisant une augmentation du risque
de cancer du sein. Le BPS favoriserait I'inflammation et I'accumulation de lipides en agissant d’une part
sur les macrophages, en induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL6 ainsi
gu’une réduction de la production de molécules anti-inflammatoires et d’autre part en agissant sur
des cellules pré-adipocytaires en induisant leur différenciation (Boucher et al., 2016; Zhao et al., 2017).
Outre le BPS, le BPA est également obésogéne, notamment via I'activation de PPARy (peroxisome
proliferator activated receptor gamma) et conduit a la production d’adipocytes hypertrophiques avec
une signalisation de I'insuline dérégulée, une utilisation réduite du glucose et une augmentation de la
production de cytokine pro-inflammatoire (Ariemma et al., 2016). Des études suggérent que le nombre
d’adipocytes est déterminé durant I’enfance et I'adolescence. Par la suite, I'augmentation du volume
des adipocytes entraine un gain de poids (Arner and Spalding, 2010; Spalding et al., 2008). Ceci suggére
donc que I'enfance est une phase critique pour I'adipogénése dont une bonne régulation des processus
a ce moment-la est essentielle. Ainsi, une exposition aux bisphénols durant cette période critique peut
entrainer un déséquilibre de I'adipogeneése et par la suite favoriser I'obésité. Il a d’ailleurs été montré
gu’une exposition prénatale au BPA conduit a une augmentation du poids et de I'adiposité (Garcia-
Arevalo et al., 2014; Rubin and Soto, 2009). De plus, des effets transgénérationnels favorisant I'obésité
ont également été rapporté puisqu’'une exposition au BPA conduit a une augmentation de la
méthylation dans le génome de la 3éme génération, associée a un phénotype d’obésité (Manikkam et
al., 2013). L'ensemble de ces données suggere donc qu'une exposition prénatale aux bisphénols va
conduire a un développement anormal des adipocytes favorisant alors I'obésité, qui comme décrit
dans l'introduction est un facteur de risque des cancers du sein. En plus de favoriser I'obésité, les
bisphénols peuvent entrainer d’autres maladies et notamment le diabéte de type 2, qui peut
également résulter de I'obésité (Ranciére Fanny et al.; Tuduri et al., 2018). Le diabete est également
un facteur de risque de développement des cancers du sein, notamment du fait du facteur mitotique
IGF-1, dont la surproduction est connue pour participer a la tumorigenése mammaire en favorisant
entre autres la prolifération cellulaire (Alokail et al., 2009; Eketunde, 2020; Wolf et al., 2005). Outre
une dérégulation dans la synthése des adipocytes, les bisphénols vont également étre accumulés dans
les adipocytes compte tenu de leur nature lipophile (Nunez et al., 2001; Wang et al., 2015). De ce fait,
ils vont pouvoir étre libérés en continu tout au long de la vie de la femme. De plus, au moment de la
puberté et de la grossesse, de nombreuses hormones vont étre libérées pour agir notamment sur les
adipocytes du microenvironnement mammaire qui vont libérer des facteurs cruciaux pour le

développement de la glande mammaire. Ainsi une dérégulation des adipocytes va potentiellement
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modifier la production de ces facteurs et donc déséquilibrer le développement de la glande mammaire
pour aboutir a un développement pré-néoplasique ou néoplasique.

L'ensemble de ces observations encourage l'analyse du sécrétome des fibroblastes, des
macrophages, des adipocytes ou encore des cellules mésenchymateuses, a la suite d’une exposition
chronique aux différents bisphénols. Il serait également intéressant d’étudier I'effet des surnageants
ainsi obtenus sur les caractéristiques des MCF10A traitées chroniquement qui ont précédemment été
décrites, tels que I'autorenouvellement et la multipotence, leur clonogénicité, la potentialisation de la
voie initiée par BMP2 et la transformation. Outre un effet potentiel des bisphénols sur la sécrétion de
divers facteurs par les cellules du microenvironnement, il serait également pertinent de caractériser
directement ces cellules puisqu’il est déja connu qu’au cours de la tumorigenése, certaines cellules du
microenvironnement se modifient et favorisent la transformation. C’est le cas par exemple des cellules

appelées « cancer-associated fibroblasts » (CAF) (Sahai et al., 2020)
Implication dans les rechutes et les résistances.

Outre leurs effets dans l'initiation tumorale, de nombreuses études ont également mis en
évidence le role des bisphénols dans les étapes plus tardives de la carcinogenése, notamment dans les
processus de dissémination métastatique ou d’invasion (Castillo Sanchez et al., 2016; Deng et al., 2018;
Huangetal., 2019; Kim et al., 2017; Lillo et al., 2017; Zhang et al., 2015). J'ai montré que les interactions
ERa36/SMAD1 et ERa36/BMPR1b sont conservées aprés la transformation des MCF10A par
I’exposition chronique a BMP2/IL6 (lignées MC26 et M1B26). Si ces interactions sont retrouvées dans
d’autres lignées ou cellules primaires mammaires transformées, notamment si elles sont considérées
ER négative sur la base de I'absence d’expression d’ER66, I'étude des conséquences de ces interactions
sur les signalisations ER et BMP pourrait ouvrir de nouvelles perspectives sur les effets des BMP, de
I'E2 et des bisphénols lors de la progression tumorale, la dissémination métastatique ou la réponse
aux traitements. Ainsi, une étude plus poussée de I'effet de ces polluants, seuls ou en combinaison
avec BMP2, sur la migration et I'agressivité pourrait étre intéressante a réaliser, a I'aide de tests de
« scratch assay » ou de chambre de Boyden.

Dans le laboratoire, un systeme en 3 dimensions basé sur la co-culture de cellules souches
mésenchymateuses et de cellules hématopoiétiques sur un substrat de phosphate de calcium et
mimant la niche hématopoiétique médullaire, est en cours de mise au point. Une fois ce modele validé,
il serait intéressant d’y ajouter les cellules exposées chroniquement afin d’étudier leur capacité a
remanier la matrice pour y migrer et s’y développer, mimant ainsi le processus de mise en place des

métastases osseuses qui peuvent étre retrouvées dans le cas des cancers du sein. Ceci permettrait de
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compléter I'étude des effets d’'une exposition chronique aux bisphénols sur linvasion et le
développement de métastases mais dans un modele plus physiologique.

Au cours du diagnostic des cancers du sein, I'un des facteurs étudiés pour déterminer le sous-
type et donc la ligne de traitement a suivre par la suite est I'expression du récepteur alpha de
I'cestrogéne, et plus particulierement sa forme classique, ER066. Or ERa36 peut étre présent aussi
bien dans les tumeurs dites ER positives que ER négatives (Lee et al., 2008b; Wang and Yin, 2015).
Cette observation est cruciale puisque I'un des traitements utilisés dans le cas des cancers ER+ est le
tamoxifene pour son action antagoniste sur ER66 dans la glande mammaire, bien qu’il montre un effet
agoniste sur ERa36 (Shi et al., 2009; Wang et al., 2018, 2006). Ainsi, une utilisation de tamoxifene chez
des patientes exprimant ERa36 pourrait avoir un effet délétere, comme par exemple une
augmentation de l'agressivité de la tumeurs, liés a un développement de métastases ou des
résistances aux traitements, puisque ERa36 a été décrit pour étre associé a un taux de survie plus
faible, a des résistances, a une augmentation de I’expression de facteurs métastatiques ou encore une
implication dans la survie des cellules souches cancéreuses (Chaudhri et al., 2012; Deng et al., 2014;
Shi et al., 2009; Su et al., 2014; Wang et al., 2018; Yin et al., 2014, 2015; Zhu et al., 2018). Ainsi, une
caractérisation du statut ERa36 de la tumeur pourrait modifier le choix du traitement et améliorer
ainsi son efficacité. Par ailleurs, I'équipe a démontré que BMP2 joue un rGle important dans
I'émergence des tumeurs luminales et donc une quantification de sa concentration dans le
microenvironnement mammaire pourrait également étre un atout pour la prise en charge
thérapeutique. De plus, considérant I'interaction entre la signalisation BMP2 et celle des bisphénols,
potentiellement via ERa36, il serait intéressant d’évaluer si une expression de ERa36 associée a une
production élevée de BMP2 modifie le risque de transformation mammaire, son développement ou

encore la réponse au tamoxiféne.

Evolution de la réflexion sur la législation des bisphénols.

Le BPA a été remplacé dans un certain nombre d’objets du quotidien, notamment les
contenants alimentaires ou les tickets de caisse du fait de la publication d’'un grand nombre d’études
I'incriminant dans le développement de tumeurs mammaires conséquemment a son effet de
perturbateur endocrinien. L’utilisation des molécules remplacant le BPA, comme le BPS et le BPF est
justifiée par le fait qu’ils présentent une trés faible affinité pour ER66 comparé a I'cestrogene et au
BPA. Cependant, I'innocuité de ces molécules est remise en question par de nombreuses publications
démontrant des effets du BPS et du BPF similaires a ceux du BPA et de I'cestrogene, aussi bien sur les
cellules épithéliales que sur le microenvironnement cellulaire. J’ai moi-méme démontré que dans

notre modeéle de cellules souches mammaires humaines ERa66/ERa36" le BPS induisait des
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modifications transcriptomiques tres différentes de celles induites par I'E2 ou le BPA, en particulier en
conjonction avec la signalisation BMP2. Cette observation illustre bien la nécessité d’utiliser, en plus
des modeles animaux, des modeles cellulaires pertinent lors de I'étude des effets des polluants en
général et des bisphénols en particulier. Les MCF10A permettent d’étudier les effets des bisphénols
dans un modeéle non transformé de cellules souches mammaire exprimant I'isoforme d’ERa
normalement retrouvée dans ce type cellulaire. Considérant que la majeure partie des études ayant
initialement décrit que le BPS n’avait pas d’activité cestrogeno-mimétiques étaient basées sur des
modeles exprimant ER66, parfois de fagon exogéene, il parait rétrospectivement inévitable qu’elles
aient échoué a mettre en évidence ses effets.

L'une des problématiques majeurs liées aux bisphénols ou aux polluants environnementaux
en général est le fait que ces molécules sont retrouvées dans notre environnement a tres faibles doses.
Par ailleurs, ces bisphénols sont des composés lipophiles qui en font des molécules propices a étre
stockées et s"accumuler dans le tissu adipeux de notre organisme ou dans les graisses de différentes
espéces animales qui vont se retrouver dans la chaine alimentaire (Ohore and Zhang, 2019). Tout ceci
rend donc toute quantification extrémement compliquée. Outre cette difficulté a mesurer notre
exposition, il s'avere que nous ne sommes pas exposés seulement a une molécule mais a un cocktail
de molécules, qui peuvent coopérer entres elles pour induire des effets délétéres sur la santé humaine,
mais extrémement ardues a étudier en laboratoire. Dans ce contexte, nous avons initié une
collaboration, avec le groupe du Dr Alba Hernandez de I'Université Autonome de Barcelone en
Biosciences, basée sur mes travaux pour évaluer I'effet des nanoparticules de plastiques en
conjonction avec les bisphénols et BMP2. En effet, les nanoparticules de plastiques sont en
augmentation constante dans notre environnement, leur petite taille les rend tres facilement
internalisables par les cellules et méme quand les bisphénols n’entrent pas dans leur composition elles
peuvent favoriser leur absorption par les cellules. Outre une exposition multiple et a de faibles doses,
nous sommes également exposés a ces molécules tout au long de notre vie, et ceci des le stade
embryonnaire. L'ensemble de ces facteurs rendent I'études de ces molécules trés compliquées mais
essentielles puisqu’elles agissent a long terme et a travers de multiples effets, confortant la nécessité

de la réflexion sur les études de toxicité mise en place et leur reglementation.
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Figure n°48: Hypothéses d’implication des bisphénols dans le développement de tumeurs mammaires.

L’exposition aux bisphénols se fait tout au long de la vie, dés le stade embryonnaire, aussi bien par une
contamination extérieure que suite a leur stockage et a leur libération par le tissu adipeux, pouvant
conduire a un développement tumoral (1). Une exposition prénatale, via la mere, et durant I’enfance
peut entrainer des modifications génétiques et/ou épigénétiques (2) (Jorgensen et al., 2016; Schug et
al., 2011; Wolstenholme et al., 2012; Xin et al., 2015), que ce soit dans les cellules épithéliales ou dans
celles du microenvironnement, entrainant alors des dérégulations comme dans I'adipogeneése, dont
un exemple est illustré en (3) (Gonzdlez-Casanova et al., 2020; Hoepner L. A. et al.,2019). Les
conséquences de ces dérégulations peuvent se retranscrire a I’dge adulte, sur la physiologie des
organes, dont la glande mammaire et ces cellules souches. Toujours sous I’action des bisphénols,
d’autres dérégulations peuvent subvenir aprées I’enfance. Cet ensemble de dérégulations pourrait
induire un état pré-transformé (4) des cellules épithéliales mammaires en augmentant la production
de facteurs transformant ou en sensibilisant les cellules épithéliales a ces facteurs. Par exemple via
une augmentation de la production d’IL6, de BMP2, d’IGF et d’E2 par les cellules stromales (5)
(Chapellier et al., 2015, Williams and Darbre, 2019) et/ou une augmentation de I’expression d’ER36 et
une potentialisation de la voie canonique de BMP2 dans les cellules souches épithéliales mammaires
(6). Ces deux effets sur les cellules épithéliales pourraient passer par une perte de I'interaction entre
ER36 et BMPR1b suite a la fixation de leurs ligands. En effet, la fixation d’un ou de deux ligands
pourrait conduire a un encombrement stérique, conduisant a la dissociation du complexe
BMPR1b/SMAD1 et ER36, libérant alors les SMADs pour leur activation (7). L’augmentation de la
clonogenicité de cellules de type souche avec potentiellement un phénotype plus immature, ainsi
qu’une augmentation du nombre de progéniteurs (8), pourraient étre des conséquences de cette perte
d’interaction, d’augmentation de ER36 et/ou de la potentialisation de la voie BMP.

A long terme, I'augmentation de ER36 pourrait entrainer une sensibilité accrue des cellules a I’'E2 ou
aux E2-mimétiques, tels que les bisphénols. Ainsi, au moment des pics de production des cestrogénes
endogénes (9), lors des périodes de puberté et de grossesse par exemple, ou a la suite d’un
déréglement de sa production, a cause de déséquilibres du microenvironnement induit par les
bisphénols, ces cellules pourraient amplifier la réponse induite par les cestrogénes (10). Cette réponse
pourrait étre médiée par ER36, via son interaction avec P-ERK pour favoriser alors I'effet pro-
prolifératif de ces hormones et donc le risque de cancer du sein (11) (Omarjee et al., 2017). En plus de
I'induction de la prolifération, une transformation médiée par I'axe BMP2/BMPR1b, et stabilisée par
un environnement inflammatoire peut s’initier et conduire alors a une tumeur mammaire (12)
(Chapellier et al., 2015).
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Abstract: Estrogens are major regulators of the mammary gland development, notably during
puberty, via estrogen receptor (ER) activation, leading to the proliferation and differentiation of
mammary cells. In addition to estrogens, the bone morphogenetic proteins (BMPs) family is involved
in breast stem cell/progenitor commitment. However, these two pathways that synergistically
contribute to the biology of the normal mammary gland have also been described to initiate and/or
promote breast cancer development. In addition to intrinsic events, lifestyle habits and exposure to
environmental cues are key risk factors for cancer in general, and especially for breast cancer. In the
latter case, bisphenol A (BPA), an estrogen-mimetic compound, is a critical pollutant both in terms of
the quantities released in our environment and of its known and speculated effects on mammary
gland biology. In this review, we summarize the current knowledge on the actions of BMPs and
estrogens in both normal mammary gland development and breast cancer initiation, dissemination,
and resistance to treatment, focusing on the dysregulations of these processes by BPA but also by
other bisphenols, including BPS and BPF, initially considered as safer alternatives to BPA.

Keywords: bone morphogenetic protein (BMP); epithelial stem cells; breast cancer; bisphenol;
estrogens; microenvironment

1. Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women and exhibits important phenotypic and genetic
diversities associated with different prognostics. Breast cancers are clinically classified based on
histological appearance and expression of hormone receptors such as estrogen (ER) and
progesterone (PR) receptors, as well as on the amplification of the Her2 gene coding for a member
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of the EGF receptor family [1]. Based on these criteria, four major breast cancer subtypes have been
defined: Luminal A and luminal B (all ER+), HER+ (that can be either ER- or ER+), and basal-like, triple
negative (as such ER-) tumors [2,3]. The ER status in breast tumors is determined by
immunohistochemistry detection of the nuclear expression of the classical 66 kDa isoform of ERa
(ERa66). In ER-positive tumors, preventing ER activation is an efficient therapy. This can be achieved
either by using competitive antagonists of estrogens (e.g., Tamoxifen), preventing its binding to and
subsequent activation of ER, by using drugs blocking estrogen synthesis (anti-aromatase) in post-
menopausal women, or by luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) analogs, inhibiting female
hormones release by the ovaries [4].
Based on epidemiological studies, different factors increasing the risk of breast cancer development
have been highlighted. These factors can be intrinsic, such as mutations in Brcal or 2, Tp53 or ATM, or
extrinsic, e.g., related to the environment or lifestyle [5,6]. While different genetic alterations appear
progressively following different oncogenic signals, hereditary mutations in breast cancer-
predisposing genes likely account for approximately 10% of breast cancers [7,8]. In breast cancer with
a genetic origin, the most commonly mutated genes are Brcal and Brca2 [7]. BRCA1 and 2 are two
major regulators of DNA double-strand break (DSB) repair through homologous recombination (HR)
and play a crucial role as tumor suppressor genes, likely by preventing mutations and genome
instability [9]. Breast cancer is a multifactorial disease and evidence for the involvement of extrinsic
factors in breast cancer risk has been described. Indeed, a lack of physical activity, tobacco or alcohol
consumption and contraceptive pills or hormone replacement therapy for post-menopausal women
were shown to increase breast cancer risk [10]. As mentioned previously, estrogens are involved in the
proliferation of normal mammary cells but also of breast tumor cells through ER stimulation, leading
to the activation of several pathways involved in cell proliferation and resistance to apoptosis [11,12].
Hormonal status has been described to play a major role in breast cancer risk, as a premature or
extensive exposure to endogenous estrogens (due to an early menarche, nulliparity, late age for first
full-term pregnancy or a late menopause) increases the risk of breast cancer [13].
The mammary gland is not only exposed to endogenous hormones but also to endocrine-disrupting
chemicals (EDCs), molecules present in the environment able to mimic these hormones. The interest
in EDCs is growing rapidly, owing notably to their extensive use in manufactured goods and their
release in our environment. Several EDCs involved in breast cancer risk have been identified, including
organochlorine pesticides like DDT or DDE, dioxins or polychlorinated biphenyls. In addition, the
bisphenol A (BPA) EDC has raised increasing concerns during the past few years due to its widespread
presence in our environment [14,15]. BPA is an aromatic compound used by the plastic industry as a
monomer in the synthesis of polycarbonates and epoxy resins. Polycarbonates are found in consumer
plastic-like water bottles, sport equipment or toys. Epoxy resins are used to coat the inside of food or
beverage containers. BPA can also be found in thermal paper. BPA monomers from these compounds
can be released into the environment by hydrolysis. Despite rising concerns about its safety [16] and
progressive restrictions on its use, several million tons of BPA are still produced worldwide. Due to its
estrogen-mimetic properties allowing ER activation [17,18], the role of BPA in breast cancer is of
particular interest. Importantly, tumor development is a long and complex process, which includes
several steps following transformation initiation by genetic and epigenetic modifications in normal
cells. It is thus highly probable that mutations or abnormalities accumulate in a given epithelial cell,
ultimately leading to its transformation. This process is accompanied by morphological changes and
modifications of key cellular functions (proliferation, survival, and differentiation) until advanced
stages of cancer initiation, following which altered cells expand and completely invade the lumen. In
this context, these events will preferentially take place in a long-lasting cell of the mammary gland.
Indeed, previous data suggest that target cells of the transformation process could be mammary
epithelial stem-like cells as documented in the case of the claudin-low breast cancer subtype [19]. In
that context, studying the role of BPA on mammary stem cell biology appears to be highly pertinent.
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2. The Role of Estrogens in Mammary Gland Development and Homeostasis

2.1. Production and Function in Early Mammary Gland Development

The mammary gland begins its development during embryogenesis and is composed of a rudimentary
ductal system blocked until puberty. Then, two master reproductive hormones are secreted, namely,
estrogens and progesterone. Estrogens control the growth of ducts from their distal extremity called
terminal end buds (TEBs) [20-22], while progesterone is involved in lateral branch development
[23,24].

One of the major hormones involved in mammary gland development is estrogen, mostly produced
by the ovaries but also by other tissues including breast, adipose tissue, liver, pancreas, bone, skin,
brain, and placenta. Estrone (E1), estradiol (E2), estriol (E3) and estetrol (E4, only produced by the
foetus but passing in the mother’s blood) are the four majors endogenous estrogens in women.
Depending on the life stage of women, these various types of estrogens are differentially expressed,
with a predominance for estriol and estetrol during pregnancy, for estrone during menopause, and for
estradiol in non-pregnant women between menarche and menopause [25]. Even though a non-
aromatase pathway exists [26], the major estradiol biosynthesis pathway involves aromatase enzymes,
catalyzing the conversion of androstenedione to estrone that is then converted to estradiol or
catalyzing the direct conversion of testosterone into estradiol [27].

The effects of estrogens appear at the time of breast development following the establishment of the
hypothalamo—hypophyseal axis. During puberty, the hypothalamus releases gonadotropin-releasing
hormone (GRH), leading to the secretion of several hormones by the pituitary gland, such as
gonadotropins, follicle-stimulating hormone (FSH), and growth hormone (GH) [28]. These hormones
drive estrogen production by the ovaries. In addition, it has been shown in the rat mammary gland
that GH can directly increase estrogen receptor alpha (ERa) expression in breast stromal cells that
surround mammary epithelial cells [29]. Altogether, estrogens, in combination with other hormones,
orchestrate the growth of the ductal system and adipose tissue accumulation during puberty [20-22].

2.2. Importance in the Adult Mammary Gland

The adult mammary gland is formed of ducts and lobules of secreting luminal epithelial cells
surrounded by contractile myoepithelial cells. These epithelial cells are embedded in a stroma mainly
formed of fibroblasts and adipocytes that secrete several soluble molecules regulating epithelial cell
functions and differentiation. Epithelial cells of the mammary gland are generated by mammary stem
cells, while the stromal compartment arises from mesenchymal stem cells. During adulthood, the
mammary gland undergoes functional and structural changes that alternate between phases of
proliferation, differentiation and apoptosis. This is controlled by cyclic hormonal variation due to the
estrous/menstrual cycle. However, this post-pubertal mammary tree is still immature and only
achieves full maturation during pregnancy and lactation. These final steps encompass alveogenesis
and milk production, which take place mostly under the control of progesterone and prolactin [30,31].
Mallepell et al. suggested that estrogens do not directly stimulate proliferation of the ER-positive
luminal cells but act via a paracrine process [11,32]. Indeed, ER-positive and proliferative cells were
shown to be distinct [33,34]. Estrogens act on luminal ER/PR-positive cells, leading to the cleavage and
liberation of amphiregulin [35,36], which affects neighboring ER/PR-negative cells. In addition, these
ER/PR-negative cells have characteristics of stem cells (SCs), in which asymmetric division is controlled
by growth factors like amphiregulin released by stromal cells [37-40]. Moreover, when mice are
ovariectomized or treated with letrozole (to inhibit endogenous estrogen biosynthesis and provide a
normal stromal and hormonal environment for all other hormones), a decrease in the absolute number
of repopulating cells and in ductal growth and expansion was reported in the fat pads following
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transplantation of a limited number of mammary stem cells (MaSCs) [41]. In this setting, an increase
in the percentage of MaSCs-enriched cells in the GO/G1 phases, a decrease in the Ccnd1 and Cedn2
level in MaSCs-enriched population, and a decrease in the size of the luminal cell population were also
observed. However, estrogen depletion does not directly impact the size of the MaSCs-enriched
subpopulation [41].

These data support the hypothesis that ductal elongation controlled by estrogens is dependent
on the presence of luminal ER/PR-positive cells which act as estrogens sensors and release in response
factors resulting in ER/PR-negative stem cell division. This highlights the importance of the estrogen
pathway on MaSC regulation and their potential resultant sensitivity to estrogen-mimetics like BPA.

2.3. Effects of EDCs with Estrogenic Activity
Some chemical pollutants have been classified as EDCs based on the following definition: “an
exogenous chemical, or mixture of chemicals, that interferes with any aspect of hormone action”
[15,42]. Estrogens are one of the main hormones altered by EDCs. Perturbations of estrogen functions
have been reported in a wide spectrum of pathologies, including metabolic, bone, and reproductive
disorders as well as breast, endometrial or ovarian cancers [16].
At the cellular level, stem cells are a unique category of cells active from embryogenesis up to late
stages of human adult life. Stem cells are fundamental in the development of all organs, in tissue
homeostasis and in diseases. Their unique properties, such as an extended life and low cycling
features, make these cells privileged targets of long-term exposure to numerous factors and
alterations. As important actors of organ integrity, tissue homeostasis and repair, stem cells are likely
involved at one step or another in dysregulations of physiological processes that can occur at any stage
of life.
Normal stem cells functions are thus likely to be affected upon exposure to EDCs [43—-47]. It has been
shown that this exposure occurs throughout life and even during embryogenesis, at the moment of
mammary gland establishment. For instance, bisphenol A (BPA) has been detected in urinary samples
but also in maternal and fetal plasma, in colostrum and in placental tissue at birth [48]. Several studies
have demonstrated that a prenatal exposure to BPA induces changes in fetal mouse mammary glands,
in the epithelial compartment as well as the stromal compartment, favoring the fat pad maturation
and increasing the mammary gland susceptibility to oncogenes [49-51]. Wadia et al. have described
transcriptome modifications, notably an increased expression of genes involved in apoptosis
prevention, myoepithelial differentiation or adipogenesis and a decreased expression of those
involved in cell adhesion [51]. These data highlight an impact on mammary gland development by
EDCs, such as BPA.

3. Mammary Gland Regulation by the BMP Pathway

One of the major conserved signaling pathways involved in stem cell regulation from embryogenesis
up to adult stages is the bone morphogenetic protein (BMP) signaling. There are 21 different soluble
BMP molecules that act through serine/threonine kinase BMP receptors (BMPR). In the context of SC
regulation, BMP2 and BMP4 progressively emerge as the most important BMPs. Likely through its
involvement in SC regulation, the BMP pathway is involved in numerous physiological and pathological
processes [52], particularly in tissue regulation. Indeed, BMPs were first described as regulators of
skeletal development, and are actually found in the microenvironment of several tissues where they
contribute to tissue morphogenesis and homeostasis, such as the mammary gland. It is well known
that members of the TGFB family, which includes BMPs, are involved in different aspects of female
reproduction [53-56]. BMPs were initially identified as key regulators of bone morphogenesis through
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their function in mesenchymal stem cells (MSCs) regulation, such as lineage specification of adipocytes
that are one of the major elements of the mammary gland microenvironment [57-59]. Alterations in
BMP signaling have been implicated in metabolic disorders such as obesity in women [60,61].
Altogether, it indicates a major importance of BMP signaling in the regulation of different aspects of
the mammary gland biology.

3.1. Role of BMPs in Mammary Gland Development

The BMP signaling pathway is a dynamic and complex pathway, leading to the transduction of various
signals depending on the nature of the BMP ligand and of the BMPR complex oligomerization induced
(for review: [62,63]). It has been reported that BMPs may interact with their receptors in two different
ways [64,65]: On the one hand, BMPs induce a BMPR complex formation called BISC (BMP-induced
signaling complex) and on the other hand, a preformed BMPR complex is present before BMPs fixation,
known as PFC (pre-formed complex). These two different modes of BMP signal initiation lead to two
different signaling cascades, namely, the canonical SMAD-dependent pathway and the non-canonical
SMAD-independent pathway [65]. The SMAD-dependent pathway includes the recruitment of SMAD1-
5-8 proteins, leading to their phosphorylation by type 1 BMPR. SMAD-phosphorylated proteins then
form a complex with SMADA4, leading to its translocation to the nucleus where it acts as a transcription
factor on target genes [62,66]. The SMAD-independent pathway does not simply encompass one
signaling pathway but a multitude of downstream cascades, involving p38, Ras/ERK and PI3K/AKT [67—
70]. BMPs are involved in the different steps of the mammary gland development. During
embryogenesis in mice, BMP4 was shown to participate in the early steps of mammary gland
development by regulating the dorso—ventral axis establishment [71]. The BMP pathway also plays a
role in mammary bud formation and outgrowth, as well as in ductal branching morphogenesis
initiation. Hens et al. showed that BMP4 is expressed in both mesenchymal and epithelial cells of the
mammary bud and that the use of a BMP4 inhibitor leads to a decrease in bud outgrowth [72]. Ductal
elongation and secondary branching development are induced among others by the progesterone
receptor type A (PR-A) [73] via increasing Msx2 expression [74]. A link between BMPs and PR-A
involved in branching morphogenesis during postnatal mammary gland development has been
reported [75]. In addition, BMPs are also involved in the myoepithelial compartmentalization and
lumen formation [76]. Finally, an in vitro study using sorted undifferentiated mouse mammary
epithelial cells demonstrated the importance of the BMP pathway in driving lactogenic differentiation
[771.

All of these data demonstrate that BMP signaling constitutes an important regulator of the mammary
gland during embryogenesis but most likely also during adulthood.

3.2. BMPs Are Key Embryonic Factors for Adult Tissue Modeling

In healthy tissues, epithelial cells, as well as cells of the mammary gland environment (fibroblasts,
adipose tissue cells, hematopoietic cells), contribute to the production of soluble BMP2 and BMP4
molecules [78]. These two cytokines regulate normal mammary epithelial cell functions. Indeed, SCs
and progenitors sorted according to their CD10 and EPCAM expressions [79] were shown to express
the different elements of the BMP pathway, indicating that in a physiological context, BMP molecules
likely play a role in the regulation of breast SC. This was formally demonstrated by functional assay
following exposure of different human cell types to soluble BMP2 or BMP4 [78] and further
substantiated by the use of TGF/BMP inhibitors allowing the expansion of immature epithelial basal
cells [80]. Interestingly, as shown in the hematopoietic system [81], BMP2 and BMP4 molecules have
distinct effects on mammary SC regulation. Indeed, while BMP4 modulates MaSC and myoepithelial
progenitors, BMP2 controls the commitment and proliferation of luminal progenitors [78]. This is
consistent with results reported in the context of mammary gland development in mice showing that
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BMP2 was involved in the in vivo regulation of the luminal lineage [76]. Importantly, these results
established that despite their close similarity, BMP2 and BMP4 exert different functions on the human
mammary gland.

4. Early Events of Breast Carcinogenesis

4.1. BMP Signaling and Breast Cancer Initiation

BMP signaling is also a well-known pathway that orchestrates the development and homeostasis of
adult tissues such as the neural system [82] and is involved in the protection against neurotoxic
compounds [83—85]. Studies on BMP signaling dysregulations in the neural system have been
remarkably pioneering in the identification of their importance in cancer SC phenotype in glioblastoma
[86,87]. Modulations of BMP signaling by epigenetic mechanisms such as methylation of BMP-receptor
promoters have been of particular clinical interest to further stratify patients and propose new
therapeutic strategies [86]. Since then, the importance of the BMP signaling alterations in cancer SC
features has been extended to breast cancer and leukemia [78,88]. Indeed, our group unveiled that
the microenvironment of human primary luminal breast tumors produces abnormally high amounts
of soluble BMP2 compared to healthy tissue. This higher level is associated with BMPR1B
overexpression by the tumor cells. These two observations argued in favor of a potential over-
activation of the BMP pathway in the luminal tumor cells. To test this hypothesis, a model of mammary
SCs (the MCF10A human, non-transformed epithelial SC cell line) was chronically exposed to high
BMP2 concentrations. This drove MCF10A transformation towards a luminal tumor phenotype.
Interestingly, addition of the IL6 pro-inflammatory cytokine further stabilized the transformed
phenotype. The luminal phenotype of the tumors derives at least in part from a BMPR1B-initiated
signaling cascade involved in luminal commitment of human mammary SCs in the normal context and
leading to a FOXA1/FOXC1 transcription factor balance switch in favor of FOXA1, simultaneously with
an up-regulation of GATA3 [78].

Surprisingly, BMP2-mediated luminal transformation of MCF10A is accompanied by a strong activation
of the estrogen signaling pathway despite the absence of ERa66 in those cells. Our understanding of
estrogen signaling is hindered by the existence of several isoforms generated by alternative splicing
and different promoter usage [89]. These isoforms can be expressed in both ERa66-positive and -
negative cells and display different sub-cellular localizations [90,91]. For example, unlike ERa66, ERa36
is expressed mainly at the plasma membrane and activates estrogen non-genomic signaling by
activating the ERK pathway through an interplay with the MKP3 phosphatase [92]. Interestingly, in the
context of EDC research, ERa36 displays altered ligand preference and causes distinct effects
compared to ERa66. For instance, the tamoxifen drug used as an estrogen antagonist in ERa66 breast
cancers behaves as an estrogen agonist for ERa36 [93,94]. The importance of these different ERa
isoforms in mammary epithelial SC features and in the context of breast cancer has been confirmed
by a recent study [94].

In addition, BMP signaling has also been directly implicated in thyroid-lineage specification [95,96] as
well as in thyroid carcinoma [97]. Of note, thyroid hormone status interferes with estrogen target gene
expression in breast cancer samples in menopausal women [98]. This highlights shared interests in
further investigating the importance of the BMP pathway for both thyroid and estrogen signaling in
the context of exposure to EDCs. Altogether, these different examples illustrate how BMP signaling,
by controlling stem cells, is at the interface of a number of fundamental physiological processes in
humans and is directly involved in mammary stem cell transformation.
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4.2. Involvement of Bisphenols in Breast Carcinogenesis

During development and organogenesis, tissue differentiation is tightly regulated by a series of
precisely timed molecular and cellular events. It is now widely accepted that adverse environmental
exposure during these processes might have significant life-long implications [99—-101]. Some of the
first steps of carcinogenesis are an increase in proliferation, apoptosis inhibition, and activation of
survival signaling pathways. To do this, several tumor suppressor genes, like p53 or Brcal for instance,
need to be inactivated by different mechanisms including epigenetic changes.

Evidence gathered from studies in experimental models and human populations have already
confirmed that EDCs, including BPA, contribute to increased disease risk [102,103]. Given the
significant involvement of estrogens in both normal and pathological conditions, EDCs able to interfere
with the homeostasis of the estrogen endocrine system are a potential source of several health
disorders. A positive relationship between BPA exposure and cancer development is reported in the
literature [104]. Although there are growing evidence that exposure to BPA may be harmful for human
health, understanding of the molecular mechanisms underlying BPA-dependent effects in cancer
development is still limited. Of note, one study reported that exposure of normal human mammary
epithelial cells to BPA induces proliferation and senescence [105]. In contrast to non-exposed cells,
these BPA-treated cells generate bigger mammospheres and are able to maintain their proliferation
for a longer period of time due to autocrine growth factor secretion. The authors also observed an
increase in DNA hypermethylation of tumor suppressor genes, such as Brcal. All these data support
that BPA can promote early pre-tumoral stages as also shown in studies performed on normal human
breast epithelial cells (MCF-10F) [106]. When mice were treated at puberty with BPA (added in their
drinking water to mimic typical exposure in humans), estrogen-dependent transcriptional events were
perturbed in their offspring and the number of terminal end buds was altered in a dose-dependent
fashion [107]. Moreover, pubertal BPA exposure altered the function of MaSCs, leading to the
appearance in the regenerated glands of early neoplastic lesions with molecular alterations similar to
the ones detected in early neoplastic breast cancer tissues [108]. In addition, BPA-treated human
mammary stem cell lines, such as MCF-10F cells, upregulate their expression of genes involved in DNA
repair and downregulate pro-apoptotic gene expression [109]. Altogether, these observations strongly
support that MaSCs are directly susceptible to BPA-induced transformation [107-109].
Mechanistically, estrogens and estrogen-mimetics like BPA were mainly thought to act through the
canonical ERa66 receptor, a nuclear receptor that can initiate signaling pathways at the cell membrane
and transcriptional responses in the nucleus. It was shown that BPA was capable of up-regulating the
protein levels of steroid receptor coactivators (SRC-1, SRC-3), as well as promoting the activity of
estrogen response elements [110]. Interestingly, it was demonstrated that in this case the addition of
melatonin blocked the increase in steroid receptor coactivator expression and activity of estrogen
response elements triggered by BPA [110]. Another study suggested that BPA stimulates the release
of EGFR-ligands by directly targeting other molecules than ER, such as ADAM17 or ADAM10. A better
understanding of BPA-specific effects on other molecules than ERa66 is much required to improve our
knowledge of its tumorigenic potential [111].

4.3. A New Concept: Bisphenol Molecules as Breast Cancer Drivers through the
Perturbation of Alternative Signaling Such as the BMP Pathway

Works from our team and others suggest that bisphenols could act on multiples cell types of the
mammary gland, and its effects may converge to provoke major dysregulations of the BMP pathway
that could participate in luminal breast cancer initiation. Indeed, we observed a major impact of BPA
on the mammary microenvironment (niche) equilibrium. BPA greatly increases BMP2 production by
stromal cells of the human mammary SC microenvironment [78]. In this context, we also demonstrated
that long-term exposure (60 days) of human mammary stem cells to BPA initiates fundamental
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changes in stem cells, in particular by altering major BMP signaling elements such as receptor
expression and localization [43]. This results in the “priming” of the SCs to exogenous activating
molecules of the BMP pathway. Therefore, BPA sensitizes breast SCs to exogenous soluble BMP
molecules. Collectively, these results suggest a possible model where non-genotoxic alterations in
both the stem cells and their niche could act synergistically to initiate the transformation process
(Figure 1).

Normal microenvironment BPA exposure
BPA

BPA

BMPR1B

BMPR1A

Figure 1. BPA-induced modifications of the mammary gland ecosystem. In the absence of BPA (left panel), BMP2
production by the breast microenvironment and BMP receptor expression by mammary epithelial cells sustains
the homeostasis of the mammary gland. In the presence of BPA (right panel), BMP2 production by mammary
fibroblasts is stimulated and in turn activates, in conjunction with BPA, IL6 production by adipocytes. IL6 can then
further increase BMP2 production by fibroblasts. In parallel, BPA primes epithelial SCs cells to the increased BMP2
signaling by acting on BMP receptor expression and localization. This dysregulated BMP signaling and the
inflammatory context provided by IL6 cooperate to favor mammary stem cell transformation.

Interestingly, these previous studies showed that BPA impacts BMP signaling pathway members in
both mammary epithelial and stromal cells that do not express ERa66. At the mechanistic level, it then
remains to understand how BPA signals in these cells and especially if it is through other ERa isoforms
or through ER-independent pathways. These questions are of great interest for understanding the
effects of both BPA and estrogens since it has been reported that some cell lines are able to respond
to an estrogen signal despite their very low levels or complete absence of estrogen receptors [99].

In response to accumulating evidence in favor of adverse health effects following exposure to BPA,
likely mediated by its activation of ERa66, alternative bisphenols have been developed such as BPS
and BPF that are considered safer due to their very low binding affinity to ERa [112]. However, an
increasing number of studies are showing that these alternative bisphenol molecules are not as
innocuous towards mammary gland biology and breast cancer as hoped [113]. We were indeed
surprised to observe that BPA (high affinity binding to estrogen-receptors) as well as its substitute BPS
(very weak affinity binding to estrogen-receptors) both induce BMP2 synthesis in the healthy breast
stroma [78], raising the question whether these bisphenols mediate their transforming effects solely
through a classical ER-dependent mechanism. Since then, other studies have shown that BPS, as well
as BPF, induce similar effects as BPA [112,113]. Moreover, it was reported that BPA treatment
increases aromatase expression and its activity in healthy breast fibroblasts, leading to an increase in
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estrogen biosynthesis and secretion. The same observations were made after treatment with BPS
[114].

These resultsareparticularlyinterestingwithregardstotheimportantroleofthemicroenvironment in the
different steps of carcinogenesis. Our work thus indicates that the BMP pathway could be altered by
EDCs such as BPA and its proposed alternatives, both at the level of the stem cells and their
microenvironment. This suggest that early detection of increased BMP2 levels in the mammary
microenvironment may constitute a reliable marker of early transformation process and could be a
valuable indicator of exposure to EDCs such as bisphenols.

5. Conclusions

Different signaling pathways often engage in complex interactions synergistically mediating an
appropriate cellular response. Estrogen signaling is no exception and is likely involved in a crosstalk
with the BMP pathway at multiple levels in the mammary gland. BMPs are secreted proteins active in
a very large number of organs and tissues during development, adulthood and pathogenesis [115].
Previous work suggested a close interaction between ER— mediated estrogen signaling and the BMP
pathway in different cell types of the mammary gland. In a model of mammary epithelial SCs (MCF10A
cell line), E2 or known EDCs like BPA or BPS were able to potentialize SMAD activation by BMP2 [43].

Deciphering dysregulations of the BMP pathway has been remarkably useful in unveiling its
importance in regulating cancer SC phenotypes in the neural system [86,87]. The role of BMP sighaling
alterations in sustaining cancer SC features has been extended by our own work in breast cancer and
leukemia [78,88]. We have shown that chronic exposure to high concentrations of BMP2 drives the
transformation of mammary SCs toward the luminal tumor subtype [78] through the binding to its
BMPR1B receptor. We have also demonstrated that long-term exposure of human mammary SCs to
pollutants such as BPA initiates fundamental changes in SCs by altering major BMP signaling
components [43], thus “priming” the stem cells to exogenous BMP activation. In addition to this effect
on epithelial stem cells we revealed an impact of BPA on the tumor microenvironment through the
induction of the synthesis of high levels of BMP2 by normal fibroblasts and stromal cells [78].

This review focused on the early steps of the transformation. Tumor progression, metastasis, and
resistance to treatments could also be regulated by bisphenols as briefly illustrated in the following
chapters. Progression is generally characterized by elevated cell proliferation rates. Several studies
have demonstrated the involvement of BPA in the proliferation of ER-positive as well as -negative
cancer cells. However, it has also been shown that BPA can trigger proliferation via non-classical
estrogen receptors, such as the estrogen-related receptor gamma (ERRy) [116,117]. Several studies
have demonstrated that BPS promotes breast cancer cell proliferation, notably through an ER-cyclin
D1-CDK4/6-pRb-dependent pathway, but only in ER-positive breast cancer cells [118-120]. Moreover,
it has also been reported that BPF has the same proliferative action as BPA, BPS, or estrogen treatment
on ER-positive transformed cells, and as for BPS, this proliferative effect relies on cyclin D and E
expression through ER-dependent pathways [118]. Similarly to BPA, BPS can also induce epigenetic
and transcriptional changes in breast cancer cells, upregulating proliferation-, cellular attachment-,
adhesion- and migration-related genes [121].

Metastasis has long been associated with late stages of cancer, but new hypotheses on the origin of
metastasis have progressively emerged suggesting that it could be an inherent marker of tumor cells
[122,123]. Metastasis dissemination is a dynamic process that involves several steps: Local invasion of
cells from the primary tumor, intravasation leading to dissemination through the blood or lymph flux,
extravasation to invade new tissues, implantation and finally new tumor growth. Numerous signaling
pathways and programs are activated during this process, such as epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT), anoikis, migration and proliferation among others (for review: [124,125]). It has been
shown that ER-negative breast cancers are associated with an increased risk of metastasis
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development [126]. Indeed, ER-negative breast cancers express more mesenchymal markers such as
vimentin and N-cadherin or EMT-transcription factors that are required for metastasis initiation.
Conversely, ER-positive tumors are associated with a more differentiated luminal phenotype,
expressing epithelial markers (E-cadherin, ER, Foxal for instance). Accordingly, a down-regulation of
the luminal-specific transcription factor Foxal was induced after BPA treatment in triple negative
tumor cell lines leading to EMT induction and increased cell motility [127]. In this study, BPA treatment
activated the PI3K/AKT pathway, leading to a down-regulation of epithelial genes associated with an
up-regulation of mesenchymal genes.

Resistance and relapse can be due to tumor adaptation or evolution. Indeed, therapies elicit a selective
pressure on cells, which in turn develop resistance, notably by acquiring mutations. Tamoxifen
resistance of ER-positive tumors can be caused by a loss of ER [128], its mutation or post-translational
modification [129], among others. It has been shown that BPA is involved in chemoresistance [130]
and notably in tamoxifen resistance in ER-positive tumor cell lines [131] by decreasing tamoxifen-
induced apoptosis and increasing gene expression of ERRa, which contributes to tamoxifen resistance
[132] and cell proliferation [117]. Another study has demonstrated that an ERa variant can be induced
by BMP2 [133] and could be involved in tamoxifen resistance [134]. We can hypothesize that in ER-
positive tumors, under tamoxifen treatment and in a BPA-containing environment, some cells acquire
resistance to treatment through a switch in signaling pathways in favor of a decrease in treatment
cytotoxicity and a modification of estrogen receptor stoichiometry, e.g., an increase in ERRa or ERa
isoform expression.

Treatment efficacy can then be bypassed and cells can start to proliferate again.

To conclude, the BMP signaling plays a major role in the regulation of SCs and of their
microenvironment (niche), in both normal and tumor contexts. Multiple abnormalities of BMP
signaling have been observed in cancer, but until recently had mostly focused on its role in advanced
disease. However, due to the increasing documented importance of BMP signaling throughout breast
cancer development (from initiation, progression, metastasis up to resistance), we suggest as a
working model that BMP signaling alterations induced by exposure to BPA, such as increased levels of
BMP2 and/or of BMP receptors activity, could participate to most stage of breast cancer development
(Figure 2). This suggests that further investigating the alterations of the BMP pathway induced by
exposure to bisphenols will improve our understanding of breast cancer etiology.

Normal —p Tumaoral e Treatment ——p  Relapse

Luminal ||
cells I‘a
295

Figure 2. Putative mechanism of BPA involvement during mammary gland carcinogenesis. In the normal breast,
the microenvironment secretes factors, BMP2 in particular, that regulate the luminal lineage [43]). Exposure to
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BPA induces dysregulations in the synthesis of microenvironmental factors: Mammary fibroblasts increase their
BMP2 secretion [78] and adipocytes establish an inflammatory environment by releasing IL6 [135]. The
microenvironment then becomes permissive to transformation, and in concert with BPA, leads to the initiation
and progression of breast tumor. Treatments can kill the tumor bulk, but not cancer stem cells, leading to
proliferation and relapse. The relapsing tumor has an aggressive phenotype due to its cancer stem cell origin
and/or to pollutants that promote a decrease in epithelial marker expression (Gata3, Foxal) [127], an increase in
mesenchymal markers and stem-like features (ALDH1, SOX2) [136,137] or a loss of ER [128]. Fb, fibroblast; SC,
stem cell; Ad, adipocyte; CSC, cancer stem cell; Tam, tamoxifen.
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