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RESUME 

INTRODUCTION 
Le microchimérisme se définit par la présence en faible quantité dans un organisme, 
de cellules ou d’ADN provenant d’un autre individu. Pendant la grossesse le transit 
transplacentaire de cellules est un phénomène constant et bidirectionnel. Les cellules 
fœtales capables de traverser la barrière placentaire sont principalement des cellules 
précurseurs hématopoïétiques, mais aussi des cellules mononucléées sanguines 
matures. 
Pendant que le rôle du microchimérisme fœtal dans l’inflammation et la cicatrisation a 
été démontré, le rôle des cellules fœtales dans l’oncogenèse est controversé. Si 
certaines études font évoquer un effet protecteur, d’autres au contraire suggèrent un 
rôle potentiel dans la progression de la maladie. 
L’objectif principal de cette thèse était d’évaluer l’impact des cellules fœtales sur les 
processus de cancérogénèse dans le cancer du sein par une double approche, 
expérimentale et translationnelle. 
 
MATERIEL ET METHODES 
Dans la phase translationnelle nous avons étudié la présence de cellules fœtales par 
l’identification du gène SRY par FISH dans le tissu tumoral de cancers du sein à partir 
d’une bio banque. Les échantillons ont été obtenus des femmes ayant eu un garçon 
ayant eu un diagnostic de cancer du sein 7 ± 5 ans après l’accouchement. Nous avons 
évalué la corrélation entre la présence de cellules fœtales au sein de tumeurs 
mammaires malignes et le sous-type histologique, le stade TNM et l’évolution du 
cancer du sein. Les modifications immunologiques péritumorales et intratumorales 
observées en présence de cellules fœtales au sein de la tumeur ont été analysés. 
Dans la phase expérimentale nous avons analysé les interactions entre cellules 
fœtales CD34+ dérivés du sang du cordon et lignées cancéreuses mammaires MDA-
MB-231 et MCF-7. Les conséquences cellulaires et moléculaires ont été évaluées par 
la technique xCELLigence et en analysant la transcriptomique des cellules tumorales.  
 
RESULTATS 
Au niveau du tissu tumoral du cancer du sein les cellules fœtales masculines ont été 
retrouvées dans 5 échantillons sur 23. Ces cellules étaient peu nombreuses et étaient 
représentées par des lymphocytes dans 3 échantillons, par des fibroblastes dans un 
échantillon et par des cellules épithéliales dans un échantillon. L’analyse du profil 
immunitaire du microenvironnement tumoral présentant un microchimérisme fœtal n’a 
démontré aucune différence par rapport aux tumeurs sans microchimérisme fœtal. 
Dans la partie in vitro, nous avons démontré que les cellules fœtales CD34+ dérivées 
du sang de cordon interagissent avec les cellules tumorales mammaires en 
provoquant une diminution de la prolifération des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 ainsi 
que la diminution de la migration et l’invasion des cellules MDA-MB-231. L’analyse 
spatiale des interactions entre les cellules a permis d’émettre l’hypothèse d’une fusion 
des cellules CD34+ avec les cellules tumorales. L’analyse transcriptomique des 
cellules tumorales en corrélation avec l’analyse du sécrétome des cellules fœtales 

CD34+ a permis d’identifier l’IL-17A et l’INF- comme potentiels régulateurs d’amont 
des modifications fonctionnelles observées dans les cellules tumorales. 
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CONCLUSION 
Les cellules fœtales retrouvées au sein des tumeurs représentaient principalement des 
populations lymphocytaires, fibroblastiques et épithéliales. La prévalence du 
microchimérisme fœtal au niveau du tissu tumoral mammaire à distance de la 
grossesse est probablement plus faible que décrit précédemment dans la littérature 
pour les cancers du sein diagnostiqués pendant la grossesse. Les interactions directes 
de cellules CD34+ dérivées du sang de cordon avec les cellules du cancer du sein in 
vitro ont provoqué des modifications fonctionnelles et moléculaires dans les cellules 
tumorales. Même si, le rôle des cellules CD34+ d’origine fœtale dans le cancer du sein 
reste à démontrer, ces résultats apportent des nouvelles approches potentielles à 
explorer. 
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ABSTRACT 

INTRODUCTION 
Microchimerism is defined as the presence of a small quantity of cells or DNA 
originating from another organism. During pregnancy, the transfer of fetal cells through 
the placental barrier is constant and bidirectional. Fetal cells able to cross the placental 
barrier are mostly hematopoietic progenitors, but also mature mononuclear blood cells. 
While the role of fetal microchimerism has been confirmed in inflammation and wound 
healing, the role of fetal cells in carcinogenesis is controversial. Some studies mention 
a protective effect of fetal microchimerism, others suggest a potential role of fetal cells 
in cancer progression. 
The principal goal of this thesis was to evaluate the impact of fetal cells on breast 
carcinogenesis by experimental and translational approaches. 
MATERIAL AND METHODS 
In the translational phase we have studied the presence of fetal cells in breast tumor 
tissue from a biobank. Samples were obtained from mothers of boys 7 ± 5 years after 
birth. Fetal cells were identified by FISH of SRY gene. Correlation between the 
presence of fetal cells in the tumors and tumor histological subtype, TNM stage and 
evolution was evaluated. Immunological modifications tumoral and surrounding tissues 
associated with the presence of fetal cells were also analysed. 
In the experimental phase we have evaluated interactions between blood cord derived 
fetal CD34+ cells and breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF-7. Cellular and 
molecular modifications were evaluated by xCELLigence technique and by 
transcriptomic analysis of breast cancer cell lines. 
RESULTS 
In breast cancer tissue, male fetal cells were found in 5 out of 23 analyzed samples. 
Those cells were localized on small surfaces and were identified as lymphocytes in 3 
cases, fibroblasts in one case, and epithelial cells in one case. The analysis of tumor 
immunological microenvironment modifications associated with fetal microchimerism 
did not reveal any difference compared to tumors without microchimerism. 
The in vitro experimental analysis of interactions between umbilical cord derived fetal 
CD34+ cells and breast cancer cell lines showed a decrease in proliferation of MDA-
MB-231 as well as MCF-7 cells, and a decrease in migration and invasion capacities 
of MDA-MB-231. The 3D analysis of spatial interactions between cells allowed to draw 
the hypothesis of cell fusion between CD34+ with tumor cells. Transcriptomic analysis 
of breast cancer cell lines and correlation with the secretome analysis of fetal CD34+ 

cells identified IL-17A and INF- as potential upstream regulators of the functional 
modifications observed in breast cancer cells. 
CONCLUSION 
Fetal cells found in tumor tissues were mostly represented by lymphocytes, fibroblasts 
and epithelial cells. The prevalence of fetal microchimerism in these breast cancers 
distant from pregnancy was lower than reported in the literature on breast cancer 
pregnancy during the pregnancy. Direct interactions of umbilical cord derived CD34+ 
cells with breast cancer cell lines in vitro have been demonstrated and induced 
functional and molecular modifications in breast cancer cells. Although the role of 
CD34+ of fetal origin in breast carcinogenesis remains to be fully demonstrated, these 
results bring new potential approaches to be investigated. 
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RESUME GRAND PUBLIC 

La persistance de cellules fœtales dans le corps de la mère après une grossesse 
(microchimérisme fœtal) peut jouer un rôle dans l’évolution des maladies. Cette thèse 
a étudié l’impact des cellules fœtales sur le cancer du sein. 
La présence de cellules fœtales dans des cancers du sein a été mis en évidence dans 
5 échantillons sur 23 cancers du sein analysés. Le profil immunitaire des cancers et 
l’évolution de la maladie n’a pas été modifié par la présence de cellules fœtales. 
Les interactions entre des cellules fœtales dérivées du sang de cordon et des cellules 
de cancer du sein en culture ont également été analysées. 
Le contact direct des cellules fœtales avec des cellules tumorales a provoqué une 
diminution de la prolifération, de la migration et des capacités d’invasion de ces 
dernières, suggérant une diminution de leur agressivité. Des modifications de leur 
fonctionnement moléculaire ont également été observés. Ces résultats apportent de 
nouvelles pistes à explorer pour améliorer la compréhension du cancer du sein. 
 

 

 

 

GENERAL PUBLIC SUMMARY 

The presence of fetal cells in the maternal body after pregnancy (fetal microchimerism) 
could play a role in the evolution of some diseases. This thesis evaluated the influence 
of fetal cells on breast cancer. 
Analysis of breast malignant tumors revealed the presence of fetal cells in 5 out of 23 
analyzed samples. The immune profile of tumors and evolution of the disease were 
not modified by the presence of fetal cells. 
Interactions between umbilical cord derived fetal cells and breast cancer cell lines 
cultured in the laboratory were also analyzed. The direct contact of fetal cells with 
breast cancer cells induced a decrease in proliferative, migratory and invasive 
capacities of breast cancer cells suggesting a decrease in breast cancer 
aggressiveness. Functional and molecular modifications were also observed. These 
results bring new trails to be explored to improve our understanding of breast cancer. 
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INTRODUCTION 

MICROCHIMERISME FŒTAL 

DEFINITION 

Le microchimérisme se définit par la présence en faible quantité dans un organisme, 

de cellules ou d’ADN provenant d’un autre individu sans qu’il n’y ait de réaction de 

greffon versus l’hôte (GVH) ou de rejet de greffe (1). Ce phénomène de 

microchimérisme peut être observé dans les suites d’une transfusion sanguine ou 

d’une transplantation d’organe, mais aussi physiologiquement après une grossesse. 

Pendant la grossesse le transit transplacentaire de cellules est un phénomène 

constant et bidirectionnel. Il commence vers la quatrième semaine de grossesse et se 

poursuit jusqu’à l’accouchement (2). Le transfert fœto-maternel est à l’origine du 

microchimérisme fœtal (présence de cellules fœtales chez la mère) et le transfert 

materno-fœtal à l’origine du microchimérisme maternel (présence de cellules 

maternelles chez l’enfant) (3). Le fœtus peut également acquérir des cellules dont 

certaines peuvent être d’origine fœtale provenant d’une grossesse antérieure (4). 

Les cellules fœtales capables de traverser la barrière placentaire sont principalement 

des cellules précurseurs hématopoïétiques (5,6), mais aussi des cellules 

mononucléées sanguines matures. Parmi les cellules matures les lymphocytes T sont 

détectés dans 30-58%,  les lymphocytes B dans 45-75%, les lymphocytes Natural 

Killers (NK) dans 44-62% et les cellules présentatrices d’antigène dans 26-58% (7,8). 

Les précurseurs hématopoïétiques microchimériques dans le sang circulant de 

femmes ont été mis en évidence par l’identification du chromosome Y par hybridation 

in situ fluorescence (FISH) sur les cellules CD34+. Ces précurseurs hématopoïétiques 

(CD34+) microchimériques peuvent être détectés chez près de 50%  de femmes 

multipares en bonne santé (9–12). 
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Les cellules souches mésenchymateuses d’origine fœtale ont été également mises en 

évidence par l’identification du chromosome Y par FISH. L’origine mésenchymateuse 

de ces cellules a été confirmée par des critères morphologiques et phénotypiques et 

un potentiel de différenciation et d’auto-renouvèlement. Ces cellules souches 

microchimériques ont été retrouvées au sein de la moelle osseuse de femmes jusqu’à 

38 ans après un dernier accouchement (13).  

 

PHYSIOPATHOLOGIE 

Durant la grossesse, la mère acquiert des cellules souches fœtales ayant la capacité 

de s’orienter vers différentes lignées selon le tissu dans lequel elles ont migré. Deux 

mécanismes ont été formulés, il s’agirait soit de cellules souches embryonnaires 

capables ensuite de se différencier en cellules souches circulantes spécifiques de 

tissus soit de cellules souches hématopoïétiques circulantes pré programmées vers la 

voie hématopoïétique qui pourraient dans certaines circonstances sortir de leur voie 

programmée pour se différencier en une autre lignée (14,15). 

 

RÔLE DU MICROCHIMERISME DANS LA PATHOLOGIE 

Le rôle du microchimérisme fœtal dans l’inflammation et la cicatrisation a été 

démontré. La présence de cellules d’origine fœtale a été mise en évidence dans des 

tissus cibles de pathologies auto-immunes qui apparaissent chez les femmes en âge 

de procréer et qui sont fréquemment exacerbées par la grossesse, telles que la 

sclérodermie, le syndrome de Gougerot-Sjögren, la cholangite biliaire primitive et les 

thyroïdites auto-immunes (16,17). L’hypothèse initiale expliquant le lien entre ces 

pathologies et la grossesse était la réaction auto-immune déclenchée ou aggravée par 

la présence dans les tissus cibles de ces cellules au caractère semi-allogénique (18). 
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Après la disparition des mécanismes de tolérance immunitaire mis en route pendant 

la grossesse, tels que l’inhibition des lymphocytes T reconnaissant les antigènes 

paternels non partagés, la présence de lymphocytes T régulateurs ou la présence de 

modulateurs de la réponse immunitaire innée comme antigènes des leucocytes 

humains (HLA)-G, ces cellules fœtales pourraient être reconnues par le système 

immunitaire. Le tableau clinique de ces maladies auto-immunes était par ailleurs jugé 

compatible avec un phénomène de réaction de GVH (19). Si une première série 

d’études sur la sclérodermie retrouvait effectivement des taux de cellules fœtales 

circulantes significativement plus élevées chez les femmes atteintes par la maladie 

(20–22), d’autres études plus récentes n’ont pas retrouvé de différence significative 

avec les groupes contrôles (23–26). Des résultats discordants ont également été 

obtenus pour la cirrhose biliaire primitive, le syndrome de Gougerot-Sjögren, les 

thyroïdites auto-immunes et le lupus érythémateux disséminé (27–31).  

La présence de cellules microchimériques d’origine fœtale dans des tissus maternels 

thyroïdiens, pulmonaires, cutanés et lymphatiques indemnes de toute pathologie 

dysimmunitaire a également était mis en évidence (32,33) faisant remettre en question 

le rôle des cellules fœtales dans le déclenchement ou l’aggravation des maladies auto-

immunes.  La présence de cellules fœtales en quantités plus importantes dans des 

tissus pathologiques s’expliquerait simplement par le fait de leur implication dans la 

réparation tissulaire, en tant que dérivés de cellules souches hématopoïétiques et 

mésenchymateuses recrutées à partir de la moelle osseuse. Le concept de 

« pregnancy-associated progenitor cells » (PAPC) a ainsi été proposé par 

Khosrotehrani et al. (34). Un adressage spécifique des cellules fœtales vers des tissus 

maternels lésés dans un modèle de régénérescence hépatique impliquant les cellules 

souches a pu être démontré (35). Une migration de cellules fœtales après des lésions 
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cérébrales sur un modèle murin a également  pu être mis en évidence, traduisant un 

passage à travers la barrière hémato-méningée et une différenciation en cellules 

neuronales ou gliales (36). Un adressage de cellules fœtales vers le tissu lésé du 

myocarde a également été mis en évidence (37). Les résultats de ces études 

suggèrent la capacité des cellules fœtales de migrer et se différencier dans un nombre 

très important de tissus d’origine mésodermique, ectodermique et endodermique. 

Un rôle potentiel du microchimérisme fœtal a également été mis en évidence dans le 

contexte des greffes allogéniques de cellules souches hématopoïétiques, utilisées 

dans les maladies hématologiques et plus rarement dans les cancers solides. Parmi 

les complications classiques de ces thérapeutiques figure le rejet de greffe et la 

réaction de GVH, avec des manifestations principalement cutanées, digestives et 

hépatiques. Le degré de compatibilité HLA entre le donneur et le receveur est le 

principal facteur prédictif de la survenue de ces complications, et constitue un 

important facteur limitant quant à leur faisabilité lorsqu’il n’existe pas de donneur HLA-

identique dans l’entourage des patients. La solution d’une greffe haplo identique (qui 

nécessite le partage d’un seul haplotype HLA entre le donneur et le receveur), 

disponible dans plus de 90% des cas dans la famille du patient, constitue une 

alternative. Dans un essai clinique prospectif, 26 patients présentant des cancers 

solides évolués et résistants à la chimiothérapie ont bénéficié d’une allogreffe de 

cellules hématopoïétiques issues de sang périphérique (38). La survie globale et la 

survie sans progression des patients ayant obtenu un greffon issu de donneuses 

présentant un microchimérisme fœtal étaient plus importantes que celles des patients 

ayant reçu un greffon issu de donneurs n’en présentant pas. Les cellules fœtales, 

ayant déjà été capables de s’intégrer dans l’organisme maternel, seraient plus aptes 

à se greffer une seconde fois dans un nouvel organisme receveur. Ce chimérisme 
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mixte, constitué de cellules souches hématopoïétiques de la donneuse et de cellules 

fœtales résultant d’une grossesse antérieure, pourrait être accepté plus facilement par 

le patient receveur que les cellules d’un donneur seules (Figure 1). Le bénéfice du 

développement d’un chimérisme mixte impliquant un microchimérisme fœtal chez les 

receveurs de transplantations d’organes solides ou de moelle hématopoïétique a été 

suggéré dans deux autres études (39,40).   

 

 

 

Figure 1. Représentation schématique du mécanisme de seconde chimérisation. (D’après Cismaru CA. et al. Incognito 

: Are Microchimeric Fetal Stem Cells that Cross Placental Barrier Real Emissaries of Peace? Stem Cell Reviews and Reports 14(5), 632-641 (2018) 

 

Les issues cliniques en lien avec le microchimerisme fœtal ont été résumés dans la 

revue par Fjeldstad et al. (41) (Tableau 1). 
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Tableau 1. Issues cliniques en lien avec le microchimerisme fœtal (d’après Kara et al, 2013 (37). 

 

 

RÔLE DU MICROCHIMERISME DANS LE CANCER 

Le rôle des cellules fœtales dans l’oncogenèse est controversé. Si certaines études 

font envisager un effet protecteur, d’autres au contraire suggèrent un rôle potentiel 

dans la progression de la maladie. La co-occurrence de ces deux hypothèses en 

fonction du type cellulaire et du tissu cible est envisageable.  
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L’implication des cellules souches mésenchymateuses allogéniques, issues le plus 

souvent du cordon ombilical, dans l’évolution des tumeurs, et notamment des 

carcinomes mammaires, a fait l’objet de nombreuses études. 

La présence de cellules fœtales XY dans des échantillons tissulaires issus de pièce 

d’hystérectomie pour cancers du col (carcinomes épidermoïdes ou adénocarcinomes) 

a été identifiée en FISH chez 6 des 8 patientes présentant un cancer du col de l’utérus 

(42). Les cellules fœtales XY étaient absentes sur les 5 échantillons témoins sains 

prélevés chez des femmes ayant eu un accouchement d’un garçon par le passé. La 

caractérisation par immuno-FISH de ces cellules microchimériques a permis de 

démontrer que 44 % des cellules étaient de phénotype lymphoïde (CD45+) et 24 % 

étaient épithéliales (Cytokératine+) (42). 

L’analyse du microchimérisme fœtal dans les carcinomes papillaires de la thyroïde a 

démontré des quantités plus élevées de cellules fœtales dans des tissus thyroïdiens 

néoplasiques par rapport au tissu thyroïdien sain issu du lobe controlatéral (43), 

suggérant un recrutement des cellules fœtales sur le site tumoral primitif. La sous-

population de cellules fœtales de phénotype lymphoïde (CD45+) a été identifiée 

exclusivement dans les tissus tumoraux tandis que la population de cellules fœtales 

épithéliales différenciées (Thyroglobuline+) a été retrouvée à la fois dans les tissus 

tumoraux et dans les tissus sains. L’hypothèse d’un rôle cytotoxique des cellules 

fœtales lymphoïdes vis-à-vis des cellules tumorales était soulevée, tandis que la 

nature épithéliale de l’autre population pouvait témoigner de son implication dans la 

réparation tissulaire.  

Microchimérisme fœtal a également été mis en évidence dans le tissu des mélanomes 

découverts pendant la grossesse ou jusqu’à 6 mois du post-partum (44). La présence 

de cellules XY a été retrouvé dans 10 échantillons sur 16, comparé à 1 échantillon sur 
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8 du tissu provenant de nevi diagnostiqués pendant la grossesse. Le phénotype des 

cellules XY correspondait principalement aux cellules endothéliales. 

Lors de l’analyse de pièces opératoires de chirurgie thoracique, des cellules fœtales 

ont été mis en évidence en quantités sept fois supérieures dans des tissus pulmonaires 

et thymiques pathologiques en comparaison avec des échantillons de moelle osseuse 

prélevés chez les mêmes patientes (45). Ces cellules fœtales étaient isolées et 

dispersées sur l’ensemble des échantillons, mais nettement plus fréquemment 

retrouvées à la périphérie ou au contact immédiat des lésions tumorales.   

De manière similaire, une localisation préférentielle des cellules fœtales au niveau des 

lésions tumorales sur des pièces opératoires de cancer du sein a été retrouvée avec 

des signaux SRY en réaction de polymérisation en chaîne (PCR) significativement plus 

nombreux au cœur des tumeurs par rapport aux tissus adjacents et aux tissus sains à 

distance (46). Un signal positif était détecté sur 100% des 19 pièces opératoires 

étudiées au niveau des sites tumoraux, et 64% des échantillons étudiés au niveau des 

sites sains à distance de la tumeur. La quantité d’ADN SRY détecté suivait un gradient 

allant de 171 pg/ml au centre de la tumeur à 86 pg/ml en périphérie et 7 pg/ml dans le 

tissu normal. Cette observation pourrait être expliquée par l’attraction des cellules 

fœtales par le tissu tumoral et/ou son micro-environnement périphérique. 

 

CANCER DU SEIN 

EPIDEMIOLOGIE 

Le cancer du sein est le premier cancer de la femme avec 58 083 nouveaux cas 

estimés en France en 2020 (47,48). C’est la première cause de décès par cancer chez 

la femme avec 12 146 décès en 2018 (14% des décès par cancer en 2018) (48). L’âge 

médian au diagnostic est de 61 ans. La survie moyenne à 5 ans est estimée à près de 
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85% avec une constante augmentation de la survie nette (49). Le taux de mortalité 

diminue d’année en année (-1.5 par an en moyenne entre 2005 et 2012) (48). Ceci est 

expliqué par l’amélioration des traitements et par un dépistage du cancer du sein de 

plus en plus adapté au niveau de risque de chaque femme, qui permet de 

diagnostiquer les cancers à un stade plus précoce, de meilleur pronostic.   

Le développement du cancer du sein est multifactoriel, impacté par des facteurs 

génétiques et non génétiques. 

 

ANATOMIE DU SEIN 

Le sein est constitué d’une glande mammaire et d’un tissu conjonctif de soutien (Figure 

2). La glande mammaire est une glande exocrine hormono-dépendante, qui se 

développe et fonctionne notamment sous l’influence des hormones sexuelles 

ovariennes (les œstrogènes et la progestérone). 

 

 

Figure 2. Histologie normale du parenchyme mammaire adulte (coloration standard, HE) (D’après Rosen’s Breast 

Pathology, 4th Edition, Wolter’s Kluwer, 2015). 

A : alvéole / acini ; GI : galactophore intralobulaire ; GE : galactophore extralobulaire ; V : vaisseau. 
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Le sein est constitué de quinze à vingt lobes, contenant chacun des lobules et des 

canaux, assurant la production et le transport de lait vers le mamelon en période 

d’allaitement. Les lobules sont essentiellement situés en périphérie par rapport au 

mamelon et sont plus particulièrement nombreux dans le quadrant supéro-externe. 

Chaque lobule contient dix à cent alvéoles (ou acini) dont la paroi est constituée de 

cellules épithéliales sécrétoires et de cellules myoépithéliales contractiles. Chaque 

alvéole est drainée par un ductule dont la paroi est tapissée de cellules épithéliales 

non sécrétoires et de cellules myoépithéliales. Ces ductules confluent en un canal 

lactifère lobulaire ou galactophore lobulaire, qui rejoint le système canalaire 

extralobulaire. Ce dernier est constitué de canaux de plus grand calibre, à contours 

festonnés, qui confluent progressivement de manière arborescente pour réaliser les 

canaux lactifères majeurs, dont une dizaine atteindra le mamelon en surface (Figure 

3). A leur partie terminale, ils présentent une zone de transition entre un épithélium 

cubocylindrique de type glandulaire et un épithélium malpighien kératinisant, analogue 

à celui qui tapisse la surface du mamelon. 

Le tissu conjonctif comprend des fibres de collagène, du tissu adipeux, des filets 

nerveux et des vaisseaux sanguins ou lymphatiques. Il est subdivisé en tissu conjonctif 

dit palléal, plus lâche et plus richement vascularisé, qui borde immédiatement les 

lobules, et en tissu conjonctif interlobulaire plus dense et fibreux. En situation 

physiologique, il ne comporte que de rares cellules inflammatoires dispersées : 

lymphocytes, plasmocytes et macrophages.  

La proportion des deux composants, épithélial et conjonctif, varie en fonction de 

facteurs individuels et de l’âge (50). 
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Figure 3. Structure anatomique du sein (D’après Haute Autorité de Santé, Dépistage et prévention du cancer du sein, 2015) 

Le sein est constitué de deux compartiments : la glande mammaire et le tissu conjonctif. La glande mammaire est composée de 
15 à 20 lobes séparés par du tissu graisseux, contenant chacun des lobules et des canaux assurant la production et le transport 
du lait vers le mamelon en période d’allaitement. Le tissu conjonctif comprend des fibres, de la graisse et des vaisseaux sanguins 
et lymphatiques. La proportion de ces deux composants varie en fonction de facteurs individuels et de l’âge.  

 

 

Le drainage lymphatique du cancer du sein se dirige essentiellement vers les 

ganglions axillaires (Figure 4). La diffusion ganglionnaire axillaire se fait de proche en 

proche à partir des ganglions les plus proches de la tumeur pour ensuite atteindre les 

ganglions situés sous la veine axillaire et gagner les ganglions sous-claviculaires et 

mammaires internes (à l'intérieur du thorax, autour du sternum) (51). L’atteinte 

ganglionnaire est un élément majeur du pronostic. 
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Figure 4. Drainage lymphatique ganglionnaire des seins (D’après Haute Autorité de Santé, Dépistage et prévention du 

cancer du sein, 2015) 

Les ganglions lymphatiques de drainage du sein sont axillaires, sus-claviculaires, sous-claviculaires et mammaires internes (à 
l'intérieur du thorax, autour du sternum).  Le drainage lymphatique du sein serait orienté selon un axe antéropostérieur : la partie 
superficielle du sein se drainerait dans le creux axillaire, conformément aux observations anatomiques classiques, et la partie 
profonde se drainerait dans les chaînes mammaires interne et externe. 

 

FACTEURS DE RISQUE DU CANCER DU SEIN 

Facteurs non génétiques 

Facteurs de risque intrinsèques 

 

Après le genre, l’âge est considéré comme le facteur de risque le plus important. Près 

de 50% des cancers du sein sont diagnostiqués entre 50 et 69 ans et environ 28% 

sont diagnostiqués après 69 ans (52). Le risque de cancer du sein est quatre fois plus 

important chez les femmes âgées de plus de 50 ans que chez celles âgées de moins 

de 50 ans (53). 

Une exposition précoce et prolongée à une imprégnation hormonale endogène 

augmente le risque de cancer du sein. Ainsi une ménarche précoce avant 12 ans, une 

ménopause tardive après 54 ans majorent ce risque.  

Les grossesses modulent également le risque de cancer du sein, la nulliparité et un 

âge supérieur à 30 ans à la première naissance majorent ce risque. Une diminution 
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estimée du risque à -8% par enfant né et un augmentation du risque de +3% par année 

supplémentaire avant la première grossesse ont été rapportés (54). 

Le surpoids et l’obésité, notamment après la ménopause (55–57), sont également des 

facteurs de risque démontrés de cancer du sein. Une revue de la littérature réalisée 

par Carmichael en 2002 analysant 7 études de cohortes prospectives et incluant 

337 819 femmes et 4385 cancers du sein invasifs a rapporté un risque relatif (RR) de 

cancer du sein de 1,26 chez des femmes ménopausées ayant un indice de masse 

corporelle (IMC) ≥ 28 kg/m2 (56). Cette augmentation du risque serait  linéaire, de 9 à 

31% pour une augmentation de 5 kg/m2 d’IMC chez la femme ménopausée (58).   

Le diabète de type 2 augmente également le risque de cancer du sein avec un impact 

négatif sur le risque de mortalité par cancer du sein (59,60). 

Parmi les facteurs en lien avec la glande mammaire une densité mammaire 

radiologique supérieure à 75% après la ménopause (BIRADS-D) est un facteur de 

risque de développer un cancer du sein (61,62). Le diagnostic d’une lésion frontière 

du sein (lésions épithéliales mammaires avec atypies), telles que l’hyperplasie 

canalaire atypique, l’hyperplasie lobulaire atypique et le carcinome lobulaire in situ 

place les femmes dans un groupe à risque élevé de cancer du sein (61). Le sur-risque 

de cancer du sein serait compris entre 2 et 10 fois selon les lésions concernées 

(63,64). 

Les antécédents personnels de cancer notamment de cancer du sein, de l'ovaire ou 

de l’endomètre augmentent le risque de cancer du sein de façon avérée (61). Le sur-

risque est majoré quand le premier cancer du sein est survenu avant l’âge de 40 ans 

(rapport d’incidence compris entre 2,8 et 7,4 comparé à la population générale) (65). 

Chez ces femmes, le RR de cancer du sein controlatéral est également majoré en cas 
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d’antécédent familial (RR = 5 pour plusieurs parents atteints) et d’IMC élevé (RR 

compris entre 1,37 et 1,77) (65).  

 

Facteurs de risque extrinsèques 

 

Le mode de vie peut influencer le risque de cancer du sein. Une relation linéaire entre 

la consommation d’alcool et le cancer du sein a été mis en évidence et ceci dès une 

consommation moyenne d’un verre d’alcool par jour (66,67) avec une augmentation 

du risque de 10% (IC95% : [5 -15]) pour chaque verre d’alcool quotidien 

supplémentaire (10g) (66).  

L’activité physique pourrait diminuer le risque de cancer du sein. En effet, dans la 

cohorte E3N, les auteurs ont démontré une réduction du risque de cancer du sein 

observée pour une activité modérée à vigoureuse de 30-60 minutes par jour (68).  

Le tabagisme actif de plus de 10 ans est également considéré comme facteur de risque 

de cancer du sein.  

Un antécédent personnel d’irradiation thoracique médicale à haute dose notamment 

un antécédent d’irradiation pour maladie de Hodgkin majore le risque de survenue de 

cancer du sein particulièrement quand la maladie est survenue à un âge jeune (61,69).  

L’exposition aux hormones exogènes peut également impacter le risque de cancer du 

sein. Les contraceptifs hormonaux, utilisés depuis plus de 10 ans, peuvent augmenter 

ce risque (13). Une étude danoise de 2017 incluant 1,8 millions de femmes utilisatrices 

de contraception hormonale a rapporté un RR de 1,20 (IC95% [1.14 - 1.26]). Ce risque 

est temps-dépendant passant de RR de 1,09 (IC 95% [0.96 - 1.23]) quand l’utilisation 

est de moins d’un an à un RR de 1,38 (IC95% [1.26 - 1.51]) pour une utilisation de plus 

de 10 ans (71). Une revue de la littérature du Collège National des Gynécologues 

Obstétriciens Français (CNGOF), confirme que la prise d’une contraception 
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œstroprogestative est associée à un sur-risque de cancer du sein en cours d’utilisation 

(72). Ce risque néanmoins revient au risque de la population non-exposée 5 ans après 

l’arrêt de l’utilisation. 

Le traitement hormonal substitutif (THS) de la ménopause a été suggéré comme 

facteur de risque de cancer du sein (61). En effet, un essai clinique américain 

randomisée, prospective en double insu réalisé en 2002 par Women’s Health Initiative, 

comparant le THS (estrogènes conjugués et méthoxyprogestérone) au placebo a 

démontré un RR de cancer du sein de 1,26 (IC95% [1.00-1.59])  chez les utilisatrices 

du THS (73). Cependant, ce surrisque n’a pas été confirmé en cas d’utilisation des 

estrogènes seuls. 

En 2003, l’étude de cohorte, prospective, Million Women Study, incluant plus d’un 

million de femmes en Grande-Bretagne a montré un RR de cancer du sein de 1,66 

(IC95% : [1.58-1.75]) chez les utilisatrices du THS ainsi qu’un risque de surmortalité 

avec un RR de 1,22 (IC 95% : [1.00-1.48]) (74). L’étude de cohorte française E3N 

portant sur près de 100 000 femmes volontaires adhérentes à la Mutuelle Générale de 

l’Education Nationale a trouvé un surrisque des traitements combinés dépendant 

principalement du choix du progestatifs (75). Ainsi une absence de risque significatif, 

pour une durée d’utilisation inférieure à 4 ans a été mise en évidence pour la 

progestérone micronisée ou la dydrogestérone vs. une augmentation du risque avec 

un RR de 1,69 (IC 95% : [1.50-1.91]) pour les autres progestatifs de synthèse. Le RR 

retrouvé en cas de prise d’œstrogènes seuls était de 1,29 (IC95% : [1.02-1.65]). 
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Facteurs génétiques 

L’origine génétique pourrait concerner jusqu’à 5 à 10 % des cancers du sein (61) avec 

des taux pouvant atteindre 10% au sein de certaines populations présentant des 

mutations fondatrices (76). 

Une histoire familiale de cancer du sein ou de l’ovaire dans la branche maternelle ou 

paternelle est un facteur de risque reconnu (61). Les femmes ayant un antécédent 

familial de cancer du sein chez une parente au 1er degré présentent un risque deux 

fois plus élevé de cancer du sein comparé aux femmes sans antécédent familial (77). 

Le surrisque augmente avec le nombre de cas familiaux de cancer du sein invasif et 

avec l’âge précoce au diagnostic. Près de 20 à 30% des cancers du sein sont 

découverts chez des femmes ayant des antécédents familiaux de cancers, dont des 

cancers du sein (52). Cette observation peut être expliquée par l’exposition 

environnementale aux facteurs extrinsèques ou à des facteurs héréditaires, 

néanmoins le rôle du hasard ne peut être écarté (78). 

La prédisposition génétique identifiée est le plus souvent liée à la présence d’une 

altération constitutionnelle de deux gènes intervenant dans certains mécanismes de 

réparation de l’ADN : BRCA 1 (Breast cancer gene 1), localisé sur le bras long du 

chromosome 17 et BRCA 2, localisé sur le bras long du chromosome 13 (79). Leur 

transmission se fait sur un mode autosomique dominant avec une pénétrance variable 

selon les familles et les générations (61,65). En fonction du type de gène impliqué, des 

antécédents familiaux de cancer du sein et de l'âge de la patiente, le risque à vie de 

cancer du sein chez les femmes porteuses d'une mutation BRCA varie entre 40 % et 

85 % à 80 ans contre 12 % dans la population générale (80–83). 
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D’autres gènes ont également été identifiés tels que TP53 (syndrome de Li Fraumeni), 

STK11(syndrome de Peutz-Jeghers), PTEN (syndrome de Cowden), CDH1, ATM, 

PALB2 notamment. 

 

CLASSIFICATION DES CANCERS DU SEIN 

 

Le cancer du sein est une pathologie hétérogène aussi bien au niveau histologique 

que cellulaire. Il apparaît important de pouvoir classer ces différents cancers du sein 

afin d’adapter au mieux la stratégie thérapeutique. Plusieurs classifications existent 

reposant sur les caractéristiques anatomopathologiques de la tumeur, son grade 

histologique, le stade carcinologique et la classification moléculaire. La majorité des 

tumeurs mammaires (95%) sont des adénocarcinomes. Les tumeurs mammaires 

peuvent franchir ou non la lame basale les classant ainsi en adénocarcinome non 

infiltrant (ou in situ) ou infiltrant/invasifs (52). 

Les adénocarcinomes in situ représentent 15% des adénocarcinomes mammaires et 

correspondent au stade initial du cancer. Ils se subdivisent en deux types en fonction 

de la zone de prolifération des cellules malignes. Ainsi, les tumeurs dérivées de la 

lumière des canaux galactophores sont des carcinomes canalaires in situ (CCIS) et 

les tumeurs dérivées d’un lobule sont des carcinomes lobulaires in situ (CLIS) (52,65). 

Les adénocarcinomes infiltrants représentent environ 80% des adénocarcinomes 

mammaires. Les cellules cancéreuses de ces tumeurs ont la capacité de rejoindre la 

circulation sanguine et acquérir des propriétés métastatiques. Les métastases 

mammaires se développent en premier lieu dans le cerveau, les poumons et les os. 

Deux principaux types de cancer infiltrant sont identifiés : les carcinomes canalaires 
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infiltrants pour 75% et les carcinomes lobulaires infiltrants pour 5-15% des 

adénocarcinomes infiltrants (52,65).  

La classification TNM reposant sur le degré d’extension du cancer est utilisée en 

clinique. Cette classification prend en compte la taille de la tumeur (T), l’atteinte 

ganglionnaire (N) et la présence de métastases (M). 

La classification par grade Scarff-Bloom-Richardson (SBR) est utilisée en histologie et 

repose sur trois critères : le degré de différenciation cellulaire, la forme du noyau et 

l’activité mitotique estimant la vitesse de division cellulaire. 

En plus du grade histopronostique, l’évaluation de l’expression des récepteurs aux 

œstrogènes (ER), à la progestérone (PR) et du récepteur à l’epidermal growth factor 

2 (HER2) est systématiquement effectuée par immunohistochimie (IHC). Le marquage 

Ki-67 associé à la prolifération cellulaire est également réalisé afin d’évaluer le 

pronostic.  

Une classification moléculaire a été proposée au début des années 2000 permettant 

d’aborder le cancer du sein par sa biologie, notamment l’expression des récepteurs 

hormonaux (RH) ER et PR et du HER2 (84). Les cancers du sein sont ainsi subdivisés 

en deux groupes : les tumeurs RH+ et les tumeurs RH-. 

Les tumeurs RH+ représentent 50 à 70% des tumeurs (85,86). Elles sont qualifiées de 

luminales de par leur profil d’expression rappelant celui des cellules luminales de 

l’épithélium mammaire (84). On distingue les tumeurs luminales A et luminales B. Les 

tumeurs luminales A sont les plus fréquentes (40 à 60%) avec un meilleur pronostic et 

un faible taux de récidive. Elles sont généralement de bas grade. Elles expriment 

fortement ER et généralement PR, contrairement aux tumeurs luminales B moins 

fréquentes (10 à 20%) et généralement de haut grade, exprimant plus faiblement ER. 
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Une partie de ces tumeurs luminales B surexpriment HER2 et subdivisent ce groupe 

en tumeurs luminales B HER2- et tumeurs luminales B HER2+.  

Les tumeurs RH- représentent 30% des tumeurs (85,86). On distingue les tumeurs 

sur-exprimant HER2 (HER2+) et les tumeurs dites basal like, la plus souvent triple 

négative, c’est-à-dire n’exprimant aucun des trois récepteurs. Ces tumeurs RH- ont un 

pronostic plus sombre. 

 

MICROENVIRONNEMENT IMMUNITAIRE DANS LE CANCER DU SEIN 

Il est désormais bien établi que la transformation néoplasique d’un tissu induit une 

réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales. La progression du cancer 

résulte ainsi d’un échappement des cellules tumorales à la veille immunitaire, faisant 

suite à une phase d’élimination – au cours de laquelle les cellules tumorales sont 

entièrement détruites par le système immunitaire - et à une phase d’équilibre, pendant 

laquelle leur croissance est simplement inhibée (87). 

Parmi les principaux mécanismes d’échappement documentés pour les cellules 

carcinomateuses mammaires figurent notamment une diminution de l’expression des 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) et une 

augmentation de l’expression de facteurs immunosuppresseurs, ce qui entraîne une 

diminution de l’activité lytique des cellules T cytotoxiques CD8+ (88). 

 

Lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) 

La principale méthode d’évaluation globale quantitative en routine de l’intensité de la 

réponse immunitaire induite par les cellules tumorales repose sur le score TILs 

(« tumor infiltrating lymphocytes »). Ce score, établi sur une coloration histologique 

standard (hématoxyline-éosine-safran, HES ou hématoxyline-phloxine-safran, HPS), 
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correspond au pourcentage de la surface du stroma tumoral occupée par des cellules 

inflammatoires (lymphocytes, plasmocytes et éventuellement macrophages) rapportée 

à la surface totale du stroma (88). 

Le phénotype « TILs élevé » (Figure 5) est plus fréquemment observé dans les 

tumeurs triple négatives et les tumeurs surexprimant l’HER2. Au sein de ces groupes, 

il a été associé statistiquement à des grades histologiques plus élevés et à une 

moindre fréquence d’invasion lymphovasculaire (89). 

 

 

Figure 5. Carcinome canalaire infiltrant l’architecture médullaire, Grade Elston-Ellis III, TILs élevé (80%) 
(coloration standard, HE) (D’après WHO Classification of tumors of the breast, 5th Edition, WHO Press, 2019) 

 

Plusieurs études récentes ont démontré une corrélation significative entre le 

phénotype « TILS élevé » (avec un seuil couramment retenu entre 40 et 60%) et le 

taux de régression histologique complète des cancers du sein après chimiothérapie 

néoadjuvante (90). Cette relation a pu être mise en évidence dans tous les sous-types 

d’adénocarcinomes mammaires, indépendamment de l’expression des récepteurs 

hormonaux ou de l’HER2. Une corrélation positive entre le score TILs établi au 

diagnostic et la survie globale des patientes a également été mise en évidence pour 
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les tumeurs triples-négatives et les tumeurs non-luminales HER2+ (91). En revanche, 

cet impact sur la survie globale n’a pas été mis en évidence pour les tumeurs exprimant 

les récepteurs hormonaux.   

La détermination précise des sous-types cellulaires composant les TILs est difficile en 

routine. Les modalités de leur évaluation ne sont pas encore définies (coloration 

standard ou spécifique par exemple). Néanmoins, des travaux de recherche ont 

permis de préciser le rôle individuel des différents types cellulaires impliqués (Figure 

6). 

La majorité des cellules qui composent l’infiltrat sont des lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques. Les autres cellules représentées dans l’infiltrat du stroma dans des 

proportions variables sont des cellules NK, macrophages et cellules dendritiques 

présentatrices d’antigène. Ainsi, les cellules T CD4+ de type Th1, cellules T CD8+ 

cytotoxiques, cellules NK, macrophages M1 et cellules dendritiques sont considérées 

comme protectrices contre la croissance tumorale. A l’inverse, les cellules T CD4+ de 

type Th2, les cellules T CD4+ régulateurs exprimant la protéine « forkhead box P3 » 

(FOXP3) et les macrophages M2 favoriseraient la progression tumorale (88).  
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Figure 6. Le dialogue cellulaire entre différentes sous-classes de leucocytes et leur contribution 
prédominante à des activités pro ou anti-tumorales (D’après Salgado R., Denkert C. et al. The evaluation of tumor infiltrating 

lymphocytes (TILs) in breast cancer: recommendations by an international TILs working group 2014. Annals of Oncology 2015. 26(2), 259-71) 

Leucocytes de la lignée myéloïde, macrophages aux propriétés pro-tumorigènes (M2) ou anti-tumorigènes (M1), sous-types de 
lymphocytes T helpers, lymphocytes T cytotoxiques, lymphocytes T régulateurs, lymphocytes B et cellules dendritiques. 
 

 

Le ratio lymphocytaire CD4 / CD8 au sein du stroma tumoral a été identifié comme un 

marqueur pronostic complémentaire au TILs (89). Ce ratio lymphocytaire CD4/CD8 

serait plus élevé dans les tumeurs surexprimant l’antigène HER2. Une corrélation 

statistiquement significative entre ce ratio et la survie sans récidive et la survie globale 

dans le cas des tumeurs triples négatives a été mise en évidence (9). 

 

Structures lymphoïdes tertiaires (TLS) 

Le rôle des structures lymphoïdes tertiaires (TLS) dans le cancer du sein a été 

également exploré. Ces structures, décrites récemment dans diverses tumeurs 

malignes et dans des sites d’inflammation chronique non néoplasiques, sont 

analogues aux organes lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques), mais 

induites localement au sein du microenvironnement. Leur formation est une réaction 

de lymphocytes B au sein d’un follicule primaire à une présentation antigénique 
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classique par des cellules dendritiques. Les lymphocytes B sont ainsi activés. En 

parallèle les follicules primaires sont stimulés par des lymphocytes TFH (« follicular 

helpers ») CD4+ pour constituer un follicule lymphoïde secondaire qui aboutira 

finalement à l’apparition d’un centre germinatif. Leur rôle est de fournir localement des 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, T CD4+ helpers, lymphocytes B mémoires et 

plasmocytes producteurs d’anticorps, afin de participer à la clairance tumorale (92).  

Les TLS peuvent être identifiées facilement en histologie standard. Leur présence peut 

être éventuellement confirmée à l’aide d’un marquage immunohistochimique dirigé 

contre les lymphocytes B (CD20+) et/ou les cellules folliculaires dendritiques (CD21+ 

/ CD23+). Elles sont le plus souvent situées au niveau du front d’infiltration des tumeurs 

(Figure 7). Elles ont été associées à un pronostic plus favorable dans de nombreux 

cancers solides, et notamment dans le cancer du sein où leur signification pronostique 

est globalement superposable à celle du phénotype « TILs élevé » (91).  

 

 

Figure 7. Structure lymphoïde tertiaire (TLS) (flèches noires) avec centre germinatif (flèche rouge) 
associée à un carcinome hépatocellulaire (CHC) (coloration standard, HES). (D’après Calderaro J. et al. Intra-tumoral 

tertiary lymphoid structures are associated with a low risk of early recurrence of hepatocellular carcinoma. J. Hepatol 2019. 70(1), 58-65) 
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CANCER DU SEIN ET GROSSESSE 

Le risque de cancer du sein est influencé par la grossesse. Comme souligné 

auparavant, chaque naissance diminue le risque estimé de 8%. Chaque année  

supplémentaire avant la première grossesse augmente ce risque de 3% (54). 

Néanmoins, le pronostic du cancer du sein serait dépendant de la temporalité de 

survenue du cancer par rapport à la grossesse (93–95). Pendant la grossesse, en 

post-partum immédiat et jusqu’à trois à quatre années après l’accouchement une 

augmentation du risque de cancer du sein a été suggérée (96). A long terme et 

notamment 15 ans après l’accouchement, la parité pourrait être un facteur protecteur 

contre le cancer du sein. Cette observation a permis d’avancer des hypothèses 

expliquant l’effet bénéfique de la grossesse sur la survenue du cancer du sein.  

 

Cancer du sein associé à la grossesse 

Le cancer associé à la grossesse (CALG) est une entité particulière en oncologie, 

défini comme un cancer diagnostiqué pendant la grossesse ou jusqu’à un an voire 4-

5 ans après l’accouchement. Le cancer du sein avec son incidence de 1 / 3 000 à 1 / 

10 000 grossesses est le premier CALG devant le cancer du col utérin. Les cancers 

du sein associés à la grossesse surviennent dans 60% des cas pendant la gestation, 

et dans 40% des cas au cours de l’année suivant l’accouchement. Ils représentent 

3,8% de l’ensemble des cancers du sein, et jusqu’à 18% des cancers du sein 

survenant chez les femmes de moins de 30 ans (97). 

En comparaison avec les cancers du sein non associés à la grossesse, les CALG sont 

plus souvent des carcinomes canalaires infiltrants de grade histologique élevé, de plus 

grande taille au diagnostic et plus souvent associés à un envahissement ganglionnaire 
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allant jusqu’à 70% des cas. Ils n’expriment généralement pas les RH, et surexpriment 

la protéine HER2 dans près de 40 % des cas. Ils sont également plus souvent associés 

à une réponse inflammatoire significative avec un phénotype « TILs élevé » dans 14 à 

28% des cas (98). Il existe par ailleurs fréquemment un retard diagnostic du fait des 

modifications anatomiques du sein au cours de la grossesse qui peut influencer le 

stade du cancer lors de sa découverte, et son pronostic (97). 

Néanmoins, les analyses après ajustement selon l’âge montre que le pronostic des 

patientes avec CALG est similaire aux femmes non enceintes présentant un cancer 

du sein (99,100). Les connaissances actuelles permettent de proposer un traitement 

similaire à celui proposé en dehors d’une grossesse, en adaptant la séquence 

thérapeutique à l’âge gestationnel, au stade de la maladie et au choix de la patiente.   

 

Hormones en lien avec la grossesse 

L’augmentation du risque de cancer du sein associé à la grossesse pourrait être 

expliquée par l’élévation physiologique des concentrations en estrogènes et/ou autres 

facteurs de croissance pendant la grossesse. 

 

Cellules souches mammaires en lien avec la grossesse 

Cellules souches mammaires sont impliquées dans les modifications structurales au 

sein du tissu mammaire. Elles possèdent un potentiel de différenciation en cellules 

myoépithéliales luminales et basales (101–103). Elles pourraient participer à l’initiation 

de la cancérogénèse mammaire (104). 

Physiologiquement durant la grossesse le nombre de cellules épithéliales mammaires 

augmente massivement, du fait de l’expansion du contingent de cellules souches et 

des cellules intermédiaires proliférantes (Figure 8). Cette prolifération de cellules 
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épithéliales s’accompagne d’une augmentation de l’angiogenèse et d’une 

augmentation du contingent de cellules stromales, ainsi que de changements de la 

matrice extracellulaire. Ainsi, si la grossesse survient chez une femme dont 

l’épithélium mammaire contient une cellule souche présentant une altération génétique 

à risque, une sélection clonale peut être observée. 

 

 

 

Figure 8. Aspect histologique d’un adénome lactant, forme extrême de l'hyperplasie lobulaire avec 
hyperplasie sécrétoire observée pendant la grossesse (coloration standard, HE). (D’après Rosen’s Breast 

Pathology, 4th Edition (Wolter’s Kluwer, 2015) 

 

En revanche après la grossesse, le nombre de ces cellules épithéliales décroît 

parallèlement à une diminution de la densité mammaire. Lors de cette involution, la 

protéolyse induisant la dégradation de la matrice extracellulaire pourrait provoquer des 

lésions de la membrane basale. Ceci pourrait faciliter la progression, l’invasion et 

l’essaimage métastatique de cellules tumorales (105).  

La diminution du risque de cancer du sein à distance de l’accouchement pourrait être 

expliquée par la perte du potentiel de transformation néoplasique par les cellules 

souches mammaires en lien avec leur différenciation pendant la grossesse. La 
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différenciation du tissu mammaire serait amorcée par la première grossesse puis 

accentuée par les suivantes. 

 

Immunité en lien avec la grossesse 

Pendant la grossesse un état d’immunotolérance maternelle est établi afin de 

permettre l’implantation et la placentation (106). Cet état d’immunotolérance pourrait 

inhiber le système de la veille immunitaire contre les cellules tumorales au cours de la 

grossesse, notamment par le biais de l’antigène HLA-G, marqueur initialement identifié 

à la surface des cellules trophoblastiques, qui semble également fréquemment 

exprimé par les cellules tumorales mammaires pendant la grossesse (107). 

 

Cellules fœtales 

Les cellules fœtales allogéniques transmises à la mère pendant la grossesse, 

pourraient participer à la surveillance immunitaire contre le cancer du sein à distance 

de la grossesse. Tandis que les cellules d’origine hématopoïétique joueraient un rôle 

de sentinelle et de médiateurs dans la veille immunitaire contre les cellules tumorales, 

les cellules mésenchymateuses seraient impliquées dans la réparation des tissus 

lésés (18). 

 

CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES ET CANCER 

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont des cellules progénitrices 

pluripotentes non hématopoïétiques qui contribuent au maintien et à la régénération 

des tissus conjonctifs (108). Bien que les CSM résident essentiellement dans la moelle 

osseuse, elles sont également relativement abondantes dans d’autres tissus, 

notamment le tissu adipeux, le derme, l’endomètre, le cordon ombilical ou la pulpe 
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dentaire (109). Outre leur aptitude à se différencier en cellules mésenchymateuses 

spécialisées telles que les fibroblastes, les adipocytes, les chondrocytes, les 

ostéoblastes ou les cellules endothéliales, les CSM ont également un rôle 

immunomodulateur via leur capacité à produire des chémokines, notamment la 

prostaglandine E2 (PGE2), l’interleukine 6 (IL-6), la protéine Fas-ligand (FasL) ou la 

protéine « Programmed death-ligand 1 » (PD-L1). La contribution des CSM à la 

réparation tissulaire a été mise en évidence après la survenue de dommages 

tissulaires et dans les contextes d’inflammation chronique, où des signaux endocrines 

spécifiques sont produits par les tissus lésés afin de mobiliser des CSM pluripotentes 

de la moelle osseuse et de les recruter dans des tissus cibles. L’implication des CSM 

dans la formation de cicatrices fibreuses a notamment été démontrée (110).  

Dans le tissu tumoral du cancer du sein le stroma a des propriétés proches de celles 

du tissu atteint d’une inflammation chronique ou en voie de cicatrisation. Les cellules 

stromales recrutées au sein de la tumeur ont des capacités à la fois pro et anti-

tumorigènes. Elles induisent une réaction desmoplastique stimulant une sécrétion 

constante de facteurs de croissance, de cytokines et de protéines de remodelage de 

la matrice extracellulaire. Les interactions entre les cellules du stroma tumoral et les 

cellules mésenchymateuses sont capables d’induire l’acquisition du potentiel invasif 

puis métastatique par les cellules tumorales. La transition épithélio-mésenchymateuse 

(TEM) qui se traduit par la diminution de l’expression de molécules d’adhésion 

conduisant à une perte partielle du phénotype épithélial des cellules carcinomateuses 

pourrait être induite par les CSM (111).  

Les CSM injectées par voie intraveineuse semblent être attirées par les niches 

tumorales de gliomes, adénocarcinomes coliques, carcinomes ovariens, sarcomes de 

Kaposi et mélanomes, mais aussi par les niches tumorales du cancer du sein (112). 
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Ce recrutement serait lié à la production par les cellules tumorales de facteurs 

solubles, notamment l’IL-6 (113).  

Le rôle de CSM dans la cancérogénèse n’est pas complétement élucidé. Néanmoins, 

les résultats in vitro et in vivo retrouvent principalement un effet pro-oncogène des 

CSM dans les cancers en général et plus particulièrement dans le cancer du sein.   

Dans un modèle murin de xénogreffe, l’injection intraveineuse concomitante de CSM 

et de cellules tumorales mammaires humaines provoquait une croissance tumorale 

plus importante et un taux de métastases pulmonaires plus élevé (112). Ceci pourrait 

être lié à la sécrétion de la cytokine ligand de chimiokine 5 (CCL5) par les CSM 

stimulée par le contact avec les cellules tumorales mammaires. La cytokine CCL2 de 

manière paracrine pourrait augmenter les capacités de migration et d’invasion de 

cellules tumorales.  

Ces résultats ont été confirmés in vitro après exposition de cellules carcinomateuses 

mammaires à un milieu conditionné de cellules souches mésenchymateuses issus de 

sang de cordon où une augmentation de la prolifération et de la migration des cellules 

tumorales  exposées ont été observées (114).  

Un effet opposé a été noté dans un modèle murin où l’injection concomitante de 

cellules tumorales mammaires et de CSM humaines à des souris réduisait la 

prévalence de métastases mammaires et conduisait à une inhibition de la croissance 

des cellules tumorales par un effet pro-apoptotique (115).  
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CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES ET CANCER 

 

Contrairement aux cellules immunitaires matures et aux CSM, le rôle de cellules 

souches hématopoïétiques (CSH) dans la cancérogénèse a été peu étudié avec des 

résultats expérimentaux discordants. 

Dans un modèle murin de carcinome hépatocellulaire une surexpression des gènes 

WNT4 et p53 impliqués dans l’oncogenèse hépatique a été observée chez les rat 

après injection intraveineuse de cellules précurseurs hématopoïétiques humaines 

CD34+, comparé aux contrôles n’ayant pas reçu d’injection de CD34+ (116). Ceci 

s’accompagnait d’une augmentation du pourcentage de cellules cancéreuses 

progénitrices et une augmentation du grade histologique des carcinomes 

hépatocellulaires par rapport au groupe contrôle. Ces résultats suggéraient un effet 

délétère des CSH CD34+ sur la progression des carcinomes hépatocellulaires. 

L’attraction de cellules hématopoïétiques par les nid tumoraux de glioblastome après 

injection intraveineuse a été mise en évidence (117). Dans un modèle de co-culture 

de cellules de glioblastome avec des cellules hématopoïétiques CD34+ dérivées de la 

moelle osseuse humaine, une interaction comportant un échange de marquage de la 

surface cellulaire a été démontrée (Figure 9) (118). Ces interactions ont inhibé la 

transition épithélio-mésenchymateuse de cellules de glioblastome induite par le 

« Transforming Growth Factor-beta » (TGF- β1). En revanche, lorsqu’une interaction 

avec les CSH était permise, les cellules de glioblastome présentaient un index de 

prolifération plus faible (28).  
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Figure 9. Photographie en microscopie confocale après marquage cellulaire fluorescent.  (D’après Milkina et al. 

Interaction of hematopoietic CD34+ CD45+ stem cells and cancer cells stimulated by TGF‑β1 in a model of glioblastoma in vitro. Oncol Rep. 2018 
Nov;40:2595–607) 

Interactions entre les cellules de glioblastome (rouge) et les cellules hématopoïétiques CD34+ dérivées de la moelle osseuse 
humaine (vert) comportant un échange de marquage fluorescent entre les cellules.  

 

Aucune étude n’a étudié le rôle des cellules hématopoïétiques CD34+ dans le cancer 

du sein. En revanche, il existe des protocoles thérapeutiques expérimentaux utilisant 

la greffe de CSH dans certains cancers solides, notamment dans le cancer du sein. 

L’origine du greffon est la moelle osseuse, le sang périphérique ou le sang placentaire, 

et ces greffes peuvent être autologues ou allogéniques. L’objectif de ces 

transplantations consiste à réapprovisionner la moelle hématopoïétique en cellules 

souches dans le cas d’une autogreffe, ou en activant une nouvelle immunité contre les 

cellules cancéreuses dans le cas d’une allogreffe. Dans les deux cas, les effecteurs 

de la réponse thérapeutique attendue sont des cellules immunitaires différenciées et 

non les cellules souches elles-mêmes.  
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MICROCHIMERISME ET CANCER DU SEIN 

Les cellules fœtales ont été mises en évidence dans le tissu de 90% de carcinomes 

canalaires du sein dans le contexte de CALG (Figure 10) (119), et jusqu’à 100% de 

cancers du sein non liés à la grossesse, tout type confondu (120). Elles ont été 

principalement détectées au sein de la tumeur et, avec une fréquence moins élevée, 

dans le tissu paratumoral ou le tissu sain (119,120). Vingt pourcent des cellules 

fœtales présentes dans le tissu tumoral mammaire ont été identifiées comme 

stromales et 16% comme épithéliales (119). Contrairement aux tumeurs cutanées, leur 

phénotype n’était que très rarement endothélial. Les cellules immunitaires d’origine 

fœtale n’ont pas été observées au sein de la tumeur mammaire (119,121). 

 

 

Figure 10. Photographie en microscopie après FISH dirigée contre les chromosomes X et Y. (D’après 

Dubernard G. et al. Breast cancer stroma frequently recruits fetal derived cells during pregnancy. Breast Cancer Res. 2008; 10(1), R14) 

Cellules fœtales présentant le chromosome Y (vert) au milieu de cellules maternelles présentant deux chromosomes X 
(rouges).  

 

Le rôle du microchimérisme fœtal dans le cancer du sein n’est pas complétement 

élucidé. Dans un modèle murin de microchimérisme utilisant des souris transgéniques 
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MMTV-Ras développant des tumeurs mammaires et salivaires pendant ou au décours 

d’une grossesse, la présence de cellules fœtales était détectée dans 100% de tumeurs 

(122). Le nombre de cellules fœtales augmentait avec le grade histologique du cancer 

avec 29 cellules fœtales par million de cellules maternelles pour les tumeurs de haut 

grade versus 13 cellules fœtales par million de cellules maternelles pour les tumeurs 

de bas grade, p=0,032) (Figure 11). La majorité de ces cellules fœtales (62%) avaient 

un phénotype épithélial. Ce résultat laissait supposer que, recrutées telles quelles ou 

différenciées à partir de progéniteurs sous l’influence de l’environnement tumoral, ces 

cellules joueraient un rôle dans la réparation tissulaire. Leur présence, plus importante 

au niveau des tumeurs de haut grade renforcerait cette hypothèse, en imaginant que 

le recrutement de ces cellules ou la différentiation de leurs progéniteurs augmenterait 

avec l’ampleur des dégâts tissulaires. 

 

 

Figure 11. Comparaison de l’incidence du microchimérisme fœtal entre les tumeurs mammaires selon le 
grade histologique. (D’après Dubernard G. et al. Increased fetal cell microchimerism in high grade breast carcinomas occuring during 

pregnancy. Int. J. Cancer 2009 ; 124, 1054-1059) 
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RÔLE ANTI-TUMORAL DU MICROCHIMERISME DANS LE CANCER DU SEIN 

 

Un rôle protecteur du microchimérisme fœtal dans le cancer du sein a été suggéré à 

la suite des travaux de Gadi et al. (123). Dans cette étude, la détection du chromosome 

Y par PCR quantitative dans des prélèvements de sang périphérique de mères ayant 

précédemment accouché d'un garçon a mis en évidence une prévalence de cellules 

fœtales circulantes significativement inférieure chez des femmes avec cancer du sein 

comparé aux femmes contrôles en bonne santé (56% versus 26% respectivement). 

Ce premier résultat suggérait que la présence de cellules fœtales circulantes pouvait 

avoir un effet protecteur vis-à-vis de la survenue d’un cancer du sein (OR=0,29 ; 

p=0,02). 

L’effet protecteur du microchimérisme fœtal au niveau tissulaire a également été 

suggéré (124). L’analyse des tissus mammaires non tumoraux a mis en évidence une 

prévalence plus importante du microchimérisme fœtal chez des femmes sans 

antécédent de cancer du sein comparé aux femmes atteintes d’un cancer du sein. 

Suite à ces résultats l’hypothèse d’un rôle immunologique des cellules fœtales dans la 

veille immunitaire anti-tumorale et dans le processus de réparation des tissus lésés a 

été formulée. 

Dans une étude prospective publiée en 2012 (125), la détection de cellules fœtales 

dans le sang périphérique d’une cohorte de 272 patientes était associée à une 

réduction significative du risque de survenue d’un cancer du sein dans un délai de 9 à 

13 ans. Cependant, elle était associée à une augmentation du risque de développer 

un cancer du côlon dans ce même délai.  

Dans un modèle murin des CSM dérivées du sang de cordon ombilical ont été 

injectées par voie veineuse, simultanément ou secondairement à une injection intra-

mammaire de cellules de cancer du sein chez des souris (115). Injectées 
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simultanément, ces cellules fœtales permettaient une inhibition de la formation de 

tumeurs mammaires et de la diffusion des cellules cancéreuses. Injectées 

secondairement, elles étaient responsables d’une diminution de la taille tumorale et du 

nombre de métastases pulmonaires.  

 

EFFET PROTUMORAL DU MICROCHIMERISME 

 

L’effet d’exposition indirecte des cellules de cancer du sein aux CSM dérivées du sang 

de cordon ombilical a été évalué dans un système de co-culture transmembranaire 

(126). Une augmentation des capacités de migration et d’invasion a été observée dans 

les cellules exposées aux CSM fœtales. L’effet d’induction de métastases par les CSM 

a été confirmé in vivo dans un modèle murin de xenogreffe (126). 

 

OBJECTIFS 

 

L’objectif principal de cette thèse était d’évaluer l’impact des cellules fœtales sur les 

processus de cancérogénèse dans le cancer du sein par une double approche, 

expérimentale et translationnelle. 

Dans la phase expérimentale les interactions entre les cellules hématopoïétiques 

fœtales dérivés du sang du cordon et différentes lignées de cellules cancéreuses 

mammaires et leurs conséquences cellulaires et moléculaires ont été évaluées. 

Dans la phase translationnelle la corrélation entre la présence de cellules fœtales au 

sein de tumeurs mammaires malignes et le type, le stade TNM et l’évolution du cancer 

du sein ont été décrites, à partir d’une collection biologique du centre de prise en 

charge des cancers au sein de l’hôpital Tenon. Les modifications immunologiques 
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péritumorales et intratumorales provoqués par la présence de cellules fœtales au sein 

de la tumeur ont également été décrites. 
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RESULTATS 

Le projet MoSaiC (Microchimerisme fœtal et Cancer du Sein) comportait trois volets 

MoSaiC 1, MoSaiC 2 et MoSaiC 3, avec une approche expérimentale (MoSaiC 3) et 

une approche translationnelle (MoSaiC 1 et 2). L’objectif du volet MoSaiC 1 était 

d’évaluer l’impact du microchimérisme fœtal sur le profil immunitaire tumoral (TILs) du 

cancer du sein à partir d’une collection de tumeurs mammaires. L’objectif du volet 

MoSaic 2 était d’évaluer la corrélation entre la présence du microchimérisme fœtal 

dans le sang circulant et le diagnostic du cancer du sein en analysant les sous-

populations de cellules immunitaires. L’objectif du volet MoSaiC 3 était d’évaluer les 

interactions entre les cellules fœtales CD34+ dérivées du sang de cordon avec les 

cellules tumorales du cancer du sein in vitro. Les trois études ont été préalablement 

validés par le CPP (MoSaiC 1 : CEROG – Comité d’éthique de la recherche en 

Obstétrique et Gynécologie, N° 2019-GYN-0202 ; MoSaiC 2 : Comité de protection 

des personnes Ouest II (CA), N° 2019-A00705-52 ; MoSaiC 3 : Comité de Protection 

des Personnes, N° 2019-A00705-52) la partie expérimentale utilisant également des 

cellules humaines obtenues de patientes. 

Ce travail a été financé par le prix Ruban Rose (Association le cancer du sein parlons-

en !). 

Ce manuscrit décrit les résultats obtenus dans le cadre des études MOSAIC 1 et 3. 

Le premier temps du travail expérimental de la thèse a consisté à mettre au point la 

technique d’extraction des cellules précurseurs hématopoïétiques CD34+ à partir de 

sang du cordon et à les caractériser.  
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1- ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE CELLULES PRECURSEURS 

HEMATOPIETIQUES CD34+ DERIVEES DU SANG DE CORDON ET 

LIGNEES CELLULAIRES DU CANCER DU SEIN : MECANISME DU 

MICROCHIMERISME FŒTAL ? (Article 1, soumis) 

 

Introduction 

La seconde partie du travail expérimental a concerné l’étude des interactions entre les 

cellules précurseurs hématopoïétiques CD34+ et les cellules tumorales mammaires.  

Ce travail a été mené au sein de l’UMRS938 en collaboration avec la Plateforme de 

GENOMI’C (Institut Cochin, Paris), la Plateforme de Cytometrie CISA du Centre de 

Recherche de Saint Antoine et le Dr L. Kobari (équipe Développement 

hématopoïétique et leucémique: maladies et thérapie cellulaire, Centre de Recherche 

de Saint Antoine). 

L’hématopoïèse est le processus la production des cellules matures et fonctionnelles 

du sang pendant toute la vie d’un organisme. Le sang contient différentes populations 

cellulaires matures provenant de différentes lignées cellulaires. Les granulocytes, les 

monocytes et les cellules dendritiques appartiennent à la lignée myéloïde, tandis que 

les lymphocytes appartiennent à la lignée lymphoïde. Le système hématopoïétique est 

organisé de façon hiérarchique avec de différents niveaux de différenciation cellulaire 

coexistant (Figure 12). 
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Figure 12. Schéma général des étapes de l’hématopoïèse 
D’après A. Bourdieu, Approche fonctionnelle et métabolique des cellules souches et des progéniteurs hématopoïétiques du sang périphérique en 
homéostasie à travers le modèle side-population. Vers une nouvelle source de greffon hématopoïétique?, thèse en Sciences de la Vie et de la 
Santé, sous la direction de Philippe Brunet de la Grange, Université de Bordeaux, 2017 

CSH : Cellule souche hématopoïétique – PH : Progéniteur Hématopoïétique  – PHM : Progéniteur Hématopoïétique Multipotent 
– PMC : Progéniteur Myéloïde Commun – PLC : Progéniteur Lymphoïde Commun – PME : Progéniteur Mégacaryocyte Erythroïde 
– PGM : Progéniteur Granulocyte Macrophage – NK : Natural Killer 

Les cellules souches hématopoïétiques, capable de s’auto-renouveler pour maintenir l’intégrité de leur pool, peuvent également 
se différencier et donner naissance aux progéniteurs hématopoïétiques, premier stade de différentiation cellulaire dans 
l’hématopoïèse. Ces progéniteurs constituent une population hétérogène et sont composés de deux pools cellulaires : le premier 
dit « primitif », comprend les progéniteurs hématopoïétiques multipotents, et est à l’origine du second dit « engagé », regroupant 
les progéniteurs lymphoïde commun et myéloïde commun. Les progéniteurs myéloïdes communs donnent eux-mêmes naissance 
aux progéniteurs Granulocyte-Macrophage et Mégacaryocyte-Erythroïde, composant également le pool dit « engagé ». Les 
précurseurs hématopoïétiques sont à leur tour issus de la différentiation des progéniteurs hématopoïétiques, et les cellules 
matures, ayant chacune une fonction spécifique, sont le produit final du processus d’hématopoïèse. 

 

Les cellules CD34+ 

Les cellules souches hématopoïétiques sont des cellules multipotentes, les plus 

immatures, caractérisées par des capacités d’auto-renouvellement. Leur production 

commence lors de la vie embryonnaire pour ensuite coloniser le foie puis la moelle 

osseuse chez l’adulte (127). 

Les progéniteurs hématopoïétiques représentent le premier stade de différenciation 

cellulaire dans l’hématopoïèse. Ils se caractérisent fonctionnellement par une perte 

totale des capacités d’auto-renouvellement et de greffe. Ils constituent une population 

CD34+/CD45+ 
 

CD34-/CD45+ 
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hétérogène et sont composés d’un pool cellulaire dit « primitif », comprenant les 

progéniteurs hématopoïétiques multipotents, à l’origine d’un autre pool dit « engagé », 

regroupant les progéniteurs lymphoïde commun et myéloïde commun. Les 

progéniteurs myéloïdes communs donnent eux-mêmes naissance aux progéniteurs 

Granulocyte-Macrophage et Mégacaryocyte-Erythroïde, composant également le pool 

dit « engagé ».  

Les précurseurs hématopoïétiques sont à leur tour issus de la différentiation des 

progéniteurs hématopoïétiques, et les cellules matures, ayant chacune une fonction 

spécifique, sont le produit final du processus d’hématopoïèse. 

L’identification des cellules souches et des progéniteurs hématopoïétiques sur des 

critères morphologiques est impossible, et il n’existe pas de marqueurs phénotypiques 

parfaitement spécifiques. Classiquement, ces cellules sont repérées grâce à 

l’expression d’une protéine membranaire CD34. Sa fonction au niveau cellulaire reste 

à ce jour mal connue mais elle pourrait être impliquée dans l’adhésion cellulaire. Les 

cellules souches hématopoïétiques ne représentent qu’un faible pourcentage des 

cellules CD34+, représentées à plus de 90% par les progéniteurs hématopoïétiques. 

En dehors des cellules hématopoïétiques, seules les cellules endothéliales expriment 

le marqueur CD34+, et elles représentent un pourcentage plus faible encore que les 

cellules souches hématopoïétiques. 

Les précurseurs hématopoïétiques et les cellules matures sont, à l’inverse, tous 

identifiables morphologiquement en microscopie optique. Cette différenciation 

morphologique s’accompagne d’une différenciation phénotypique, avec perte de la 

protéine membranaire CD34+, en parallèle de l’acquisition de marqueurs antigéniques 

spécifiques. La protéine membranaire CD45 est spécifique des cellules 

hématopoïétiques et elle est présente sur l’ensemble de ces cellules. L’utilisation 
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combinée des marqueurs CD34 et CD45 permet donc de distinguer 3 populations 

cellulaires : les cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques CD34+/CD45+  

 (que nous allons appeler par la suite CD34+), les cellules endothéliales CD34+/CD45-

, et les précurseurs et cellules matures hématopoïétiques CD34-/CD45+ (Figure 12). 

 

Caractérisation des cellules CD34 + issues du sang de cordon   

Le sang de cordon a été recueilli au sein de la maternité de l’hôpital Tenon. La 

méthodologie clinique et éthique est décrite en détail dans l’article 1 ci-dessous.  

L’isolement, l’évaluation de la pureté des recueils cellulaires, des niveaux de survie et 

de différenciation, ainsi que l’évaluation du sécrétome cytokinique ont été réalisés au 

sein de l’UMR S_938, la méthodologie et les résultats sont également décrits dans 

l’article 1 ci-dessous. 

 

Lignées cellulaires du cancer du sein 

Quatre lignées de cellules, représentatives des principaux sous-types moléculaires de 

cancer du sein, ont été initialement choisies. Les différentes lignées, leurs 

caractéristiques moléculaires, et leur milieu de culture sont décrits dans le Tableau 2. 

 

 

Tableau 2 : Caractéristiques des lignées cellulaires tumorales 

ER- Récepteur aux estrogènes ; PR- Récepteur à la progestérone ; HER2- Récepteur à l’Epidermal Growth Factor  
Lum- Luminal ; TN- Triple négatif 
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (ThermoFisher Scientific, Ref. 61965-026) 
RPMI 1640 - Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (ThermoFisher Scientific, Ref. 61870-010) 
SVF - Sérum de veau fœtal (Corning, Ref. 35-0796CV) ; Pen Strep - Penicillin Streptomycin (ThermoFisher Scientific, Ref. 15140122) 

 

Lignée MCF-7 MDA-MB-231 BT474 SK-BR-3 

Statut ER +++ - + - 

Statut PR +/- - + - 

HER2 - - + ++ 

Classification clinique LumA TN LumB HER2 HER2+ 

Milieu DMEM RPMI 1640 

Sérum SVF 10% 

Pen Strep 1% 
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Les techniques d’analyse fonctionnelle se sont avérées inadaptées pour l’interprétation de 

données concernant les lignées BT474 et SK-BR-3. Ces lignées se caractérisent par une plus 

grande fragilité lors de la culture cellulaire et par une prolifération en 3 dimensions ce qui 

pourrait sous-estimer les résultats de l’analyse par la technique de xCELLigence. Après 

plusieurs tentatives de mise au point, nous avons décidé de sursoir à l’utilisation de ces deux 

lignées. 
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GRAPHICAL ABSTRACT (demandé pour la soumission par la revue JGO et 

également présenté comme poster Paris Santé Femmes 2023, Lille : 

EP_289 « Les cellules CD34+ dérivées du sang de cordon modifient les capacités 

prolifératives et migratoires des lignées cellulaires de cancer du sein par contact 

intercellulaire direct : mécanisme de microchimérisme fœtal ?») 

 

INTRODUCTION

Impact of fetal umbilical cord blood CD34+ cells on breast cancer cell lines:

a mechanism of fetal microchimerism?

Fetal microchimerism

Up to 12% of 

CD34+ in the 

maternal blood are 

of fetal origin2
Fetal cells cross 

placental barrier1

Fetal microchimerism could 

participate in breast cancer 

development and 

progression3

1 Gammill et Nelson, 2010
2 Mikhail et al., 2008
3 Nguyen Huu et al., 2008

MATERIAL AND METHODS

Cells

UCD CD34+

MCF-7

Co-cultures

72h

Analysis XCelligence : 

proliferation, migration, 

invasion of breast

cancer cells

Transcriptome of 

breast cancer cells

Ingenuity Pathway

Analysis : pathways

and potential regulators

Time lapse and 

confocal microscopy: 

direct interactions 

between UCB-CD34+ 

and breast cancer cells

MDA-MB-231

OBJECTIVE
Analyse the impact of UCD CD34+ on 

breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-

MB-231

RESULTS

Transcriptome modifications coherent with fonctional modifications

Among cytokines secreted by UCB CD34+:

• INF-g - potential upstream regulator for MCF-7 

• IL-17A – potential upstream regulator for MDA-MB-231

UCB CD34+ attracted by tumor spheroids 
and incorporated into tumor cells

Direct contact with UCB CD34+ decreased proliferation 
and migration capacities of breast cancer cells

Direct cell-to-cell contact induces functional modifications in breast cancer cells. 

Interactions between UCB CD34+ and breast cancer cells could induce cell fusion and 
signal transmission via cytokines. 

Secretome of UCB-

CD34+
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ABSTRACT 

Introduction 

Fetal microchimerism could be involved in the regulation of breast cancer oncogenesis. CD34+ 

cells could be of a particular interest as up to 12% of the CD34+ population in maternal blood 

are of fetal origin. 

The aim of this research was to analyze the impact of umbilical cord blood (UCB) CD34+ on 

MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. 

Material and Methods 

UCB CD34+ cells were obtained from healthy women at full-term delivery. Direct and indirect 

cultures were grown with MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Proliferation, migration, invasion, 

and transcriptomic analysis of breast cancer cell lines were compared between cultures 

exposed and non-exposed to UCB CD34+ cells. Interactions between UCB CD34+ and breast 

cancer cells were analyzed under fluorescent microscopy. Functional analyses were 

generated with QIAGEN’s Ingenuity Pathway Analysis (IPA) and Gene Set Enrichment 

Analysis (GSEA). 

Results 

Direct contact between UCB CD34+ and breast cancer cell lines induced a reduction in the 

proliferative capacities of MCF-7 and MDA-MB-231 and diminished the migration abilities of 

MDA-MB-231 cells. In 3D co-culture, UCB CD34+ cells were attracted by tumor spheroids and 

incorporated into tumor cells. These cell-to-cell interactions were responsible for transcriptome 

modifications coherent with observed functional modifications. Among the cytokines secreted 

by UCB CD34+, IFN was identified as a potential upstream regulator responsible for the 
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molecular modifications observed in transcriptomic analysis of MCF-7 breast cancer cells 

exposed to UCB CD34+ cells, as was IL-17A in MDA-MB-231 cells. 

Conclusion 

Direct cell-to-cell contact induces functional modifications in breast cancer cells. Interactions 

between UCB CD34+ and breast cancer cells could induce cell fusion and signal transmission 

via cytokines. Further analysis of direct cell-to-cell interactions should be performed at a 

molecular level to further understand the potential role of fetal CD34+ cells in breast cancer. 

 

 

 

KEY WORDS 

Fetal hematopoietic stem cells; micro-chimerism; breast cancer; cell proliferation; cell 

migration; cell invasion 
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INTRODUCTION 

Breast cancer is the most common malignancy in European women with about 60 000 

new cases and 12 000 deaths from the disease per year in France (1). Parity and an early age 

at first pregnancy have been suggested to play a protective role in cancer development (2–5). 

This protective role could be even greater in women with multiple pregnancies (6) or giving 

birth to a boy (7). Despite the long-term protective role of pregnancy on breast cancer, a 

transitory increase in the incidence of breast cancer has been observed in the first 3 to 4 years 

after delivery (5). 

Although the physiopathologic mechanisms of the protective role of parity has not been 

completely elucidated, it is thought that fetal microchimerism may be involved (8,9). Fetal 

microchimerism is defined as the presence of fetal cells in the maternal organism resulting 

from the transfer of cells through the placental barrier during pregnancy (10). The types of fetal 

cells detected in maternal blood include mature immune cells, and hematopoietic (CD34+ cells) 

(11) and mesenchymal progenitors (12). During pregnancy as much as 12% of the CD34+ cells 

in the maternal blood may be of fetal origin (13). Fetal cells can be detected in maternal blood 

for several years (14): CD34+ cells of fetal origin have been found in maternal peripheral blood 

up to 27 years after delivery (15).  

Fetal cells can participate in wound healing (16,17), angiogenesis (18,19), and 

carcinogenesis (20). They can migrate from their niche to the target tissue and differentiate in 

the appropriate cell types (11,21). 

An inverse association between the incidence of breast cancer and circulating fetal 

cells has been demonstrated (22): fetal cells have been found in tumor samples in nine out of 

ten pregnancy-associated carcinomas (23). This suggests that fetal cells may have a potential 

regulatory action on tumor cells. Furthermore, fetal microchimerism may induce an immune 

mechanism as allogenic grafting of hematopoietic stem cells has been shown to improve 

immune surveillance in hematologic diseases (24). 
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Thus, the aim of this study was to analyze the impact of umbilical cord blood (UCB) 

CD34+ cells on breast cancer cell lines. 

 

RESULTS 

Purity, survival and cytokine production by umbilical cord blood CD34
+
 

The presence of maternal cells in umbilical cord blood was evaluated in 3 male babies at birth. 

The analysis has revealed the presence of 1 maternal cell over 1500 cells in one sample. The 

analysis of two other samples did not show the presence of XX cells. 

The purity of the viable isolated UCB CD34
+

 cells was evaluated by flow cytometric analysis 

of surface CD34 and CD45 markers. The mean purity of the cells was 99% after two passages 

on the magnetic columns (Fig. 1). Among CD34+ cells 1% of cells were CD45- which were 

most likely endothelial cells. The mean survival rate of UCB CD34+ cells after 3 days of the 

cell culture was 82.2 ± 1.0%. UCB CD34+ cells maintained the expression of CD34 and CD45 

surface markers during the experimental period (Fig. 2). 

 

 

Figure 1. Evaluation of the purity of UCB CD34 by flow cytometry. 
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Figure 2. Survival and differentiation evaluation of UCB CD34+ cells in cell culture. 

The differentiation of CD34+cells was not statistically significant between Day 0, 1, 2 and 3 cultivated alone (A) or in contact with 

MCF-7 cells (B and C). 

 

Among the 106 analysed cytokines tested with cytokine antibody array membrane, high levels 

of expression were found for: angiopoietin-2, CD40 ligand, complement factor D, fibroblast 

growth factor (FGF)-19, granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), 

interferon (INF)-, interleukin (IL)-8, IL-11, IL-17A, kallikrein 3, lipocalin-2, osteopontin, 

pentraxin 3, resistin, stromal cell-derived factor (SDF)-1, serpin E1, and vitamin D BP (Fig. 3 

and Supp Fig. 1). The maximum expression of most cytokines was observed on the 3rd day of 

cell culture.  
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Figure 3. Selection of cytokines showing the most important level of expression by cultured umbilical cord blood CD34+ 

cells.  

  

 

 
Supplemental Figure 1. Cytokine array analysis of UCB CD34+ cell secretome. 

1: angiopoietin-2 

2: CD40 ligand 

3: complement factor D 

4: FGF-19 

5: GM-CSF 

6: IFN 

7: IL-8 

8: IL-11 

9: IL-17A 

10: kallikrein 3 

11: lipocalin-2 

12: osteopontin 

13: pentraxin 3 

14: resistin 

15: SDF-1 

16: serpin E1 

17: vitamin D BP 
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Among them, angiopoietin-2, CD40 ligand, complement factor D, FGF-19, GM-CSF, IFN, IL-

8, IL-11, IL-17A, kallikrein 3, lipocalin-2, osteopontin, pentraxin 3, resistin, SDF-1, serpin E1, 

and vitamin D BP were retained for molecular analysis of intercellular interactions. 

 

Functional characteristics of breast cancer cell lines after exposure to UCB CD34+ cells 

UCB CD34+ cells reduce proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231 

To evaluate the effect of UCB CD34+ on the proliferative capacities of the breast cancer cell 

lines, MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines were used. MCF-7 cells are 

characterized by the expression of estrogen receptors (ER) and the absence of HER2/neu 

receptor expression corresponding to luminal A breast cancers. MDA-MB-231 cells are 

characterized by the absence of the expression of estrogen, progesterone and HER2/neu 

receptors corresponding to triple-negative breast cancers of poor prognosis (25). While MCF-

7 cells are known to be non-invasive, MDA-MB-231 have a high lung tropism. In fact they have 

been isolated from the pleural effusion of a 51 years old woman with mammary 

adenocarcinoma. 

MCF-7 and MDA-MB-231 were co-cultured in media containing UCB CD34+ cells for 3 days 

before assessment of proliferative capacities using the impedance based technique of 

xCELLigence. Direct exposure to UCB CD34+ cells induced a significant decrease in the 

proliferative capacities of tumor cells (Fig. 4). 
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Figure 4. Impact of direct exposure to umbilical cord blood (UCB) CD34+ cells on breast cancer cell line proliferation. 
Graphs represent the proliferation of MCF-7 (a) and MDA-MB-231 (b) cells, exposed or non-exposed to UCB CD34+ cells. 
Proliferation was assessed by the xCELLigence RTCA system. Data are displayed as mean ± SD and are representative of three 
individual samples, each run in triplicate. 
*** p < 0.001 

 

 

 

The same experiments were conducted after 3-day indirect exposure of breast cancer cell lines 

to UCB CD34+ in a Transwell membrane setting. No statistical modification of the morphology 

or proliferative capacities was observed for either of the cell lines (Fig. 5). 
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Figure 5. Morphology and proliferation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells after indirect coculture with umbilical cord blood 

CD34+. 

The morphology of MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) cells did not change after the indirect coculture with umbilical cord blood 

CD34+ (x10). The proliferative capacities assessed by the xCELLigence RTCA system did not show any modification for MCF-7 

(C) and MDA-MB-231 (D) cells after indirect coculture with umbilical cord blood CD34+. 

Data are displayed as mean ± SD and are representative of three individual samples, each run in triplicate. ns = non significant 

 

UCB CD34+ cells reduce migration and invasion of MDA-MB-231 

To evaluate the effect of UCB CD34+ on migration and invasion of breast cancer cells, MCF-

7 and MDA-MB-231 were co-cultured in medium containing UCB CD34+ cells for 3 days before 

xCELLigence assays. 

There was an absence of migration and invasion in the MCF-7 cell culture even after exposure 

to UCB CD34+ cells (Fig. 6). 
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Figure 6. MCF-7 cell migration (A) and invasion (B) after direct exposure to umbilical cord blood CD34+ cells was 

equivalent to the background noise. 

MDA-MB-231 cells directly exposed to UCB CD34+ cells showed a reduced migration potential 

compared to non-exposed MDA-MB-231 cells (Fig. 7a). No detectable change in the invasive 

capacity was observed (Fig. 7b). 

 

 

Figure 7. Impact of direct exposure to umbilical cord blood (UCB) CD34+ cells on tumor cell migration and invasion. 

Graphs represent the migration (a) and invasion (b) of MDA-MB-231 cells, alone or exposed to UCB CD34+ cells. 

Migration and invasion were assessed by the xCELLigence RTCA system. Data are displayed as mean ± SD and are 

representative of three individual samples, each run in triplicate. 

** p < 0.01 

*** p < 0.001 
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The same experiments were conducted after 3-day indirect exposure of breast cancer cells to 

UCB CD34+ in a Transwell membrane setting. No statistical modification of migration or 

invasion was observed for either of the cell lines (Fig. 8). 

 

 

Figure 8. Impact of indirect exposure to umbilical cord blood (UCB) CD34+ cells on MDA-MB-231 cell migration and 

invasion. 

Graphs represent the migration (a) and invasion (b) of MDA-MB-231 cells, alone or exposed indirectly to UCB CD34+ cells. 

Migration and invasion were assessed by the xCELLigence RTCA system. Data are displayed as mean ± SD and are 

representative of three individual samples. 

 

 

Analysis of interactions between breast cancer cell lines and UCB CD34+ cells 

To determine whether UCB CD34+ cells interact with breast cancer cells, a 3D culture 

of spheroids was grown after fluorescent marking. 

MCF-7 spheroids were larger and more regular than those formed by the MDA-MB-231 

cells. The UCB CD34+ cells were initially randomly distributed across the hydrogel. However, 

they quickly co-localized and integrated the MCF-7 and MDA-MB-231 spheroids (Fig. 9), and 

remained embedded even when the spheroids migrated. No structural changes were observed 

in the spheroids that integrated the UCB CD34+ cells and those that did not. 
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Figure 9. Tumor spheroid – UCB CD34+ cell interactions.  

Fluoroscopic images from time-lapse analysis after co-culture showing interactions between MCF-7 and MDA-MB-231 3D-

spheroids (green) and UCB CD34+ cells (red) (x10). (n=2 experiments)   

 

 

To evaluate the reaction between tumor cells and UCB CD34+ cells, samples were 

fixed after 60h of time-lapse analysis and the spheroids were analyzed with a confocal 

microscope (Fig. 10). Some cells in the spheroids showed a double staining that could be 

explained by the fusion of tumor (green marked) and UCB CD34+ (red marked) cells. 
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Figure 10. Fluorescent confocal microscopy. 

Fluorescent confocal microscopy showing the integration of UCB CS34+ cells (red) into MCF-7 and MDA-MB231 3D-spheroids 

(green) (x10). 

 

 

Transcriptomic profile of breast cancer cell lines after exposure to UCB CD34+ cells 

To assess the impact of exposure to UCB CD34+ on the MCF-7 and MDA-MB-231 

cells, transcriptomic analysis of exposed and non-exposed MCF-7 and MDA-MB-231 cells was 

performed. 

Significantly up- or downregulated transcripts were identified by supervised analysis. 

Transcripts were considered as differential when the p-value < 0.01. We identified 252 

transcripts for MDA-MB-231 (122 upregulated and 130 downregulated in exposed cells), and 

570 for MCF-7 (348 upregulated and 222 downregulated in exposed cells). In the MCF-7 cells, 

among the 10 most differentially expressed genes, HELZ2, IFI6, PARP14, CMPK2, STAT1, 
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XAF1, OAS1, RSAD2, IFI44 and MALAT1 were all overexpressed in exposed cells (Fig. 13). 

In the MDA-MB-231 cells, among the most differentially expressed genes, IL7R, HMGCS1, 

ADAMTS12, ZBTB20 and MAP3K7CL were downregulated, and MT2A, TIMP1, ID3, and ID1 

were upregulated in exposed cells (Fig. 11). 

 

 

 

 

Figure 11. Volcano plots and Venn’s diagram representing mRNA expression in MCF-7 (a) and MDA-MB-231 (b) cells 

exposed or not to fetal hematopoietic stem cells. 
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Functional analysis was performed using over-representation analysis with IPA and 

enrichment analysis with GSEA. 

IPA analysis related to diseases and functions in exposed MCF-7 cells found an 

inhibition of cell proliferation of breast cancer cell lines (z-score = -2.314) and an activation of 

the following:  epithelial cell death (z-score = 2.555), cancer cell death (z-score =2.380), tumor 

cell death (z-score = 2.228), and apoptosis of tumor cell lines (z-score = 2.057).  

Similar analysis found decreased cell proliferation of tumor cell lines (z-score = -2.220) 

in MDA-MB-231. Cell death of breast cancer cell lines showed less activation (z-score = 1.129) 

supported by a significant p-value = 3.39E-05. 

GSEA analysis showed that downregulated transcripts in exposed MCF-7 and MDA-MB-231 

cells were related to DNA replication which could correspond to a diminished proliferation 

observed in the functional analysis of cell-to-cell interactions (Fig. 12). 

 

 

Figure 12. GSEA analysis of transcriptomic data. 

A decreaed DNA replication suggesting the diminution of cell proliferation in exposed MCF-7 and MDA-MB-231 cells has been 

identified with GSEA. 
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We have identified 17 cytokines expressed by UCB CD34+ cells: angiopoietin-2, CD40 

ligand, complement factor D, fibroblast growth factor (FGF)-19, granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor (GM-CSF), interferon (INF)-, IL-8, interleukin (IL)-11, IL-17A, 

kallikrein 3, lipocalin-2, osteopontin, pentraxin 3, resistin, stromal cell-derived factor (SDF)-1, 

serpin E1, and vitamin D BP. We performed IPA analysis to evaluate their potential role as 

upstream regulators, i.e., molecules able to modulate a significant number of targets among 

the differential transcripts. To be consistent with potential exposure, upstream regulators must 

be associated with a significant positive z-score. IFN was identified as a potential upstream 

regulator in exposed MCF-7 cells (140 targets among the differential transcripts, activation z-

score = 9.716), and IL-17A in exposed MDA-MB-231 cells (17 targets, activation z-score = 

2.055) (Supp. Fig. 2). Whereas IFN was identified as a factor decreasing proliferation and 

migration of breast cancer cell lines, IL-17A was identified as a factor increasing those 

processes.  
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Supplemental Figure 2. IPA up-stream regulator analysis. 

Among cytokines secreted by UCB CD34+ cells, IFN could be a potential upstream regulator in MCF-

7 cells as it controls the expression of several genes differentially expressed in MCF-7 cells exposed 

versus non-exposed to UCB CD34+ with a z-score = 9.716 (a). For MDA-MB-231 cells, a potential 

upstream regulator could be IL-17A with a z-score = 2.055 (b). 

* legend from: 

https://qiagen.my.salesforce-sites.com/KnowledgeBase/articles/Basic_Technical_Q_A/Legend, date 

7.09.2022 

 

 

DISCUSSION 

In this study we demonstrated that direct contact between UCB CD34+ and breast 

cancer cell lines induced a reduction in the proliferative capacities of MCF-7 and MDA-MB-

231, and diminished the migration abilities of MDA-MB-231 cells. Cell-to-cell interactions were 

confirmed in 3D co-culture where UCB CD34+ cells were attracted by tumor spheroids and 

incorporated into tumor cells. These cell-to-cell interactions were responsible for transcriptome 

modifications coherent with observed functional modifications. Among the cytokines secreted 
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by UCB CD34
+

, IFN was identified as a potential upstream regulator responsible for the 

molecular modifications observed in transcriptomic analysis of MCF-7 breast cancer cells 

exposed to UCB CD34+ cells, as was IL-17A for MDA-MB-231 cells. 

We evaluated MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines which are commonly 

used breast cancer cell lines for in vitro research (25). They are relatively easy to harvest and 

analyze and, from a molecular point of view, they correspond to the most frequently 

represented breast cancer subtypes. MCF-7 corresponds to the luminal A breast cancer 

subtype characterized by the expression of ER, slow growth, and the absence of migratory 

capacities (26). In contrast, MDA-MB-231 corresponds to the triple-negative phenotype, a 

claudin-low aggressive breast cancer subtype with invasive and migratory capacities (25). 

These characteristics might be responsible for the difference in the observed impact of UCB 

CD34+ cells. 

Stem cells seem to play a significant role in breast cancer oncogenesis and may be of 

potential therapeutic use (27). However, little is known about the impact of CD34+ 

hematopoietic cells on breast cancer cell development. A recent publication identified a 

correlation between CD34+ expression and the ultrasonographic features of breast cancer 

(28). However, the authors stated that CD34+ staining corresponded to endothelial cells. 

Hematopoietic CD34+ autologous cell transplantation in patients with metastatic breast 

cancer receiving high-dose chemotherapy can reduce chemotoxicity (29–32). However, 

relapse or overall survival in these high-risk primary breast cancer patients is variable (29,33), 

and improvement in clinical outcomes, when observed, might be attributed to the high-dose 

chemotherapy rather than to the potentially positive effect of hematopoietic CD34+ cells on 

immunological defense against cancer cells. 
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Since the discovery of fetal microchimerism in breast cancer tissue, fetal cells have 

been thought to play a role in breast cancer (23). Studies suggest that the protective role of 

the circulating fetal cells acts via immune mechanisms (22). A high percentage of the CD34+ 

cells in maternal blood are of fetal origin (13). 

The impact of fetal UCB CD34+ hematopoietic cells on breast cancer cells has not been 

documented to date. However, indirect and direct co-culture effects of human umbilical cord-

derived mesenchymal stem cells (hUC-MSC) have been already described (34–36). The effect 

of indirect contact between hUC-MSC and breast cancer cells are controversial. Both pro- and 

anti-tumorigenic effects of breast cancer cell lines cultured in conditioned media from hUC-

MSC has been described (34,35). MSC-derived extracellular vesicles showed an induction of 

breast cancer cell proliferation and migration (34). In contrast to those findings, in our study 

UCB CD34+ cells exerted an effect on breast cancer cell lines only when direct contact was 

possible in a direct co-culture. 

Chao et al. reported that direct contact with hUC-MSC induced an anti-tumorigenic 

effect on MDA-MB-231 cells via cell-to-cell contact and internalization of hUC-MSC into the 

MDA-MB-231 cells (36). Similarly, we observed that UCB CD34+ cells were attracted by tumor 

spheroids to merge with breast cancer cells after 60h of 3D-coculture. However, in contrast to 

the observations with hUC-MSC, where hUC-MSC were internalized and then released to 

interact with other breast cancer cells, we found that UCB CD34+ seemed to definitively merge 

with MCF-7 and MDA-MB-231. In our experiments a fluorescent marker of UCB CD34+ spread 

in a diffuse way in the cancer cell line membrane suggesting cell fusion rather than 

internalization of UCB CD34+ cells in breast cancer cells. In addition, 60h images showed the 

persistence of the colocalization of fluorescent marking suggesting its definitive character. We 

also investigated cytokine production of hematopoietic UCB CD34+ cells and their impact on 

functional characteristics of tumor cells.  
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Direct exposure to UCB CD34+ cells induced a decrease in cancer cell proliferation in 

both cell lines, and a reduction in the migration capacities of MDA-MB-231 cells. 

Transcriptomic analysis confirmed these modifications at a molecular level. 

Upstream regulator analysis of transcriptomic data taking into consideration cytokines 

secreted by UCB CD34+, identified IFN as a potential regulator of the proliferative capacities 

of MCF-7. The impact of IFN on breast cancer cells seems to be cancer type dependent (37). 

Indeed, in vitro evaluation of IFN impact showed an antiproliferative effect on ZR75-1 cells (a 

cell line expressing ER) by modifying estradiol signaling (38). A positive correlation between 

IFN expression in breast tumors and metastasis-free survival has been observed (39). 

IL-17A might be another mediator of UCB CD34+ and tumor cell interactions. Analysis 

of our transcriptomic data of MDA-MB-231 showed modifications in mRNA coding for breast 

cancer proliferation and invasion promoting factors. The pro-proliferative impact of IL-17A has 

been widely described in the literature (40–43). However, this contrasts with our functional 

findings showing decreased proliferation and migration capacities of MDA-MB-231 exposed to 

UCB CD34+ cells. Thus, other mechanisms are probably involved in the interactions between 

UCB CD34+ and MDA-MB-231 leading to the reduction of cell proliferation. 

The inhibitory effect of IL-17A on the migratory and invasive capacities of MDA-MB-

231 cells has already been described in the literature (44). Our functional analysis of the 

migratory capacities of MDA-MB-231 are aligned with previous results and was confirmed by 

transcriptomic analysis identifying 25 differentially expressed target genes responsible for cell 

migration in exposed MDA-MB-231 cells. 

The impact of IL-17A on MCF-7 cells has not been described in the literature to date. 

Our IPA analysis of transcriptomic data for MCF-7 did not identify this cytokine as a potential 

upstream regulator. 
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Our study investigated a potential impact of fetal microchimerism and focused on 

CD34+, but it would be worth exploring other stem cell populations. Moreover, direct cell-to-

cell interactions should be analyzed at a molecular level to further understand the potential 

role of fetal CD34+ cells in breast cancer. 

 

CONCLUSION 

Direct contact between UCB CD34+ and breast cancer cell lines induced a reduction in the 

proliferative capacities of MCF-7 and MDA-MB-231 and diminished the migratory abilities of 

MDA-MB-231 cells. In 3D co-culture, UCB CD34+ cells were attracted by tumor spheroids and 

incorporated into tumor cells. These cell-to-cell interactions were responsible for transcriptome 

modifications coherent with observed functional modifications. Among the cytokines secreted 

by UCB CD34+, we identified IFN as a potential upstream regulator responsible for the 

molecular modifications observed in transcriptomic analysis of MCF-7 breast cancer cells 

exposed to UCB CD34+ cells, and IL-17A as a regulator in MDA-MB-231 cells. 

 

 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

Umbilical cord blood collection 

UCB samples were collected at full-term vaginal deliveries of healthy infants from healthy 

mothers without a medical history in the Gynecology and Obstetrics department of Tenon 

Hospital, Paris, between January and June 2021. The samples were collected in blood bags 
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(Macopharma, Tourcoing, France, ref. MSC1200PU) before placental detachment and after 

disinfection of the umbilical cord. The blood bags were processed in the laboratory within 24h 

after collection. 

The study was approved by the local ethics committee (Comité de Protection des Personnes, 

approval number 2019-A00705-52) and 24all the patients gave written informed consent. 

 

Cytogenetic evaluation of cord blood 

The analysis of the presence of maternal cells in fetal circulation was performed in three 

samples of boys at birth by molecular cytogenetic evaluation performed on metaphase 

chromosome preparations using standard procedures. Karyotyping was performed on RHG, 

GBG-banded metaphases. Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis was performed 

according to the manufacturer's protocol, using commercially available X and Y specific 

diagnostic probes (DXZ1, DYZ1, DYZ3, SRY, Locus Amely, Yp11.2, SHOX, PAR1) (Vysis, 

Downers Grove, IL, USA). 

 

Umbilical cord blood CD34 cells 

The UCB CD34 cells were isolated by immunomagnetic separation Magnet Activated Cell 

Sorting (MACS CD34 Isolation kit; Miltenyi, BergischGladbach, Germany, ref. 130-042-201). 

Briefly, whole UCB samples underwent red blood cell sedimentation. The supernatant was 

collected and centrifuged. The pellet was resuspended in pure Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Medium (IMDM). Mononucleated cells were separated on Ficoll-Paque 1.077 g/cm3 gradient 

(Gibco-Invitrogen, Paisley, UK). The cells were washed and counted. CD34+ cells were 

isolated using the MACS separation technique according to the manufacturer’s instructions 

with two passages on magnetic columns. The purity of the CD34+ cells was assessed using 
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flow cytometry and the cells were stored at 80°C in 70% Fetal Calf Serum (FCS), 20% sterile 

water, and 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) until use. 

 

Evaluation of the purity of umbilical cord blood CD34+ cells 

CD34+ purity was evaluated with flow cytometry. 50 000 cells were resuspended in 100 µL 

phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with 0.4% serum. The cells were then stained 

with allophycocyanin (APC)-conjugated anti-CD34, and fluorescein isothiocyanate (FITC)-

conjugated anti-CD45 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) before being washed with 

PBS/Serum (0.4%) and analyzed by flow cytometry (Gallios Analyzer, Beckman Coulter). 

 

Evaluation of the umbilical cord blood CD34+ cytokine profile 

Culture media deprived of UCB CD34
+

 cells were obtained on days 1, 2 and 3 of the cell 

culture. Briefly, 500 000 UCB CD34+ cells were seeded in 4 mL of IMDM supplemented with 

10% FCS (FCS, Gibco, Illkirch, France) and 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Illkirch, France) 

for 24, 48 and 72 hours. The medium was then deprived, and the culture supernatant collected 

12h later. 

The protein concentration was evaluated by chronometry, and the cytokine profile was 

evaluated using cytokine antibody array membrane (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, 

ref. ARY022B), according to the manufacturer’s instructions. Images were acquired on the 

Chemidoc system (Bio-Rad), and ImageJ was used for densitometric analysis. 

 

Culture of breast cancer cell lines 

MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines were used for this study. MCF-7 cells are 

characterized by the expression of estrogen receptors (ER) and the absence of HER2/neu 
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receptor expression corresponding to luminal A breast cancers. MDA-MB-231 cells are 

characterized by the absence of the expression of estrogen, progesterone and HER2/neu 

receptors corresponding to triple-negative breast cancers of poor prognosis (25).  

The cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Illkirch, 

France), supplemented with 10% FCS and 1% penicillin-streptomycin. The cultures were 

maintained at 37°C in a humidified 5% CO2 / 95% air incubator until the cells reached 80% 

confluence. They were then harvested by trypsinization and centrifugated at 500 xg for 10 

minutes. 

 

Direct cell co-culture 

Direct co-cultures were grown by seeding 200 000 MCF-7 cells or 150 000 MDA-MB-231 cells 

in 2 mL of DMEM in a 6-well plate (Falcon®) and incubated for 24h at 37°C for cell adhesion. 

The culture medium was then discarded and replaced by 2 mL of IMDM supplemented with 

10% FCS and 1% penicillin-streptomycin containing 50 000 UCB CD34+ cells (exposed cells). 

Breast cancer cell lines cultivated in 2 mL of IMDM supplemented with 10% FCS and 1% 

penicillin-streptomycin without UCB CD34+ cells were used as a control (non-exposed cells). 

The plate was incubated at 37°C for 72h. 

After 72h of incubation the culture medium was discarded, and adherent breast cancer cells 

were washed twice to eliminate the CD34+ cells. The non-exposed breast cancer cells were 

also washed twice. The cells were then harvested by trypsinization and used for further 

analysis. 

 

Indirect cell culture by Transwell membrane assay 

Indirect cultures were grown in Transwell setting by seeding 50 000 MCF-7 or MDA-MB-231 

cells in the bottom chamber of a 24-well plate containing 1 mL of DMEM supplemented with 
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10% FCS and 1% penicillin-streptomycin. The cells were then incubated for 24h at 37°C for 

cell adhesion. A cell culture insert of 0.4 µm pore size (Corning, Durham, NC, USA, ref. 

353095) was placed over the wells and 600 µL of IMDM supplemented with 10% FCS and 1% 

penicillin-streptomycin containing 50 000 CD34+ cells was placed in the insert. The plate was 

incubated at 37°C for 72h. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were harvested by trypsinization 

and used for further analysis. 

 

Cell proliferation, migration, and invasion 

Proliferation and migration were assessed using xCELLigence Real-Time Cell Analysis 

(RTCA) technology (Agilent, Santa Clara, CA, USA) with an E-Plate and CIM-Plate, 

respectively, according to the manufacturer’s instructions. 

In the proliferation assays, 30 000 exposed or non-exposed MCF-7 or MDA-MB-231 cells were 

seeded in an E-plate in 100 µL of culture media supplemented with 10% FCS. 

In the migration assays the lower chamber wells were filled with 160 µL of culture media 

supplemented with 10% FCS. In the top chamber wells 30 000 exposed or non-exposed MCF-

7 or MDA-MB-231 cells were seeded in 100 µL of serum-free culture media. 

Wells with culture media alone served as a negative control. All assays were performed in 

triplicate. Cell proliferation and migration were measured for 48h. All data were recorded and 

analyzed using the RTCA software. 

 

Evaluation of the cell interactions in 3D culture 

The cellular membrane of the MCF-7 and MDA-MB-231 cells was labelled using PKH67 Green 

Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General Cell Membrane Labelling (Sigma, St Louis, MO, 

USA, ref. MINI67-1KT) according to the manufacturer’s instructions. The membrane of the 

UCB CD34+ cells was labelled using PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General 
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Cell Membrane Labelling (Sigma, St Louis, MO, USA, ref. MINI67-1KT) according to the 

manufacturer’s instructions. 

For sphere formation, a suspension of 50 000 green-labelled MCF-7 or MDA-MB-231 cells 

was seeded in 3D culture 96-well Biomimesys® plates containing a hyaluronic acid matrix 

(HCS Pharma, Loos, France) and left for 24h. The medium was then replaced with a 

suspension containing 50 000 red-labelled UCB CD34+ cells. 

The plate was incubated at 37°C in 5% CO2 for 60h under Olympus IX83 microscope 

(Cytometry-Imaging Saint-Antoine platform). Images of the plate were acquired on time-lapse 

every 2h after which the samples were fixed and images acquired with confocal microscope. 

All images were analyzed using ImageJ software. 

 

Transcriptomic Analysis 

After 72h of co-culture assay, RNA was extracted from the breast cancer cells with QIAGEN 

RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instruction. 

The RNA samples were stored at -80°C. Sequencing and primary analysis was performed by 

the GENOM’IC platform (Institut Cochin, Inserm 1016-CNRS 8104- Université Paris Cité). 

Briefly, the quantity and quality of the RNA was validated with the Bioanalyzer 2100 (using 

Agilent RNA6000 nano chip kit). Then 10 ng of total RNA was reverse-transcribed following 

the Ovation PicoSL V2 system (Tecan). 

The resulting double-strand cDNA was used for amplification based on SPIA technology. After 

purification according to the Tecan protocol, 3.6 ug of Sens Target DNA were fragmented and 

biotin labelled using the Encore Biotin Module kit (Tecan). After checking fragmentation using 

Bioanalyzer 2100, the cDNA was then hybridized to GeneChip® HumanGene 2.0 ST 

(Affymetrix) at 45 °C for 17 h. The chips were washed on the fluidic station FS450 following 

specific protocols (Affymetrix) and scanned using the GCS3000 7G. The scanned images were 
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then analyzed with Expression Console software (Affymetrix) to obtain raw data (.cel files) and 

metrics for quality controls. Robust Multichip Average (RMA) normalization was performed 

using TAC4.0 software (Thermo Fisher) with default parameters. 

Supervised analyses were performed using TAC4.0 software to identify transcripts specifically 

up- or downregulated in each pairwise cell population comparison. For each cell population, a 

Tukey’s biweight robust mean was calculated from log2 expression values. Mean ratios were 

then calculated from unlogged mean values. For ratios ≥1, the Fold Change = ratio, and for 

ratios <1 the Fold Change = −1/ratio. Statistical p-Value was calculated after ANOVA test using 

the eBayes model. 

The datasets generated and analyzed for the transcriptomic study are available in GEO 

(accession number GSE224410). 

 

Functional analyses 

The functional analyses of the transcriptomic data were generated by Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA) (QIAGEN Inc., https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-

pathway-analysis, v:49932394, Release Date: 2019-11-14). Significantly over-represented 

biological terms (functions and upstream-regulators) were identified with a right-tailed Fisher’s 

Exact Test that calculates an overlap p‑value determining the probability that each term 

associated with our lists of differential transcripts was due to chance alone. The z-score is a 

statistical measure of correlation between relationship direction and experimental transcript 

expression. Its calculation assessed the activation (positive z-score) or repression (negative 

one) of each term. To be considered significant the z-score has to be > 2 in absolute value. 

Enrichments were also explored using Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) v4.1.0 software 

(https://www.gsea-msigdb.org/gsea/). GSEA determined whether gene sets from the 

Molecular Signatures Database (MSigDB) Gene Ontology Biological Process collection 

(c5.go.bp.v7.4) were randomly distributed throughout our ranked transcript lists or if they were 
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located at the top or bottom. The selected parameters were: Ttest metric, and gene set 

permutation (n=1000). 

 

Statistical analysis 

Data from the replicates are presented as means  standard deviation (SD). All experiments 

were run in triplicate unless stated otherwise. 

Unless otherwise specified, data were managed using an Excel database and analyzed using 

R 3.1.3 software, available online. Differences were considered significant if p < 0.05. 
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2- CORRELATION ENTRE LE MICROCHIMERISME FOETAL ET LE 

MICROENVIRONNEMENT IMMUNOLOGIQUE DANS LE CANCER DU SEIN 

CHEZ LES FEMMES NON-MENOPAUSEES (Article 2, soumis) 

 

 

Introduction 
La partie translationnelle du travail a consisté à évaluer l’environnement 

immunologique de tumeurs malignes du sein à partir d’une bio banque de tissus 

tumoraux mammaires inclus en paraffine, et sa relation avec le microchimérisme fœtal 

évalué par hybridation in situ en fluorescence du chromosome Y décrite dans l’article 

3.  

L’étude a été validée par le Comité d’éthique de la recherche en Obstétrique et 

Gynécologie (CEROG, autorisation N° 2019-GYN-0202) permettant l’analyse 

rétrospective des échantillons (MR004 en recherche non interventionnelle). Par 

ailleurs toutes les femmes prises en charge dans le centre donnent un consentement 

écrit à la recherche.   

Parmi 127 femmes non ménopausées opérées d’un cancer du sein dans notre centre 

entre 2004 et 2010, 92 femmes ayant eu au moins un enfant ont été sélectionnées. 

Parmi celles-ci   25 ont confirmé avoir eu au moins un fils et ont accepté de participer 

à l’étude, 23 échantillons tumoraux ont pu être analysés. 

Ce travail a été conduit en collaboration avec le Service d’Anatomopathologie de 

l’Hôpital Tenon (Dr Justine Varinot, Pr D Buob), le Département de Biologie et 

Pathologie Médicales, Gustave-Roussy Cancer Campus (Dr Alexander Valent) et le 

Service de Biochimie Endocrinienne et Oncologie de l’Hôpital la Pitié Salpêtrière (Dr 

Jérôme Denis). 
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ABSTRACT 1 

Fetal microchimerism could influence the prognosis of breast cancers possibly by modifying 2 

the immune microenvironment. The aim of this study was to analyze the impact of fetal 3 

microchimerism on the immune microenvironment in breast cancer. 4 

Tumor-containing blocks of breast cancer samples from women having had a male child were 5 

included in the analysis. The tumor immune microenvironment profile was evaluated and 6 

correlated to the presence of fetal cells detected by fluorescence in situ hybridization of the Y 7 

chromosome. 8 

Fetal XY cells were detected in five of 23 post-partum breast carcinomas. The phenotype of 9 

microchimeric cells was identified as lymphocytes in three samples, fibroblasts in one sample, 10 

and epithelial cells in one sample. The presence of XY cells did not affect the immune or 11 

molecular characteristics of the tumors. 12 

Fetal microchimerism detected in our study did not influence the molecular characteristics of 13 

the immune profile of breast cancer. Further studies are necessary to evaluate the role of fetal 14 

cells in breast cancer. 15 

 16 

KEY WORDS 17 

Fetal microchimerism; breast cancer; microenvironment; immunology 18 
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INTRODUCTION 19 

With about 60 000 new cases each year, breast cancer is the most common malignancy in 20 

European women, and causes around 12 000 deaths per year in France 1. Similarly to other 21 

cancers, such as non-Hodgkin’s lymphoma 2 or colorectal cancer 3, it has been suggested that 22 

parity could reduce the incidence of breast cancer 4–7. The impact of pregnancy on the 23 

prognosis of breast cancer has recently been reevaluated. While breast cancers occurring 24 

during pregnancy (Pregnancy Associated Breast Cancer - PABC) could have a better 25 

prognosis, those occurring between 1 and 10 years after pregnancy (Post-Partum Breast 26 

Cancer – PPBC) appear to have a more unfavorable prognosis 8–10. 27 

While the mechanism explaining of the role of pregnancy in breast cancer development has 28 

not been completely elucidated, the impact of fetal microchimerism has been suggested 11,12. 29 

Fetal microchimerism is defined as the presence of fetal cells in the maternal organism as a 30 

result of the transfer of fetal cells through the placental barrier during pregnancy 13. Fetal cell 31 

types detected in maternal blood include lymphocytes, erythroblasts or nucleated red blood 32 

cells, hematopoietic progenitors 14, and mesenchymal progenitors 15. These cells can be 33 

detected in maternal blood up to 30 years after delivery 16. Fetal cells could participate in wound 34 

healing 17,18, angiogenesis 19,20 and carcinogenesis 21 as they may migrate from their niche to 35 

the target tissue and differentiate in appropriate cell types 14,22. 36 

An inverse association between breast cancer incidence and circulating fetal cells has been 37 

demonstrated 23 and fetal cells have been found in the tissue of nine out of ten cases of PABC 38 

24 suggesting a regulatory action on tumor cells. Fetal microchimerism could induce an immune 39 

response as allogenic grafting of hematopoietic stem cells have demonstrated better immune 40 

control in hematological diseases 25. Thus, the percentage of tumor infiltrating lymphocytes 41 

(TILs) could be modified by the presence of fetal cells. 42 

The aim of this study was to analyze the impact of fetal microchimerism on the immune 43 

microenvironment in breast cancer. 44 
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MATERIAL AND METHODS 45 

Patients and sample collection 46 

Tumor-containing blocks of breast cancer samples were retrospectively collected in the 47 

Department of Anatomy and Pathologic Cytology of Tenon Hospital, Paris, France.  Clinical 48 

variables such as age, parity, time from the last birth of a male child, treatment and progression 49 

of breast cancer (including recurrence or death), as well as tumor histologic and biological 50 

characteristics were collected. 51 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) for the Y-chromosome was performed (with XY 52 

probe, Abbott, USA) to detect fetal cells. Thus, only women with a history of at least one live 53 

birth of a male child were included in the analysis. 54 

The study, including retrospective sample analysis, was approved by the Institutional Review 55 

Board (CEROG – Comité d’éthique de la recherche en Obstétrique et Gynécologie, Approval 56 

N° 2019-GYN-0202). All women gave pre-operative written informed consent. 57 

 58 

Histologic analysis 59 

Paraffin-embedded tissue sample sections of 3 μm were processed and stained with 60 

hematoxylin and eosin by standard methods. The tumoral subtype (invasive ductal or lobular 61 

adenocarcinoma) and Elston-Ellis histologic grading were determined. 62 

The TILs were evaluated according to a standard method recommended by the International 63 

Immuno-Oncology Working Group (5). In brief, the samples were evaluated after standard 64 

hematoxylin and eosin staining. Lymphocytes, plasma cells, and macrophages were 65 

considered as immune infiltrate. The TILs were expressed as the percentage of the tumoral 66 

stroma surface occupied by the immune infiltrate. 67 

Additionally, tertiary lymphoid structures (TLSs) and peripheral germinal centers were 68 

evaluated. 69 
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Immunostaining 70 

To determine the presence of leucocytes (CD45), lymphocytes and their T subpopulation 71 

(CD5, CD4 and CD8), and macrophages and dendritic cells (CD163), we performed 72 

immunostaining using the automated method Automate BenchMark XT, Roche Ventana®, 73 

(Ventana Medical Systems, Inc., Rotkreuz, Switzerland) (Table 1). 74 

 75 

Table 1. Primary antibodies used in the study 76 

Protein Antibody reference Species Pre-treatment Dilution 

CD45a M701 mouse ER1 20 min. 1:1200 

CD4b NCL-CD4-1F6 mouse ER2 30 min. 1:200 

CD5b CD4-4C7-L-CE rabbit ER1 40 min. 1:100 

CD8a M 7103 mouse ER2 20 min. 1:50 

CD163b NCL-CD163 mouse ER1 10 min. 1:400 

a DAKO 77 
bNovocastra/ LEICA 78 
ER1: Epitope Retrieval 1 (citric acid, pH 6); ER2: EDTA (pH 8.8) 79 
 80 

For PR, ER and Ki67 staining, antigen retrieval was performed by heating the slides at pH 8.8. 81 

The slides were then incubated for 24h with pre-diluted anti-PR and anti-ER antibodies and for 82 

32h with an anti-Ki67 antibody (dilution 1/150) followed by incubation with anti-rabbit and anti-83 

mouse antibodies and revelation by UltraView Universal DAB (ref. 760-500, Ventana Medical 84 

Systems, Inc.). Representative images were captured using a Nikon Eclipse 90i microscope 85 

equipped with a Nikon DSFi1 camera (Nikon Ltd, UK). 86 

Blinded interpretation of immunostained sections was performed by expert pathologists (JV 87 

and GC). The percentage of stained cells was evaluated at 200x magnification. The ratio of 88 

CD4 / CD8 lymphocytes was evaluated. 89 

 90 
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Fluorescence in situ hybridization for the Y chromosome 92 

Fetal cells were detected by FISH using the AbbottTM protocol (Abbott France S.A.S., Rungis, 93 

France) with VysisTM probes detecting centromeres of X- and Y-chromosomes (reference 94 

07J20-050; Abbott France S.A.S., Rungis, France) in accordance with the manufacturer’s 95 

instructions. 96 

In brief, paraffin-embedded tissue sample sections of 4-6 μm were obtained and stored at 4°C. 97 

After deparaffinization the sections were treated with protease and dehydrated in successive 98 

alcohol baths. The probes were disposed and hybridized according to the Abbott protocol with 99 

a mix of XY probes (denaturation at 80°C for 5 minutes then hybridization at 37°C for 18h). 100 

The samples were washed with post-hybridization solution and dehydrated in successive 101 

alcohol baths. They were then treated with Vectashield® Antifade Mounting Medium with 4',6-102 

diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories, Burlingame, CA). 103 

The analysis was performed by fluorescence microscopy (Leica Biosystems, France) under 104 

x100 and x200 objective lenses. Images were obtained with Cytovision® software (Leica 105 

Biosystems, France). The samples were considered as non-contributive if <80% of cells 106 

showed a double X chromosome control signal. 107 

 108 

Statistical analysis 109 

The data are presented as a mean with standard deviation or median with interquartile range. 110 

The clinical and immunological characteristics of the two groups of samples (with and without 111 

the Y chromosome) were compared using the Student’s t-test or Mann-Whitney test. 112 

Unless otherwise specified, the data were managed using an Excel database and analyzed 113 

using R 3.1.3 software, available online. 114 

 115 

 116 
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RESULTS 117 

Study population 118 

Among 127 premenopausal women operated on for a breast cancer and managed in our 119 

department between 2004 and 2010, 92 had at least one child. Among them, 25 women had 120 

at least one male child and were included in the study. Finally, 23 samples were suitable for 121 

analysis (Figure 1). 122 

 123 

Figure 1. Flow chart. 124 

 125 

The clinical and histologic characteristics of the women included in the study are presented in 126 

Table 2. The mean age at breast cancer diagnosis was 38 ± 4 years with the mean time from 127 

the last male birth of 7 ± 5 years. The women had a mean of 1.26 ± 0.53 male children. The 128 

mean breast tumor size at diagnosis was 30 ± 17 mm. 129 
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Table 2. Clinical characteristics, obstetric history and histologic tumoral characteristics of the study 130 
population 131 

DCIS – ductal carcinoma in situ 132 
IDC – invasive ductal carcinoma 133 
ILC – invasive lobular carcinoma 134 
 135 

 N = 23 

Age at diagnosis (years), n (%) 
 25 – 30 
 31 – 35 
 36 – 40 
 41 – 45 

 
2 (9) 
2 (9) 

12 (52) 
7 (30) 

Time from the last live birth of a male child (years), n (%) 
 < 5 
 5 – 10 
 11 – 15 
 > 15 
Unknown  

 
8 (35) 
6 (25) 
4 (18) 
1 (4) 
4 (18) 

Number of male children, n (%) 
 1 male child 
 2 male children 
 3 male children 

 
18 (78) 
4 (18) 
1 (4) 

Neoadjuvant chemotherapy, n (%) 
Yes 
 No 

 
6 (26) 

17 (74) 

Stage pT, n (%) 
 pTis 
 pT1a (1-5 mm) 
 pT1b (6-10 mm) 
 pT1c (11-20 mm) 
 pT2 (20-50 mm) 
 pT3 (> 50 mm) 

 
1 (4) 
1 (4) 
1 (4) 
6 (26) 

12 (53) 
2 (9) 

Stage pN, n (%) 
 pN0 
 pN1 
 pN2 
 pN3 

 
8 (35) 
9 (39) 
4 (17) 
2 (9) 

Histology, n (%) 
 DCIS 
 IDC G1 
 IDC G2 
 IDC G3 
 ILC G2 

 
1 (4) 
3 (13) 
8 (35) 
9 (39) 
2 (9) 

Molecular subtype, n (%) 
Luminal A 
Luminal B HER2+ 
Luminal B HER2- 
HER2+/neu 
Triple negative 
CCIS 

 
12 (52) 
4 (18) 
1 (4) 
2 (9) 
3 (13) 
1 (4) 

Immune score (TILs), n (%) 
 < 5% 
 5-10% 
 11-15% 
 16-20% 
 21-25% 
 26-50% 
 > 50%  

 
5 (23) 
7 (32) 
3 (14) 
2 (9) 
1 (4) 
1 (4) 
3 (14) 
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The association between the tumor and the immune characteristics are presented in 136 

Supplementary Table 1. 137 

Supplementary Table 1. Association between tumor and immune characteristics 138 

 N 
TILs (%). 

mean (SD) 

TILs 

(p-value) 

CD4+ / 

0.25 mm2. 

(mean 

(SD) 

CD4+ (p-

value) 

CD8+ / 

0.25 mm2. 

mean (SD) 

CD8+ (p-

value) 

Ratio CD4 / 

CD8 mean 

(SD) 

Ratio 

CD4 / 

CD8 (p-

value) 

CD163+ / 

0.25 mm2. 

mean (SD) 

CD163+ 

(p-value) 

Tumor size 

≤ 20 mm 8 
18.9 

(24,9) 
0.973 

 71 (134) 

0.505 

154 

(230) 
0.725 

0.26 (0.26) 

0.982 

32.5 (38.1) 

0.640 

> 20 mm 14 
19.2 

(20.2) 
41 (73) 

124 

(167) 
0.26 (0.18) 39.9 (33.7) 

Lymph node involvement 

Negative 

(N0) 
7 

15.6 

(13.5) 
0.611 

29 (47) 

0.465 

118 

(197) 
0.787 

0.19 (0.15) 

0.307 

35.6 (39.7) 

0.883 

Positive (N+) 15 
20.7 

(24.6) 
62 (114) 

142 

(189) 
0.29 (0.22) 38.0 (33.5) 

Neoadjuvant chemotherapy 

Yes 6 
12.3 

(14.5) 
0.378 

26 (51) 

0.460 

118 

(217) 
0.804 

0.14 (0.16) 

0.107 

38.2 (41.3) 

0.940 

No 16 
21.6 

(23.4) 
61 (110) 

141 

(183) 
0.30 (0.20) 36.9 (33.3) 

Grade (EE) 

I / II 13 
13.3 

(18.2) 
0.131 

39 (105) 

0.496 

72 (126) 

0.059 

0.25 (0.24) 

0.897 

21.9 (14.7) 

0.009 

III 9 
27.4 

(24.0) 
69 (90) 

225 

(230) 
0.26 (0.14) 59.3 (43.5) 

Ki67 

≤ 15% 7 7.0 (3.9) 

0.069 

6 (5) 

0.136 

35 (13) 

0.090 

0.13 (0.11) 

0.052 

19.3 (11.5) 

0.097 
> 15% 15 

24.7 

(24.0) 
73 (113) 

181 

(213) 
0.31 (0.21) 45.6 (38.8) 

Molecular subtype 

Luminal A 12 8.8 (6.6) 

0.043 

11 (11) 

0.024 

42 (24) 

0.021 

0.20 (0.15) 

0.007 

22.3 (13.6) 

0.005 

Luminal B 

HER2- 
1 2.0 (0.0) 2 (0) 13 (0) 0.15 (0.00) 7.0 (0.0) 

Luminal B 

HER2+ 
4 

28.0 

(29.3) 
44 (46) 

189 

(186) 
0.23 (0.05) 41.5 (30.5) 

Non luminal 

HER2+ 
2 

42.5 

(38.9) 

210 

(248) 

270 

(304) 
0.72 (0.11) 45.0 (0.0) 

Triple 

negative 
3 

38.3 

(22.6) 

135 

(138) 

382 

(304) 
0.24 (0.25) 96.0 (56.0) 

 139 



 98 

Identification of the Y chromosome 140 

Among the 23 analyzed samples, FISH analysis was possible in 21 and XY cells were detected 141 

in five. They were localized on a small surface with 1-3 spots of < 1 mm2 with < 10 cells per 142 

spot. In three cases, XY cells were identified as lymphocytes, in one as fibroblasts, and in one 143 

as epithelial cells (Table 3, Figure 2 and 3). 144 

 145 

Table 3. Clinical and tumor characteristics of women with the presence of the Y chromosome in tumor 146 
specimens. 147 

XY cells Time after 
delivery of 
male child 

(years) 

Neoadjuvant 
chemotherapy 

pTN Histologic 
type 

Molecular 
classification 

TILs 
(%) 

Lymphocyte 1 No pT3N2 IDC G2 Non luminal HER2+ 50 

Lymphocyte 3 No pT1aN0 IDC G1 Luminal A (HER2-) 25 

Lymphocyte 2 No pT2N2 IDC G3 Luminal B HER2+ 20 

Fibroblast 11 No pTis DCIS - - 

Epithelial unknown Yes pT1cN1 IDC G3 Luminal A (HER2-) 5 

DCIS – ductal carcinoma in situ 148 
IDC – invasive ductal carcinoma 149 
 150 

 151 

Figure 2. Lymphocytes from invasive ductal carcinoma with the presence of Y chromosome. 152 

(a) Invasive ductal carcinoma of 2 mm with 25% of TILs (HES, x40). (b, c) Lymphocyte and histiocyte 153 
infiltrate in tumoral stroma (HES, x100 and x200). (d) FISH revealing two lymphocytes in infiltrate from 154 
adjacent tumoral stroma showing X (red) and Y chromosomes (green). Other lymphocytes show XX 155 
formula (DAPI, x800). 156 
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 157 

Figure 3. Fibroblasts from ductal carcinoma in situ with the presence of Y chromosome. 158 

(a) Biopsy scar close to a lactiferous duct with a lesion of ductal carcinoma in situ (HES, x40). (b, c) 159 
Activated fibroblasts, siderophages and rare lymphocytes in the cicatricial lesion (HES, x100 and x 200). 160 
(d) FISH revealing a fibroblast with X (red) and Y (green) chromosomes centromeric probes. Other 161 
fibroblasts show XX formula (DAPI, x800).  162 

 163 

Correlation between the presence of fetal cells and clinical characteristics 164 

No difference in clinical characteristics was observed between samples with or without XY cells 165 

(Table 4). 166 

 167 

Table 4. Association between the clinical and histologic characteristics and the presence of Y 168 
chromosome in tumor samples. 169 

 Y chromosome 
present 
n = 5 

No Y 
chromosome 

n = 16 
p-value 

Age at cancer diagnosis (years), mean (SD) 37.5 (4.3) 37.8 (4.3) 0.926 

Number of male children, median (IQR) 1 (1 - 1) 1 (1 – 1) 0.856 

Time from the last male child birth, median (IQR) 3.0 (2.0 – 11.0) 6.5 (4.0 - 10.8) 0.534 

Tumor size (mm), mean (SD) 22.2 (24.0) 32.6 (15.6) 0.406 

Stage pT 
Tis 
1 
2 
3 

 
1 (20) 
2 (40) 
1 (20) 
1 (20) 

 
0 (0) 
5 (31) 
10 (63) 
1 (6) 

0.147 

N° of lymph nodes involved, median (IQR) 6 (0 - 7) 1 (0 - 2) 0.495 

Neoadjuvant chemotherapy, n (%) 1 (20) 4 (25) 0.819 
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Positive estrogen receptors, n (%) 3 (60) 13 (81) 0.330 

Positive progesterone receptors, n (%) 3 (60) 11 (69) 0.717 

Positive HER2, n (%) 2 (40) 3 (19) 0.330 

Ki67 (% of marked cells), median (IQR) 35 (27.5-40) 27.5 (15.0-47.5) 0.634 

 170 

 171 

Correlation between the presence of fetal cells and immune characteristics 172 

In line with our center’s protocol, immunological analysis was not performed in one of the 173 

samples with the Y chromosome as it was a ductal carcinoma in situ. 174 

No difference in immunological characteristics was observed between samples with or without 175 

the presence of XY cells (Table 5). 176 

 177 

Table 5. Association between the immune characteristics of tumor stroma and the presence of XY cells. 178 

 Y chromosome 
present 
n = 4 

No Y chromosome 
n = 16 

p-value 

TILs (%), median (IQR) 17.5 (7.5-23.75) 10 (2.75-18.75) 0.406 

CD45 (% of marked cells), median (IQR) 10 (5-18.75) 13.5 (3.25 – 38.75) 0.770 

CD5 (% of marked cells), median (IQR) 15 (7.5-18.75) 7.5 (2.25 – 53.75) 0.479 

CD4+ cells / 0.25mm2 (n), median (IQR) 25 (14-30) 7.5 (2.75-37.5) 0.314 

CD8+ cells / 0.25mm2 (n), median (IQR) 57.5 (32.25-85) 37.5 (15-72.5) 0.427 

CD4 / CD8 ratio, median (IQR) 0.43 (0.38-0.49) 0.28 (0.13-0.38) 0.201 

CD163+ cells / 0.25mm2, median (IQR) 30 (17.5-53.75) 17.5 (10-30) 0.202 
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 180 

DISCUSSION 181 

This study analyzed the link between fetal microchimerism and the immune characteristics of 182 

breast cancer. Among 23 samples of breast cancer, XY cells were detected in five. These cells 183 

were lymphocytes in three samples, fibroblasts in one sample, and epithelial cells in one 184 

sample. The presence of XY cells was not found to affect the immune or molecular 185 

characteristics of the tumors. 186 

The analyzed samples were obtained from young women (38 ± 4 years) who had been 187 

diagnosed with a breast cancer mainly within 10 years after the birth of a male child (7 ± 5 188 

years). Data from the literature report less favorable outcomes for breast cancers diagnosed 189 



 101 

within 10 years following a pregnancy (known as PPBC) 8–10. The analyzed tumors were mostly 190 

T2 and T3 stage tumors (61%), with lymph node involvement (65%), and with grade I, II and 191 

III representing 13%, 44%, 39% of the cases, respectively. This is in accordance with cases of 192 

PPBC reported in the literature 10. Over half of the analyzed tumors were luminal A (55%). 193 

Triple negative tumors represented 14% of the cases. The distribution of the molecular profile 194 

of the tumors analyzed in our study is also in accordance with the literature data for PPBC 10. 195 

The mean value of TILs in the analyzed samples was 19 ± 21% and the correlation between 196 

the molecular and immune characteristics is concordant with the data reported in the literature 197 

26. The triple negative tumors were more likely to be characterized by a higher TILs proportion 198 

(33.8% ± 22.6) rather than a luminal A tumor (8.8% ± 6.6). 199 

The majority of lymphocytes from the analyzed tumors were lymphocyte T cells (CD45+ CD5+) 200 

mostly represented by a cytotoxic subpopulation (CD8+). The CD4/CD8 ratio was significantly 201 

higher in HER2/neu tumors, as described in the literature 27. 202 

In contrast to the study by Dubernard et al. 24, showing the presence of the Y chromosome 203 

detected by FISH in nine out of ten stromal compartments of cases of PABC, our study 204 

revealed the presence of the Y chromosome in only five of the 23 analyzed samples (22%). 205 

The stage and histologic grade of the tumors in our study was comparable to those presented 206 

by Dubernard et al.. However, the women included in our study mainly presented PPBC, at 207 

distance from the delivery, which could explain the lower rate of fetal blood cells in our samples. 208 

Another study, by Nemescu et al. 28, evaluating the presence of fetal microchimeric cells in the 209 

stroma of breast cancers diagnosed independently of the pregnancy or postpartum period 210 

showed the presence of the Y chromosome in 100% of analyzed samples. The analysis was 211 

performed by polymerase chain reaction (PCR) of the sex-determining region Y (SRY) gene 212 

and the Y chromosome was found to be present in the tumors and the neighboring tissues. 213 

However, the SRY-signal detected in this study was very low and close to the background 214 

noise. Thus, the results should be interpreted with caution. 215 
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We identified the cells with the XY formula as lymphocytes, fibroblasts and epithelial cells. This 216 

observation contrasts with the analysis of Dubernard et al. where the identified microchimeric 217 

cells presented epithelial and stromal phenotypes 24. The authors did not find any CD45+ 218 

microchimeric cells. Once more, this discrepancy could be explained by a difference between 219 

the PABC tumors analyzed in their study, and the mainly PPBC tumors of our population. 220 

During pregnancy various populations of fetal cells, including umbilical cord mesenchymal or 221 

hematopoietic stem cells, can cross the placental barrier 29,30 and migrate to the cancer niche 222 

to participate in tumor development 31,32. Thus, different cell subpopulations could have been 223 

available for mobilization by tumor niches in the two studies.  224 

Gadi et al. have suggested a physiopathologic mechanism to explain the regulation of 225 

carcinogenesis in this context. They put forward that fetal cells may modify the immune control 226 

of cancer 33. We therefore analyzed the link between the presence of microchimeric cells and 227 

immune markers in the tumors. No statistical difference was found in TILs score, the 228 

mobilization of CD4+ and CD8+ lymphocytes, or the percentage of CD168+ cells in the groups 229 

of samples with or without detected Y chromosome. Similarly, no statistical difference was 230 

found between the clinical characteristics and the presence of the Y chromosome. 231 

This is the first study evaluating the link between the presence of fetal microchimeric cells and 232 

the immune environment of breast cancer tumors. However, our observations should be 233 

interpreted with caution as the Y chromosome was found in only five samples, which could 234 

have limited the statistical interpretation. Moreover, FISH analysis could have been limited by 235 

the size of the analyzed area. The FISH marking was performed in selected sample sections, 236 

which does entirely rule out the presence or absence of the Y chromosome in the whole 237 

sample. However, immune analysis was also performed in the neighboring tissue, thus, 238 

responding to the question on the impact of microchimeric cells on local immune response. 239 

More robust analysis by digital PCR could provide more precise results. 240 
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Finally, the impact of female pregnancies was not evaluated in this study as the detection of 241 

microchimerism would require genetic analysis of the offspring to distinguish maternal from 242 

fetal cells.  243 

 244 

CONCLUSION 245 

Fetal microchimerism was detected in five out of 23 cases of PPBC. The presence of XY cells 246 

did not show any impact on the immune or molecular characteristics of the tumors. 247 
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DISCUSSION GENERALE  

L’impact des grossesses sur le risque de survenue d’un cancer du sein a été largement 

décrit sur le plan épidémiologique, avec des données contrastées en fonction 

notamment de la temporalité de survenue du cancer par rapport à la grossesse (93–

95). Les mécanismes d’interaction entre grossesse et cancer du sein restent quant à 

eux très mal connus. Ce travail de thèse a analysé l’impact du microchimerisme fœtal 

dans le cancer du sein dans une démarche mixte, translationnelle et in vitro. Notre 

hypothèse était que le microchimerisme fœtal pouvait influencer le comportement 

tumoral par le biais de la population hématopoïétique des cellules fœtales, en 

interagissant avec les cellules tumorales mais également avec l’environnement 

immunologique au sein de la niche tumorale. 

Nous avons donc étudié la présence de cellules fœtales dans le tissu tumoral de 

cancers du sein diagnostiqués à distance de la grossesse à partir d’une bio banque 

d’une part et d’autre part l’interaction in vitro entre les cellules fœtales CD34+ dérivées 

du sang de cordon et des lignées cellulaires du cancer du sein.  

Au niveau du tissu tumoral du cancer du sein les cellules fœtales masculines ont été 

retrouvées dans 5 échantillons sur 23. Ces cellules étaient peu nombreuses et étaient 

représentées par des lymphocytes dans 3 échantillons, par des fibroblastes dans un 

échantillon et par des cellules épithéliales dans un échantillon.  

Dans la partie in vitro, nous avons démontré que les cellules fœtales CD34+ dérivées 

du sang de cordon interagissent avec les cellules du cancer du sein en provoquant 

une diminution de la prolifération des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 ainsi que la 

diminution de la migration et l’invasion des cellules MDA-MB-231. L’analyse spatiale 

des interactions entre les cellules a permis d’émettre l’hypothèse d’une fusion des 



 108 

cellules CD34+ avec les cellules tumorales. L’analyse transcriptomique des cellules 

tumorales en corrélation avec l’analyse du sécrétome des cellules fœtales CD34+ a 

permis d’identifier l’IL-17A et l’INF- comme potentiels régulateurs d’amont des 

modifications fonctionnelles observées dans les cellules tumorales. 

Pendant la grossesse différentes populations cellulaires fœtales traversent la barrière 

placentaire. Parmi elles, les cellules précurseurs hématopoïétiques (5,6) ont été mises 

en évidence par l’identification du chromosome Y par FISH sur les cellules CD34+ 

chez près de 50% de femmes multipares en bonne santé (9–12). Les cellules CD34+ 

sont à l’origine de toutes les populations de cellules immunitaires (128) jouant un rôle 

important dans la cancérogénèse du cancer du sein (91). C’est pourquoi le travail de 

recherche fondamentale de cette thèse s’est intéressé aux interactions de cellules 

CD34+ dérivées du sang de cordon avec les cellules tumorales en co-culture in vitro. 

Les cellules CD34+ dérivées du sang de cordon se caractérisent par des capacités de 

régénération et d’autorenouvèlement plus importantes comparé aux cellules CD34+ 

périphériques adultes du fait de leurs immaturité hématopoïétique plus importante 

(129–131). Leur implication dans la cancérogénèse a été peu étudiée et les 

informations concernant le profil de cytokines sécrétés par les cellules CD34+ dérivées 

du sang de cordon ne sont pas disponibles dans la littérature. 

La mise au point des protocoles utilisés dans cette thèse ont permis d’identifier le profil 

de cytokines sécrétés par les cellules CD34+ dérivées du sang de cordon. 

L’angiopoietine-2, le ligand du CD40, le facteur D du complément, le facteur de 

croissance de fibroblastes (FGF)-19, le facteur de stimulation des colonies de 

granulocytes et de macrophages (GM-CSF), l’interféron (INF)-, l’interleukine (IL)-8, 

IL-11, IL-17A, kallikréine 3, lipocalin-2, ostéopontine, pentraxine 3, résistine, facteur 1 
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alpha dérivé des cellules stromales (SDF)-1, serpine E1, et vitamine D BP ont montré 

les taux d’expression les plus élevés dans nos analyses. Cette information n’a jamais 

été décrite auparavant dans des cellules fœtales. Concernant les CD34+ 

périphériques adultes, seules l’IL-8, TNF- et l’IL-1 ont été précédemment identifiées 

dans la littérature (132). L’IL-8 pourrait promouvoir la migration des cellules tumorales 

mammaires triple négatives dans le travail de Deng el al. (133). L’exposition des 

cellules tumorales avec des récepteurs hormonaux négatifs (MDA-MB-231 et MCF-7) 

aux cellules fœtales n’a pas entrainé d’augmentation de la migration cellulaire 

tumorale. A l’inverse, cette interaction a provoqué une baisse de la migration des 

cellules MDA-MB-231. Cependant dans le travail de Deng les cellules MCF-7 et MDA-

MB-231 n’étaient pas concernées par cette augmentation de migration induite par l’IL8, 

et il n’a pas non plus été montré de baisse de la migration. Notre analyse a retrouvé 

des taux d’expression relativement modérés d’IL8 avec une diminution de son 

expression entre le J1 et J3 dans le milieu de culture des cellules fœtales issues du 

sang du cordon. Enfin, nous n’avons pas évalué l’exposition spécifique à l’IL8 mais 

l’interaction avec des cellules hématopoïétiques sécrétant un grand nombre de 

cytokines, chacune pouvant moduler les effets fonctionnels.  

L’IL-17A dans notre analyse a démontré le taux d’expression le plus élevé parmi toutes 

les cytokines analysées. Cette cytokine joue un rôle dans la communication avec les 

cellules hématopoïétiques induisant leur différenciation (134). Son rôle dans la 

pathogénèse du cancer du sein est controversé. Elle pourrait avoir un effet pro-

prolifératif in vitro (135–137). Néanmoins,  un effet de diminution des capacités 

migratoires des cellules tumorales a également été décrit (138), ce qui pourrait être en 

accord avec nos observations. 
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Malgré la détection de cytokines dans le milieu de culture des cellules CD34+ dérivées 

du sang de cordon, l’analyse fonctionnelle après une culture indirecte avec les cellules 

tumorales du cancer du sein à travers une membrane permettant un échange au 

niveau moléculaire n’a pas révélé de modifications de capacités prolifératives, 

migratoires et de l’invasion de cellules tumorales. L’absence de modifications pourrait 

être expliquée par des concentrations trop faibles de cytokines dans le milieu de co-

culture. Néanmoins, les quantités de cellules CD34+ utilisées dans les co-cultures 

étaient similaires aux quantités utilisées dans l’évaluation du sécrétome. Une autre 

explication pourrait être l’absence de cible de cytokines dans les cellules tumorales. 

Néanmoins, l’action des cytokines sur la migration et la prolifération des cellules 

tumorales ont été décrites dans la littérature notamment pour l’IL-17A (135,137,139). 

L’analyse fonctionnelle après la co-culture directe de cellules CD34+ dérivées du sang 

de cordon avec les cellules tumorales a démontré une diminution de la prolifération 

des deux lignées cellulaires MCF-7 et MDA-MB-231 et une diminution de la migration 

et de l’invasion des cellules MDA-MB-231. L’analyse des interactions cellulaires en 3D 

en time-lapse et en microscopie confocale a permis de mettre en évidence une 

attraction des cellules CD34+ par des cellules tumorales menant à une fusion du 

marquage cellulaire pouvant traduire une fusion cellulaire. Des observations similaires 

ont été décrites pour les cellules CD34+ dérivées de la moelle osseuse en interaction 

avec les cellules du glioblastome où un échange de marquage de la surface cellulaire 

a été observé (118). Cette interaction résultait en l’inhibition de la transition épithélio-

mésenchymateuse des cellules du glioblastome. Des interactions semblables entre les 

cellules MDA-MB-231 et les cellules mésenchymateuses dérivées du cordon ont 

également été décrites dans la littérature (140). Le contact entre les cellules 
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mésenchymateuses dérivées du cordon et les cellules tumorales résultait en 

l’internalisation des cellules mésenchymateuses au sein des cellules tumorales. 

L’analyse transcriptomique des cellules tumorales exposées aux cellules CD34+ 

dérivées du sang de cordon a permis d’identifier les modifications d’expression de 

gènes compatibles avec les modifications fonctionnelles que nous avons observées. 

L’analyse de potentiels régulateurs d’amont en prenant en compte les résultats de 

l’analyse du sécrétome des cellules CD34+ dérivées du sang de cordon a permis 

d’identifier l’IL-17A comme potentiel régulateur d’amont pour les cellules MDA-MB-231 

et l’INF- comme potentiel régulateur pour les cellules MCF-7. L’effet pro-prolifératif de 

l’IL17A sur les cellules tumorales MDA-MB-231 a été décrit dans la littérature (135–

137), ce qui contraste avec les résultats de nos analyses fonctionnelles. Cette 

discordance pourrait s’expliquer par d’autre mécanismes parallèles impliquées dans 

la communication intercellulaire, ce d’autant qu’aucun effet n’a été observé en culture 

indirecte. Concernant  la diminution de la migration et de l’invasion des cellules MDA-

MB-231, l’impact de l’IL17A sur ces processus a déjà été décrits précédemment dans 

la littérature (138). 

En ce qui concerne l’analyse des cellules MCF-7, une corrélation entre l’expression de 

l’INF- et la survie sans métastases a été observée dans la littérature (141). 

L’attraction de cellules CD34+ par la niche tumorale a été décrite pour les tumeurs de 

glioblastome in vivo où les cellules CD34+ injectées par voie intraveineuse étaient 

attirée par les nids tumoraux (117). Néanmoins, la présence de cellules CD34+ n’a 

jamais été démontrée dans le tissu tumoral mammaire. L’étude du microchimerisme 

fœtal par la FISH XY dans le cancer du sein diagnostiqué pendant la grossesse a 

identifié les cellules XY mésenchymateuses endothéliales et épithéliales (142). Le 
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marquage CD34 n’a pas été effectué dans cette étude. Néanmoins aucune cellule 

identifiée n’exprimait le marquage CD45+. Notre analyse histologique a permis de 

caractériser les cellules fœtales dans nos échantillons comme étant des lymphocytes, 

des fibroblastes et des cellules endothéliales. Ces différences dans les populations de 

cellules microchimériques pourraient être expliquées par le délai entre la grossesse et 

le diagnostic du cancer. Dans notre étude le diagnostic du cancer du sein a été posé 

en moyenne 7 (±5) ans après un dernier accouchement, alors que dans le travail de 

Dubernard (142) le cancer était concomitant à la grossesse. La mobilisation de cellules 

fœtales persistantes après un accouchement pourrait être différente à distance d’une 

grossesse comparée à la période du péripartum. 

De la même manière notre étude de la prévalence du microchimerisme par FISH XY 

retrouvait la présence de cellules fœtales dans 5 échantillons sur 23 échantillons 

analysés, essentiellement au sein de carcinomes canalaires. Cette prévalence détecté 

par la FISH sur les cancers diagnostiqués pendant la grossesse a été rapporté dans 

90% des cas de cancers canalaires (142). En dehors de la grossesse l’analyse par 

PCR du gène SRY retrouvait la présence du signal sur 100% d’échantillons des 

carcinomes canalaires diagnostiqués à distance de la grossesse (46). Néanmoins, les 

taux de détection du signal du gène SRY était proche du seuil du bruit de fond. Il est 

alors nécessaire d’interpréter ces résultats avec prudence.  

Suivant l’hypothèse où la présence de cellules microchimériques pourraient modifier 

les mécanismes immunologiques au sein des tumeurs du cancer du sein, nous avons 

évalué le profil immunitaire des tumeurs présentant un microchimerisme fœtal en 

comparant aux tumeurs sans microchimerisme fœtal. Aucune corrélation n’a été 

retrouvée. Néanmoins, le nombre d’échantillons présentant un microchimérisme fœtal 

était faible et les échantillons représentaient des types moléculaires variés ce qui a pu 
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influencer l’aspect immunitaire du microenvironnement tumoral per se. Un travail 

complémentaire par PCR pour augmenter la sensibilité de détection du chromosome 

Y est en cours d’évaluation en termes de faisabilité. 

Ce travail de thèse présente des points faibles. Globalement nos données concernent 

uniquement le carcinome canalaire. Les analyses in vitro ont été réalisées sur des 

lignées cellulaires représentatives de carcinomes canalaires. De la même manière 

dans la partie translationnelle la quasi-totalité des échantillons analysés par FISH était 

des carcinomes canalaires. Il est alors difficile d’extrapoler les résultats au cancer 

lobulaire. Toutefois les carcinomes canalaires représentent environ 80 % des cancers 

du sein. 

L’analyse du microchimérisme fœtal dans la partie translationnelle a été reposé sur la 

détection en FISH du chromosome Y, moins sensible par exemple que la technique 

de PCR. De plus l’observation du signal Y en FISH a porté sur un champs donné de 

la tumeur. L’absence du signal Y détecté en FISH n’exclut donc pas l’absence de 

signal Y dans l’ensemble de l’échantillon. Néanmoins, la lecture des résultats de FISH 

est simple et reproductible. De plus, l’analyse du microenvironnement immunitaire a 

été réalisée à proximité du champ analysé par FISH ce qui reflète bien la réaction des 

cellules immunitaires à la présence des cellules microchimériques. L’analyse par 

digital PCR pourrait apporter des informations supplémentaires, mais avec une fiabilité 

plus réduite. La mise au point de cette technique est en cours. Enfin, le nombre de 

patientes éligibles à l’inclusion était limité par la nécessité d’un antécédent de 

grossesse avec un fœtus masculin.  Ainsi, un nombre limité d’échantillon a pu être 

analysé. De plus, l’impact du microchimérisme consécutif à une grossesse avec un 

fœtus féminin n’a pas pu être évalué.    
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Concernant les résultats des interactions in vitro, la mise au point des techniques a été 

impactée par les faibles quantités de cellules CD34+ récupérées du sang de cordon 

(rendement proche de 1% des cellules mononuclées). De plus, les analyses 

fonctionnelles par xCELLigence des quatre lignées initialement sélectionnées se sont 

avérées impossibles pour deux de ces lignées du fait de la prolifération 

tridimensionnelle des cellules BT474 et SkBr-3. Nous avons alors décidé de poursuivre 

les analyses en utilisant uniquement les lignées MDA-MB-231 et MCF-7, avec une 

représentation plus limitée des sous types moléculaires de cancer du sein. 

Les résultats des cocultures indirectes n’ont pas démontré de modifications 

fonctionnelles au niveau des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 après exposition aux 

cellules CD34+. Ce résultat n’était pas attendu compte tenu du fait que nous avons 

observé que les cellules CD34+ dérivées du sang de cordon sécrètent des cytokines 

avec un potentiel impact sur la cancérogénèse. L’analyse du sécrétome pourrait 

nécessiter une confirmation par une autre technique, telle que le Western Blot. De 

plus, l’analyse des interactions cellulaires sous microscope fluorescent retrouvait des 

interactions pouvant correspondre à la fusion cellulaire, ce qui souligne l’importance 

des interactions directes dans la transmission du signal dans ce modèle. 

Enfin dans cette analyse in vitro un biais important concerne de potentielles réactions 

immunologiques allogéniques, car les cellules CD34+ dérivées du sang de cordon ne 

sont pas proches génétiquement des lignées tumorales du cancer du sein. 

 

Conclusions et perspectives  

La prévalence du microchimérisme fœtal au niveau du tissu tumoral mammaire à 

distance de la grossesse est probablement plus faible que décrit précédemment dans 
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la littérature. En cas de cancer du sein diagnostiqué à distance de la grossesse les 

cellules fœtales représentent principalement des populations lymphocytaires, 

fibroblastiques et endothéliales. Le rôle des cellules CD34+ d’origine fœtale dans le 

cancer du sein reste à prouver. Néanmoins, les interactions directes de cellules CD34+ 

dérivées du sang de cordon avec les cellules du cancer du sein in vitro ont provoqué 

des modifications fonctionnelles et moléculaires. 

Les analyses d’interactions d’autres lignées cellulaires d’origine fœtale avec les 

cellules tumorales pourraient apporter plus de précisions sur l’impact du 

microchimérisme fœtal. 

Afin de s’affranchir de biais en lien avec les réactions immunitaires liées aux 

différences allogéniques, il serait intéressant d’utiliser le sang de cordon obtenu chez 

les femmes atteintes d’un cancer du sein pendant la grossesse, en mettant en contact 

les cellules fœtales avec des cultures primaires de cellules tumorales mammaires 

obtenues lors de la prise en charge chirurgicale du cancer chez la même patiente. 

Cette approche pourrait limiter les réactions intercellulaires aspécifiques, en lien avec 

les incompatibilités allogéniques. Ces résultats pourraient être également être 

comparés aux effets induits par les interactions des cellules tumorales mammaires 

avec les mêmes populations de cellules maternelles hématopoïétiques par exemple. 

Néanmoins, les limites techniques de cette approche seraient très importantes, 

notamment la durée de vie limitée des cultures primaires de cellules tumorales.   

L’analyse du tissu tumoral par digital PCR (dPCR) pourrait s’avérer plus sensible dans 

l’évaluation de la prévalence du microchimérisme fœtal dans le cancer du sein. La 

caractérisation des populations de cellules fœtales circulantes pourrait également 

apporter de la lumière sur la mobilisation de cellules d’origine fœtale dans la circulation 

lors d’un processus carcinologique.
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