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Résumé et mots clés  
 

CoopéraƟon des voies de signalisaƟon des protéines morphogénéƟques osseuses (BMP) et 
des œstrogènes dans la dynamique de transformaƟon des cellules souches mammaires à 

l'origine des cancers du sein. 

 

L’incidence des cancers du sein augmente, ce qui souligne l’importance de la détecƟon des 
mécanismes d’iniƟaƟon qui sont encore mal connus. Une des cibles majeures d’iniƟaƟon 
tumorale sont les cellules souches car elles partagent de grandes similarités avec les cellules 
souches cancéreuses et leur longue durée de vie les rend plus sensibles aux exposiƟons aux 
polluants comme les bisphénols. Nous avons démontré au laboratoire que l’exposiƟon à des 
bisphénols entrainait des altéraƟons du microenvironnement et du foncƟonnement des 
cellules souches en perturbant la voie des BMP. Ce projet vise à développer de nouvelles 
approches plus perƟnentes pour évaluer l’effet de l’uƟlisaƟon du bisphénol S en replacement 
du bisphénol A. Pour cela nous avons uƟlisé un modèle de cellules souches mammaires saines 
(MCF10A). Nous avons démontré qu’il y avait des interacƟons possibles entre les récepteurs 
BMPR1b et GPER et que le BPS en combinaison avec le BMP2 augmentait spécifiquement leur 
capacité souche après une exposiƟon courte. Nous avons également réalisé des exposiƟons 
chroniques de 5 mois. Bien que nous n’ayons pas pu associer l’exposiƟon aux bisphénols a une 
réelle transformaƟon, nous avons confirmé que le BPS pouvait induire des effets spécifiques 
par rapport au BPA, sur la perturbaƟon de l’expression des gènes et des voies de signalisaƟon 
grâce à des approches -omiques.  Au-delà de ces connaissances fondamentales, ce projet a 
pour objecƟf de contribuer aux bases scienƟfiques sous-jacentes aux futures acƟons de 
régulaƟon et de prévenƟon liées aux bisphénols pour réduire l’incidence des cancers du sein 
et pourrait dégager de nouvelles cibles thérapeuƟques.  

 

Mots clés : Cellules souches, voies des BMP, Œstrogènes, Bisphénols, Cancers du sein 
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Abstract and keywords  
 

Cooperation of bone morphogenetic protein (BMP) and estrogen signalling pathways in 
the transformation dynamics of mammary stem cells at the origin of breast cancer. 

 
 
The significant increase of breast cancer highlights the importance of identifying the 
mechanisms underlying cancer initiation which are still unknown. One of the major targets of 
cancer initiation corresponds to stem cells as they share many features with cancer stem cells 
and they have a long lifespan, making them more sensitive to pollutants. In the laboratory, we 
have demonstrated that bisphenols treatment had a significant impact on the 
microenvironment and stem cells function perturbing BMP signalling pathway. This project 
aims to develop new relevant approaches to evaluate the impact of using bisphenol S as a 
substitute for bisphenol A. For that purpose, we have used a healthy stem mammary cell line 
model (MCF10A). We have demonstrated the possible interaction between BMPRIb and GPER 
receptors. The short exposure to BPS in combination with BMP2 specifically increased cell 
stemness. Additionally, we have performed chronic exposures for 5 months. Although we 
have not been able to correlate the exposition of bisphenols to cells transformation, we have 
confirmed that BPS can specifically affect the alteration of genes expression and signalling 
pathways, as shown by OMIC approaches, when compared to BPA. In addition to the 
acquisition of this fundamental knowledge, this project aims to contribute to the scientific 
basis guiding future actions of regulation and prevention related to bisphenols in order to 
reduce breast cancer incidence and likely identify new therapeutic targets. 
 
 
Keywords: Stem cells, BMP pathway, Estrogens, Bisphenols, Breast Cancer  
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Chapitre 1. La glande mammaire  
   
La glande mammaire est une glande exocrine présente chez les mammifères. Elle a pour 

foncƟon la producƟon et la sécréƟon de lait offrant l’alimentaƟon nécessaire à la progéniture 

des différentes espèces. C'est un organe unique car il aƩeint son stade de développement 

complet seulement après la naissance sous l’influence de signaux hormonaux, notamment des 

œstrogènes. De part ceƩe parƟcularité, la glande mammaire a servi de modèle pour l’étude 

du développement et des cellules souches adultes. En effet, c’est un organe très dynamique 

pouvant subir de nombreux changements au cours de la vie.  Par exemple, elle est soumise à 

de peƟtes variaƟons régulières induites par le cycle menstruel. Mais elle est également 

capable de subir des remaniements majeurs, comme ceux observés lors d’une grossesse, avec 

l'instauraƟon puis l'arrêt de la lactaƟon. C’est ceƩe grande plasƟcité, qui a mis en évidence 

l’importance de la présence de cellules souches/progénitrices persistantes après 

l’embryogenèse (Inman et al., 2015) .  

 

I. Développement de la glande mammaire  
 

Une grande parƟe de nos connaissances au niveau de l’embryogenèse de la glande mammaire 

est basée sur l’étude de modèles murins. Malgré des différences anatomiques notables, les 

principaux gènes associés au développement de la glande mammaire sont très conservés 

entre les espèces (Spina & Cowin, 2021). La généraƟon de modèles de souris généƟquement 

modifiées ont également permis d’idenƟfier des gènes impliqués dans des troubles liés au 

développement chez l'Homme ou encore, dans des processus de tumorigenèse mammaire 

humaine (Dravis et al., 2018). Ces données ont pu être confirmées et précisées par certaines 

équipes travaillant directement sur des embryons humains obtenus après une interrupƟon de 

grossesse. CeƩe introducƟon compilera donc des études menées à la fois chez l’humain et 

dans des modèles murins.   

 

A. Origine  

  

En comparant l’anatomie de divers espèces, l’origine des glandes mammaires semblent 

provenir de glandes apocrines ancestrales associées aux poils. En effet, des preuves 

moléculaires suggèrent que des sécréƟons cutanées impliquées dans la protecƟon des œufs, 
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ont évolué afin d’assurer la lactaƟon. Ce processus permet un transfert direct à la progéniture 

de 10% des réserves de calcium maternel grâce à des mécanismes de résorpƟon osseuse, 

conférant un avantage évoluƟf en assurant une croissance rapide de la descendance 

(Wysolmerski, 2003). Cela explique également le fait que de nombreuses protéines impliquées 

dans le développement de la glande mammaire soient aussi impliquées dans le métabolisme 

osseux, comme les protéines morphogénéƟques osseuses (BMP) qui sont essenƟelles à 

différents stades de la physiologie du sein.   

B. Stade embryonnaire  

  

Chez l’Homme comme chez la souris, le développement de la glande mammaire débute par 

l’épaississement de l’ectoderme donnant naissance à deux crêtes mammaires qui s’étendent 

des bourgeons des membres supérieurs, aux membres inférieurs de l’embryon. Ces crêtes 

seraient le résultat de l’expression antagoniste simultanée du ligand BMP4 au niveau ventral 

et du facteur de transcripƟon Tbx3 au niveau dorsal (Cho et al., 2006). Chez l’Homme elles 

apparaissent à parƟr de la 4ème semaine du développement embryonnaire. Des études 

suggèrent que les cellules de la lignée mammaire migreraient le long de ces crêtes pour former 

par la suite des bourgeons mammaires (J. R. Hens & Wysolmerski, 2005) (Fig. 1).  

 

 
Figure 1. Les crêtes mammaires chez l’embryon. 
Schéma représentant l’emplacement des crêtes mammaires chez l’embryon humain. D’après 
(Anatomie de la glande mammaire, s. d.) 
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Autour de la 6ème semaine, les crêtes mammaires disparaissent laissant place à deux bourgeons 

mammaires persistants formant l’aréole grâce à l’implicaƟon de la signalisaƟon Wnt. Les 

cellules du bourgeons mammaires vont par la suite, proliférer et s’invaginer dans le 

mésenchyme sous-jacent afin de donner naissance à entre 15 et 20 prolongements formés de 

cellules épithéliales jusqu’à aƩeindre le coussinet adipeux en formaƟon (Fig. 2).  

 

 

 

Figure 2. Stades du développement mammaire embryonnaire 

Coupes transversales d'une crête mammaire au niveau du site de développement de la glande 

mammaire montrant les stades successifs du développement mammaire. D’après (Javed & Lteif, 2013).  

 

Ce processus implique encore une fois la signalisaƟon des BMP, associée à celle de la protéine 

liée à l'hormone parathyroïdienne (PTHrP). En effet, les cellules épithéliales mammaires 

expriment PTHrP et son récepteur PTHR1 est exprimé par les cellules du mésenchyme. Ce 

dialogue entraine une augmentaƟon de l’expression du récepteur BMPR1a par les cellules du 

mésenchyme sous-jacent. Cela conduit à l’augmentaƟon de leur sensibilité à la signalisaƟon 

autocrine et paracrine du ligand BMP4 et à la producƟon de la métalloprotéase matricielle 2 

(MMP2). Le relargage de MMP2 induit l'inhibiƟon de follicules pileux autour du canal 

mammaire permeƩant la producƟon de plusieurs ramificaƟons canalaires. Cet effet du BMP4 

est également retrouvé dans la morphogenèse de ramificaƟons se produisant dans d'autres 

organes comme dans les poumons, les reins ou encore les glandes salivaires. En parallèle, la 
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signalisaƟon PTHrP induit la signalisaƟon Wnt/beta-caténine impliquée dans la différenciaƟon 

du mésenchyme mammaire (J. Hens et al., 2009). 

La signalisaƟon PTHrP est également impliqué dans la formaƟon du mamelon. Elle induit la 

surexpression de certains kéraƟnocytes conduisant à l’épaississement local de l’épiderme et 

inhibant la formaƟon de follicules pileux via l’expression de Msx2 (Fig. 3).  

 

 
 

Figure 3. Signalisation en aval engagée par PTHrP pendant le développement mammaire 

embryonnaire 

La PTHrP est sécrétée par l'épithélium mammaire (rouge) et agit sur le mésenchyme mammaire (bleu) 

pour activer la signalisation via la β-caténine. La signalisation PTHrP, via PTHR1, régule également à la 

hausse BMPR1a et sensibilise les cellules mésenchymateuses mammaires à BMP4, régulant peut-être 

à la hausse la signalisation BMP dans le mésenchyme mammaire. Cette voie est nécessaire à la 

croissance des bourgeons, via MMP2 et à l'inhibition de la folliculogenèse pileuse dans le mamelon, via 

Msx2. La signalisation PTHrP maintient également l'identité épithéliale mammaire via la signalisation 

dans le mésenchyme mammaire, bien que le mécanisme exact reste inconnu. Figure modifiée de 

(Hiremath & Wysolmerski, 2013). 
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A parƟr du 7ème mois, une lumière se forme donnant naissance à l’ébauche des premiers canaux 

galactophores. Des données d'immunohistochimie ont permis de suivre l'appariƟon de deux 

types cellulaires disƟncts : les cellules primaires centrales des bourgeons et les cellules 

primaires basales (adjacentes à la membrane basale). Ces cellules dériveraient d'un 

progéniteur commun présent dans les structures terminales des bourgeons et exprimant la 

cytokéraƟne 19 (CK19). Plus les excroissances épithéliales se développent en profondeur du 

bourgeon primaire, plus on observe une différenciaƟon des types cellulaires. Progressivement, 

certaines cellules vont perdre leur expression de CK19 pour exprimer un marqueur connu des 

cellules basales : la cytokéraƟne 14 (CK14). Par la suite, une différenciaƟon précoce de 

certaines cellules basales en cellules myoépithéliales est permise par un changement 

morphologique et l'expression d'une protéine d'acƟne impliquée dans la contracƟon des 

muscles lisses : l'α-SMA (alpha smooth muscle acƟn). La différenciaƟon en cellule luminale, est 

quant à elle marquée par l'expression des cytokéraƟnes 8 et 18 au niveau des cellules en 

contact direct avec la lumière des canaux.  

 

A ce stade, aucune différence n'est observée entre les sexes chez l'espèce humaine. La glande 

mammaire va rester dans cet état quiescent jusqu'au stade de la puberté (Howard & 

Gusterson, 2000).  

 

C. Puberté  

  

La phase de puberté est marquée par l'exposiƟon aux hormones et aux facteurs de croissance 

induisant la proliféraƟon des cellules mammaires. Les cellules vont subir une phase 

d'expansion en envahissant jusqu'à 60% du coussinet adipeux. Les 40% restant seront 

disponibles dans le cas d'une éventuelle grossesse pour la mise en place de la lactaƟon. Des 

branches secondaires vont se former à parƟr des canaux primaires. Sous l'influence des 

œstrogènes des branches terƟaires apparaissent. CeƩe arborescence donne naissance à des 

structures terminales appelées unités lobulaires terminales ou encore TEB (Terminal End 

Buds). A parƟr de ce stade, on commence à observer des différences entre les sexes : chez 

l'homme l'arborescence se met en place mais de nombreux canaux se forment sans la 

présence de TEB contrairement aux femmes, ces terminaisons simples sont alors appelées 

acini (Macias & Hinck, 2012a).    
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Effets des hormones   

Lors de la puberté, l'hormone de croissance (GH) sécrétée par l'hypophyse, va agir directement 

sur le foie et le stroma mammaire afin d'induire l'expression du facteur de croissance analogue 

à l'insuline 1 (IGF1). Ce facteur est impliqué dans la survie et la proliféraƟon des cellules de la 

glande mammaire. En effet, des études ont démontré que les souris igf1-/- présentaient des 

défauts importants de développement canalaire.   

D'autre part, l'acƟvaƟon du cycle ovarien va entrainer la producƟon d'œstrogènes sécrétés par 

les ovaires, appelé estradiol (E2). L’estradiol devient alors l’œstrogène majoritaire chez la 

femme jusqu’à la ménopause.  

Les œstrogènes agissent avec l'IGF1 pour réguler la morphogenèse canalaire et sƟmuler 

directement la proliféraƟon des cellules épithéliales. Il a été démontré que des cellules 

épithéliales mammaires étaient sensibles aux œstrogènes. Pourtant, seule une sous-

populaƟon de cellules luminales semblent exprimer le récepteur aux œstrogènes ERα. Une 

des explicaƟons, est que les cellules ERα+ transmeƩent la signalisaƟon de manière paracrines 

aux autres cellules ERα-. En effet, ERα acƟvé induirait la libéraƟon d'un membre de la famille 

des facteurs de croissance épidermique (EGF) : l'amphiréguline (AREG). CeƩe libéraƟon se 

produirait via l'acƟvaƟon de la métalloprotéase ADAM 17 entrainant le clivage et le relargage 

de AREG acƟvé.  Par la suite, les cellules stromales vont pouvoir capter ce signal via leurs 

récepteurs EGFR. Cela conduira à la sécréƟon du facteur de croissance des fibroblastes (FGF) 

induisant un signal de proliféraƟon au sein des cellules ERα-, comme les progéniteurs bi-

potents ou encore les cellules souches. Ces dernières n'expriment pas les récepteurs aux 

œstrogènes ERα mais les signaux paracrines qu'elles reçoivent sont essenƟels pour le 

développement de l'arborescence mammaire (Hannan et al., 2023). Tout cela démontre 

l'importance du dialogue entre les cellules de la glande mammaires et les cellules de son 

microenvironnement (Fig. 4).  
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Figure 4. Vue schématique des événements survenant au cours du développement pubertaire 

L'hormone de croissance (GH) régule la prolifération cellulaire en induisant l'expression du facteur de 

croissance analogue à l'insuline-1 (IGF1) dans le foie et le stroma mammaire. L'IGF1 agit, avec 

l'œstrogène sécrété par l'ovaire, pour induire la prolifération des cellules épithéliales. La signalisation 

des œstrogènes par son récepteur (ESR1) agit de manière paracrine pour stimuler la libération d'un 

membre de la famille des facteurs de croissance épidermiques (EGF), AREG, qui se lie à son récepteur 

sur les cellules stromales et induit l'expression des FGF. Les FGF, à leur tour, stimulent la prolifération 

des cellules luminales. D’après (Macias & Hinck, 2012b). 

 

D. ModificaƟon de la glande mammaire chez l’adulte 

 

Le cycle menstruel est régi par des fluctuaƟons d’hormones comme les œstrogènes et la 

progestérone. Ce cycle est composé de plusieurs phases pouvant impacter la physiologie de la 
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glande mammaire. La phase folliculaire est marquée par la présence majoritaire des 

œstrogènes. Ils exercent une acƟvité proliféraƟve sur les canaux épithéliaux via leur fixaƟon 

aux récepteurs ERα et à leur signalisaƟon paracrine, comme nous l’avons vu précédemment. 

Ce taux élevé d’œstrogènes entraine la producƟon d’une autre hormone : l’hormone 

lutéinisante (LH). CeƩe augmentaƟon va aƩeindre un pic déclenchant l’ovulaƟon. Après la 

libéraƟon de l’ovule, la phase lutéale débute avec la sƟmulaƟon de la synthèse d’une nouvelle 

hormone : la progestérone. Lors de ceƩe phase un deuxième pic d’œstrogènes va avoir lieu 

afin de sƟmuler l’expression des récepteurs à la progestérone (PR).  

La progestérone possède également un effet mitoƟque sur les cellules épithéliales permeƩant 

le développement de bourgeons alvéolaires. Il a été démontré que la proliféraƟon des cellules 

mammaires était posiƟvement corrélé au taux sérique de progestérone (Söderqvist et al., 

1997). L’objecƟf de ceƩe phase est de préparer la glande mammaire en cas d’éventuelle 

grossesse. Les bourgeons alvéolaires nouvellement formés nécessitent un apport conƟnu de 

progestérone pour perdurer. Lorsqu’il n’y a pas de fécondaƟon, le taux de progestérone 

diminue entrainant la régression de ces bourgeons par apoptose (Atashgaran et al., 2016).  

A cause de leurs effets mitoƟques, les œstrogènes et la progestérone ont été associés à un 

risque de cancer du sein plus élevé. En effet, il a été démontré qu’une puberté précoce et une 

ménopause tardive augmentait le risque de cancers du sein (« Menarche, menopause, and 

breast cancer risk », 2012). Plus les cellules épithéliales sont soumises à un nombre de cycles 

proliféraƟfs importants plus le risque d’appariƟon de mutaƟons est élevé (Henderson & 

Feigelson, 2000).  

 

E. La Grossesse  

 

Si lors du cycle menstruel une fécondaƟon a lieu, alors la synthèse de progestérone induite 

après l’ovulaƟon va se maintenir et agir avec d’autres facteurs comme la prolacƟne pour 

orchestrer l’expansion de la glande mammaire. Durant la grossesse, un profond réarrangement 

va se meƩre en place, conduisant à la différenciaƟon de l'épithélium alvéolaire en cellules 

productrices de lait. Le potenƟel régénéraƟf et d'expansion de l'épithélium mammaire a 

suggéré la présence de populaƟons hétérogènes de cellules souches et de progéniteurs. Dans 

chaque alvéole, plusieurs cellules souches/progéniteurs mammaires contribuent aux 
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populaƟons clonales luminales et basales. Ces cellules sont également préservés lors de 

l'involuƟon de la glande mammaire pour favoriser le cycle suivant (Davis et al., 2016).  

 

F. La Ménopause  

 

La ménopause est définie par l’arrêt du cycle ovarien et donc l’arrêt de la producƟon d’estradiol 

et de progestérone par les ovaires. Cependant il existe toujours une synthèse d’un autre type 

d’œstrogènes, appelé estrone (E1), qui devient majoritaire et est produit par les Ɵssus 

périphériques. Ces changements endocriniens conduisent à la réducƟon du nombre et de la 

taille des lobules de la glande mammaire : c’est l’involuƟon lobulaire. Ils induisent également 

l’augmentaƟon de cellules épithéliales mammaires exprimant le récepteur ERα. En effet, on 

passe de 10% de cellules ERα+ à près de 90% en phase post ménopause (McCready et al., 

2010). Le microenvironnement mammaire subit également des changements. Le Ɵssu 

mammaire s’enrichie en adipocytes permeƩant notamment la synthèse d’E1.   

 

Chapitre 2. Les cancers du sein 

 

I. Généralités 

 

A. Incidence 

 

En 2022, les cancers du sein représentent la plus forte incidence et la première cause de 

mortalité par cancer chez les femmes (Fig. 5). Les hommes peuvent aussi être concernés, bien 

que les cas restent rares, car ils représentent moins de 1% de tous les cancers du sein. Au 

niveau mondial, les cancers du sein sont le deuxième type de cancer les plus fréquemment 

diagnosƟqués. De plus, son incidence ne cesse d’augmenter ce qui en fait un enjeu majeur de 

santé publique. CeƩe augmentaƟon s’explique principalement par l’accroissement et le 

vieillissement général de la populaƟon mais il existe également d’autres facteurs de risques 

connus (Bray et al., 2024).  
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Figure 5. Diagrammes représentant la répartition des cas et des décès pour les principaux cancers 

dans le monde en 2022 pour les femmes.  

La surface de chaque part du diagramme reflète la proportion du nombre total de cas ou de décès. Les 

cancers cutanés non mélanocytaires (à l'exclusion du carcinome basocellulaire) sont inclus dans la 

catégorie « Other cancer ». D’après (Bray et al., 2024). 

 

B. ClassificaƟon 

 

Il existe de nombreux types de cancers du sein. C’est ceƩe grande hétérogénéité qui rend 

difficile le choix du traitement car les cellules cancéreuses ne possèdent pas les mêmes 

sensibilités. Pour aider à la bonne prise en charge des paƟents, différentes classificaƟons ont 

été mises en place.  

La classificaƟon histologique est basée sur l’apparence et le comportement des cellules 

cancéreuses. Il existe 2 types principaux de cancers du sein : le carcinome in situ et le 

carcinome invasif. 15 à 30 % des cancers du sein diagnosƟqués sont des carcinomes in situ. Ils 

peuvent être d’origine lobulaire ou canalaire. S’ils ne sont pas pris en charge à temps, les 

carcinomes in situ peuvent évoluer en une forme invasive. On parle de carcinome in situ 
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lorsque les cellules cancéreuses restent confinées dans le système ductolobulaire, et de 

carcinome invasif, lorsqu’elles traversent la membrane basale pour envahir le Ɵssu environnant 

(Fig. 6). Pour les carcinomes mammaires invasifs, dans 70% des cas ce sont ce qu’on appelle 

des carcinomes canalaires sans type parƟculier (NST), mais il existe aussi de façon plus rare 

des carcinomes lobulaires invasifs ou encore des carcinome dits microinvasifs (Taurin & 

Alkhalifa, 2020a).  

 

 

Figure 6. Les différents stades de développement des cancers du sein 

Schéma d'une coupe transversale d'un canal, illustrant la progression du cancer du sein, de l'épithélium 

normal bicouche à l'hyperplasie, à l'hyperplasie avec atypies, au carcinome canalaire in situ, et enfin à 

la maladie invasive. Le DCIS est une lésion précoce dans laquelle des cellules cancéreuses anormales se 

développent et restent dans les canaux mammaires. Par la suite, les cellules cancéreuses peuvent se 

développer et devenir invasives, évoluant vers un carcinome canalaire invasif lorsqu'elles s'étendent 

au-delà de la membrane basale et envahissent le tissu stromal environnant. D’après (Tharmapalan et 

al., 2019) 

 

 

Pour compléter ceƩe première classificaƟon, il existe également une classificaƟon moléculaire 

détaillée qui permet de regrouper les tumeurs mammaires en différents sous-types en 
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foncƟon de l’expression de certains marqueurs. La première classificaƟon a été définie par 

Perou et al. en 2000, elle est basée sur le profil d’expression génique de 65 échanƟllons de 

tumeurs mammaires humaines. Par la suite, d’autres travaux ont permis de compléter ceƩe 

classificaƟon permeƩant de former 4 principaux sous-types moléculaires (Fig. 7). 

Les sous-types luminaux représentent à eux seuls 60% des cancers du sein. Ils sont caractérisés 

par l’expression des récepteurs ERα et PR. On disƟngue deux groupes de tumeurs luminales.  

Les tumeurs luminales A : Elles expriment assez fortement les récepteurs ERα et PR mais ne 

surexpriment pas le facteur de croissance épidermique 2 (HER2). Ces tumeurs sont sensibles 

à l’hormonothérapies avec un taux de récidive faible, ce qui en fait une catégorie de cancers 

de bon pronosƟc. Les mutaƟons les plus fréquentes touchent les gènes GATA3, MAP3K1, 

PIK3CA et p53.  

Les tumeurs luminales B : Ces tumeurs expriment également le récepteur ERα mais elles 

expriment plus faiblement PR et environ 20% des tumeurs sont posiƟves pour HER2. Elles sont 

caractérisées par un taux de proliféraƟon plus élevé avec des mutaƟons fréquentes de p53. 

Elles sont également moins sensibles à l’hormonothérapies, ce qui peut entrainer l’uƟlisaƟon 

de combinaisons de traitements notamment avec un traitement anƟ-HER2 pour les tumeurs 

HER2+. Le risque de rechute est plus élevé que pour les tumeurs luminales A.  

Le sous-type enrichi en HER2 : Ces tumeurs sont caractérisées par la surexpression de HER2 

consécuƟve à l’amplificaƟon du gène ERBB2. Ce récepteur est impliqué dans la promoƟon de 

la croissance et de la survie cellulaire ce qui en fait un oncogène puissant lorsque son 

expression est dérégulée. Ce sous-type n’exprime pas les récepteurs ERα et PR contrairement 

aux sous-types luminaux. Ces tumeurs présentent un grade histologique élevé et sont assez 

agressives. Leur traitement consiste souvent en une chimiothérapie convenƟonnelle couplée 

à l’uƟlisaƟon d’un antagoniste d’HER2 comme le trastuzumab.  

Le sous-type basal like : Ce sous- groupe est très hétérogène et caractérisé par l’expression de 

marqueurs de cellules basales comme les cytokéraƟnes 5/6, 14 et 17 ou encore par l’EGFR. De 

plus, comme les cellules basales, ces tumeurs sont négaƟves pour l’expression des récepteurs 

ERα et PR par immunohistochimie avec une absence de surexpression de HER2. Cependant, 

certaines tumeurs basal-like peuvent exprimer un de ces récepteur. Elles possèdent également 

un index mitoƟque élevé et un taux de mutaƟons important, ce qui en font des tumeurs de 

mauvais pronosƟcs avec un risque de rechute fréquemment observé. Ce sous-type conƟent 
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un sous-groupe de tumeurs appelées cancers du sein triples négaƟfs (TNBC). C’est pour cela 

que les cancers dits basal-like sont fréquemment associés au groupe TNBC. Comme la plupart 

des tumeurs basal-like, les TNBC n’expriment pas les récepteurs ERα, PR et HER2. Il existe une 

prévalence de TNBC chez les personnes portant des mutaƟons du gène BRCA1. (Taurin & 

Alkhalifa, 2020a)  (Zhang, 2023) 

Plus récemment, en 2021, Lehmann et al. réalisent de nouvelles analyses mulƟ-omiques à 

parƟr de données publiques issues des cohorte du TCGA, METABRIC, CPTAC et MET500, 

permeƩant de confirmer la division du sous-groupe des TNBC en 4 sous-types 

supplémentaires : deux sous-types de type basal (BL1, BL2), un sous-type mésenchymateux 

(M) et un sous-type de récepteur d'androgène luminal (LAR). Chaque sous-type présente une 

biologie unique et répond différemment à la chimiothérapie standard. (Lehmann et al., 2021).  
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Figure 7. Les différentes classifications des cancers du sein 

La classification histologique, en haut à droite, permet de distinguer les carcinomes in situ canalaire 

(DCIS) et lobulaire (LCIS), qui peuvent évoluer en carcinomes invasif dont le plus fréquent est le 

carcinome invasif « no special type » (NST). Ensuite, en jaune, il s’agit de la première classification de 

Perou & al (2000), basée sur la signature d’expression de 50 gènes (PAM50). Enfin en orange, il s’agit 

de la nouvelle classification permettant de classer les tumeurs en différents sous-types en fonction de 

l’analyse histologique et immunohistochimique de l’expression de certaines protéines clés : ER, PR, 

HER2 et le marqueur de prolifération Ki67. GES = signature d’expression génique. D’après (Harbeck et 

al., 2019) 

 

II. Origine des cancers du sein  
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A. Facteurs de risques  

 

Les cancers du sein sont des maladies mulƟfactorielles. Ils existent des facteurs de risques 

intrinsèques connus non modifiables mais également un certain nombre de facteurs 

extrinsèques modifiables sur lesquels il est possible d’intervenir afin de réduire l’incidence des 

cancers.  

Bien que les progrès concernant le dépistage aient permis une détecƟon plus précoce et une 

meilleure prise en charge de la maladie, les effets secondaires liées aux traitements et les coûts 

liés à ces prises en charge représentent des contraintes majeures. C’est pour cela que 

l’idenƟficaƟon des facteurs de risques permeƩant la mise en place de poliƟques publiques de 

prévenƟon efficaces reste la meilleure opƟon pour protéger les populaƟons.  

Parmi les facteurs de risques non modifiables, il existe des causes intrinsèques généƟques. 

Cela représente 5 à 10% des cancers du sein. Les mutaƟons généƟques les plus connus 

touchent les gènes BRCA1 et BRCA2 qui sont impliqués dans les mécanismes de réparaƟon de 

l’ADN. Lorsqu’une femme hérite d’un de ces gènes mutés, elle a 85% de risque de développer 

un cancer du sein au cours de sa vie (Obeagu & Obeagu, 2024). Avec l’amélioraƟon des 

techniques de séquençages, de nouveaux panels de mutaƟons de gènes augmentant le risque 

héréditaire de cancers du sein ont pu être mis en évidence, comprenant les gènes ATM, CHEK2, 

PALB2, PTEN, STK11 et TP53 (Taylor et al., 2018). Pour ces femmes, les meilleurs moyens de 

prévenƟon restent la mise en place d’une surveillance rapprochée ou encore des 

mastectomies prévenƟves.  

Un autre des facteurs de risques non modifiables important est l’âge, en effet le risque de 

cancers du sein augmente avec l’âge. Près de 80% des cancers du sein se développent après 

50 ans et cela semble étroitement lié à l’exposiƟon aux œstrogènes. En effet, l’exposiƟon aux 

œstrogènes endogènes a été reconnu comme un facteur de risque. Des études ont établi des 

liens entre l’alimentaƟon et la puberté précoce. L’augmentaƟon du niveau de vie des 

populaƟons entrainerait des alimentaƟons plus riches en protéine conduisant à une ménarche 

précoce. Au contraire, l’insécurité alimentaire entraine des retards dans le développement de 

la puberté (Tang et al., 2022). Une des conséquences de ces pubertés précoces est l’exposiƟon 

de la glande mammaire a un plus grand nombre de cycles oestrogéniques et a un risque accru 

de développer un cancer. Une ménopause tardive augmente également ce risque car il a été 

démontré que la survenue de cancers du sein notamment hormonaux dépendants, diminuent 
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après la ménopause et donc après l’arrêt du cycle menstruel (« Menarche, menopause, and 

breast cancer risk », 2012).  

Enfin, 20 à 30% des cancers du sein seraient aƩribués uniquement à des facteurs extrinsèques 

modifiables. En effet, le mode de vie, incluant le tabagisme, la consommaƟon d’alcool ou 

encore le manque d’acƟvité physique peuvent favoriser l’appariƟon de cancer. Par exemple, la 

consommaƟon d’alcool augmenterait la sensibilité de la glande mammaire aux dommages à 

l’ADN en augmentant le stress oxydaƟf mais il pourrait également augmenter la sensibilité aux 

œstrogènes en favorisant l’expression de ERα (Jung et al., 2016) (Singletary et al., 2001). Tout 

cela semble meƩre en évidence l’importance de l’impact de l’exposiƟon aux œstrogènes 

endogènes, mais soulève également la quesƟon des œstrogènes exogènes. L’exposiƟon aux 

œstrogènes exogènes peut être considéré comme un autre facteur de risques extrinsèques 

important sur lequel des acƟons de santé publique sont envisageables.  Parmi ces œstrogènes 

exogènes, les contracepƟfs oraux sont liés à une faible augmentaƟon du risque de cancers du 

sein et ce grâce à leur amélioraƟon au cours des années (Barańska et al., 2021). L’uƟlisaƟon de 

traitements hormonaux subsƟtuƟfs (THS) afin de contrer les effets indésirables liés à la 

ménopause augmenterait également le risque relaƟf de 1,66 par rapport aux personnes ne 

prenant pas de THS. Cependant, ce risque diminue significaƟvement après l’arrêt des THS (Y.-

S. Sun et al., 2017).  Enfin, une autre source d’exposiƟon aux œstrogènes exogènes est 

l’exposiƟon aux polluants environnementaux. En effet, l’exposiƟon aux bisphénols, 

notamment au bisphénol A (BPA) été associé à un risque accru de cancer du sein (S. V. 

Fernandez & Russo, 2010). Il a été idenƟfié comme un perturbateur endocrinien et serait 

impliqué dans la proliféraƟon des cellules cancéreuses et dans la résistance aux thérapies 

hormonales. Mais cela sera détaillé plus précisément dans le chapitre 4.  

 

B. Hypothèses sur l’origine des cancers du sein 

 

Les mécanismes exacts impliqués dans l’iniƟaƟon des cancers du sein sont encore aujourd’hui 

insuffisamment connus. Concernant les cellules à l’origine des cancers du sein, deux théories 

persistent et ne sont pas exclusives. Dans la première théorie, l’appariƟon progressive de 

mutaƟons dans des cellules différenciées favorise la reprogrammaƟon et l’acquisiƟon de 

capacités souches cancéreuses. Dans le deuxième modèle, ce sont les cellules 

souches/progénitrices elles-mêmes qui acquièrent des mutaƟons du fait de leur longue durée 
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de vie et de leur exposiƟon à divers facteurs extérieurs. Par la suite, ces cellules souches 

transformées pourraient alors transmeƩre leurs mutaƟons lors de la différenciaƟon donnant 

naissance à des phénotypes tumoraux divers (Fig. 8). Il est probable que ces deux modèles 

coexistent (Taurin & Alkhalifa, 2020). Dans tous les cas les cellules souches cancéreuses 

semblent être essenƟelles dans les mécanismes précoces d’iniƟaƟon tumorale. 
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Figure 8. Hypothèses sur l’origine des cellules souches cancéreuses (CSC).  

Deux hypothèses possibles : les CSC proviennent de la transformation des cellules souches normales ou 

de cellules tumorales dont les mutations permettent une dédifférenciation leur permettant d’acquérir 

des caractéristiques de cellules souches. Ainsi les CSC ont la capacité de s’autorenouveler et de réaliser 

des divisions asymétriques donnant un nombre illimité de nouvelles CSC. Cela génère une hétérogénéité 

tumorale avec des cellules phénotypiquement différentes qui peuvent soutenir la croissance tumorale, 

être résistantes aux thérapies actuelles ou avoir la moƟlité nécessaire pour se propager dans tout le 

corps et former des tumeurs secondaires. D’après (Nuñez-Rios et al., 2023). 

 

Chapitre 3. Les cellules souches  
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I. Les cellules souches mammaires normales 

 

La grande plasƟcité de la glande mammaire, mise en évidence par les nombreux changements 

physiologiques qu’elle peut subir au cours de la vie, repose en parƟe sur la présence de cellules 

souches épithéliales mammaires. Il existe de fortes similitudes entre la différenciaƟon 

mammaire chez la souris et chez l’Homme. Cependant les marqueurs d’idenƟficaƟon des 

cellules souches peuvent varier selon l’espèce. 

 

A. IdenƟficaƟon des cellules souches  

 

Pour prouver l’existence de ces cellules, des expériences de transplantaƟons in vivo chez la 

souris ont été réalisées. Un fragment d’une glande mammaire de souris greffé dans un 

coussinet adipeux après ablaƟon du Ɵssu épithélial d’origine, est capable de reconsƟtuer 

l’enƟèreté de l’arborescence mammaire. Par la suite, ceƩe expérience a été réalisée en série à 

parƟr d’un fragment iniƟal, ce qui a démontré la persistance d’un pool de cellules souches 

mulƟpotentes capables de s’auto-renouveler (Daniel et al., 1968). Cependant, ce n’est que plus 

récemment en 2006, que les premières cellules souches mammaires (MaSC) de souris ont pu 

être isolé par FACS, grâce à l’idenƟficaƟon de marqueurs spécifiques comme CD24, ou encore 

CD29. CD24 (anƟgène thermostable) avait déjà été idenƟfié comme un marqueur des cellules 

souches neurales et CD29 (intégrine β1) comme un marqueur des cellules souches de la peau. 

Ces deux protéines étaient très enrichies dans ce qu’on appelle les unités de repeuplement 

mammaires (MRU). Ces MRU correspondent à la sous-populaƟon capable de reformer la 

glande après implantaƟon dans un coussinet adipeux. De plus, ces marqueurs étaient 

maintenus sur des temps longs ce qui suggère que la capacité d’auto-renouvellement de ces 

cellules a permis de transmeƩre ces marqueurs aux cellules filles. Mais cela peut aussi 

suggérer la présence de cellules souches quiescentes à longue durée de vie. Toutes ces 

caractérisƟques correspondent aux critères définissant les cellules souches. Finalement, après 

différentes étapes de tri, une glande mammaire complète et foncƟonnelle a pu être obtenue 

à parƟr d’une seule cellule appartement à ceƩe populaƟon préalablement définie. CeƩe 

dernière étape a permis de confirmer l’existence de MaSC adultes (Shackleton et al., 2006).  
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Chez l’Homme, certaines études ont également permis de faire l’hypothèse de l’existence de 

MaSC. Par exemple, grâce à des expériences de perte d’hétérozygoƟe. Il a été démontré que 

ceƩe perte du même allèle était présente de manière indépendante à la fois dans des cellules 

luminales et myoépithéliales des mêmes lobules, ce qui suggère la présence d’un progéniteur 

commun capable de transmeƩre ceƩe perte et de se différencier en plusieurs types cellulaires 

différents (Lakhani et al., 1999). De plus, les mêmes expériences de transplantaƟon in vivo 

effectuées pour la souris, ont été réalisées avec des cellules mammaires humaines triées avec 

les marqueurs CD49fhi et EpCAM-. Ces cellules ont été transplantées dans des coussinets 

adipeux humanisés de souris, auxquels on avait préalablement reƟré la glande mammaire. 

Après transplantaƟon, elles ont été capables de reformer l’arborescence mammaire, 

démontrant ainsi leurs capacités souches (Lim et al., 2009).  

 

B. DifférenciaƟon des cellules souches 

 

Suivant les études, la fréquence des MaSC a été esƟmée être entre 1 cellule souche pour 100 

cellules totales à 1 cellule souche pour 4900 cellules totales, ce qui explique les difficultés liées 

à leur étude. Il est admis qu’une cellule souche est capable de donner naissance à des 

progéniteurs engagés vers la lignée luminale ou myoépithéliale. Cependant il existe encore à 

l’heure actuel de nombreuses parts d’ombre sur les processus de différenciaƟon mammaire. 

Par exemple, il semblerait qu’il existerait un progéniteur bipotent entre la cellule souches et 

les progéniteurs engagés unipotents mais son posiƟonnement dans la différenciaƟon n’est pas 

clair. De plus, l’idenƟficaƟon d’un progéniteur myoépithélial reste insaisissable car les 

marqueurs basaux exprimés par les cellules myoépithéliales sont similaires à ceux des cellules 

souches (Macias & Hinck, 2012). Des expériences de traçage de lignées ont permis de meƩre 

en évidence un progéniteur commun engagé dans la lignée luminale et capable de se 

différencier en deux types cellulaires disƟncts : les cellules canalaires et les cellules alvéolaires 

(Fig. 9).  
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Figure 9. Représentation schématique de la hiérarchie des cellules souches dans la glande mammaire 

Une cellule souche se divise de manière symétrique ou asymétrique pour générer une cellule 

progénitrice bipotente qui donne naissance à la fois à une cellule progénitrice luminale et à une cellule 

progénitrice myoépithéliale. Des études suggèrent que les cellules progénitrices luminales se 

différencient en cellules limitées aux lignées canalaires ou alvéolaires et que des cellules intermédiaires 

non encore identifiées peuvent être nécessaires à la différenciation terminale. En revanche, on pense 

que les cellules progénitrices myoépithéliales se différencient directement en cellules myoépithéliales. 

D’après (Macias & Hinck, 2012) 

 

C. RégulaƟon hormonale 

 

Les MaSC n’expriment ni le récepteur à la progestérone (PR), ni le récepteur aux œstrogènes 

(ERα) (Taurin & Alkhalifa, 2020c). Pourtant il a été démontré qu’elles sont sensibles aux 

hormones stéroïdes et notamment aux œstrogènes. Par exemple, une étude a démontré que 

les cellules souches provenant d’une glande mammaire de souris ovariectomisées avaient une 

capacité de repeuplement mammaire beaucoup plus faible que des cellules souches ayant 

reçu une signalisaƟon ovarienne normal. Ceci s’explique au moins en parƟe par le fait que les 

cellules souches dépendent d’une signalisaƟon paracrine induite par les cellules luminales 

exprimant PR et ERα. Il a également été démontré que même si ces cellules sont réintroduites 
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dans un environnement hormonal normal, elles conservaient des perturbaƟons de leur 

capacité proliféraƟve.  De plus, en bloquant de manière spécifique la signalisaƟon de la 

progestérone et des œstrogènes, ils ont démontré que c’est l’inhibiƟon de la synthèse 

d’œstrogène qui avait l’impact le plus important sur la croissance des MaSC. Cela souligne 

l’importance de la signalisaƟon oestrogénique même sur des cellules n’exprimant pas 

directement le récepteur classique des œstrogènes ERα. De façon intéressante, ceƩe étude 

démontre également que l’inhibiƟon de la voie de l’EGF, connu pour être facteur important de 

la signalisaƟon paracrine des œstrogènes, n’a pas eu un effet très important sur les capacités 

de repeuplement des MaSC. Cela suggère que la perte de la signalisaƟon EGF seule ne suffit 

pas pour expliquer les effets observés après une privaƟon oestrogénique des MaSC (Asselin-

Labat et al., 2010). Une hypothèse serait que l’expression d’un autre type de récepteur aux 

œstrogènes moins connu comme le récepteur aux œstrogènes couplé aux protéines G (GPER), 

qui est exprimé par les cellules souches cancéreuses du sein, pourrait également parƟciper à 

la sensibilité des MaSC aux œstrogènes (Chan et al., 2020).  

Enfin, la sensibilité des MaSC aux signaux oestrogéniques permet d’expliquer l’effet protecteur 

connu d’une ovariectomie ou de l’uƟlisaƟon d’inhibiteur de la synthèse oestrogénique vis-à-

vis du risque de cancers du sein. En effet, une exposiƟon réduite aux œstrogènes serait associé 

à un effet protecteur car comme nous l’avons observé dans la première parƟe les MaSC 

possèdent une durée de vie importante et plus elles subissent un nombre cycles mitoƟques 

important sous l’influence des œstrogènes, plus le risque d’appariƟon de mutaƟons est élevé 

(Henderson & Feigelson, 2000). Avec tout cela, des similitudes entres les cellules souches 

cancéreuses du sein et les MaSC ont été rapportées, renforçant l’idée qu’elles pourraient être 

à l’origine des cancers du sein.  

 

II. Les cellules souches cancéreuse du sein (bCSC) 

 

Les cellules souches ont été idenƟfiées comme des cibles idéales pour la tumorigenèse. Leur 

longue durée de vie les rend suscepƟbles d’accumuler des mutaƟons contrairement à des 

cellules différenciées à durée de vie courte. De plus, certains travaux proposent l’hypothèse 

que les variaƟons de risque de cancer entre les différents Ɵssus seraient corrélées directement 

au nombre de division des cellules souches (Tomaseƫ & Vogelstein, 2015). Les premières bCSC 

ont été idenƟfiées par Al-Hajj, qui a démontré que seulement un certain type de cellules 
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tumorales humaines étaient capables de former de nouvelles tumeurs dans des souris 

immunodéprimées. Ces cellules cancéreuses parƟculières, ont d’abord été appelées cellules 

cancéreuses « tumorigènes » pour les disƟnguer des cellules cancéreuses dites « non 

tumorigènes ». En effet, il suffisait seulement d’une centaine de cellules tumorigènes pour 

former des tumeurs chez la souris alors que des dizaines de milliers de cellules cancéreuses 

non tumorigènes n’étaient pas capables de former de nouvelles tumeurs. Ces cellules 

partageaient des caractérisƟques communes avec les cellules souches normales comme 

l’auto-renouvellement ou encore la capacité à donner naissance à différents types cellulaires 

(Al-Hajj et al., 2003). Des travaux supplémentaires ont permis d’idenƟfier des voies de 

signalisaƟon impliquées dans l’auto-renouvellement, la proliféraƟon et l’invasion des bCSC, 

comme les voies Wnt, Notch, ou Hedgehog (El Helou et al., 2017) (Shukla et al., 2017) (Kasper 

et al., 2009).  De plus des marqueurs de surfaces cellulaires similaires aux MaSC ont été 

idenƟfiés comme CD29+ ou encore CD49f+.  

Les bCSC seraient donc impliquées dans l’iniƟaƟon tumorale. Par ailleurs, une autre 

caractérisƟque des bCSC est leur capacité à réaliser la transiƟon épithélio-mésenchymateuse 

(EMT) et inversement. Cela a été mis en évidence par l’idenƟficaƟon de 2 états des bCSC : les 

bCSC de type épithélial qui possèdent une acƟvité de l’Aldéhyde Déshydrogénase importante 

et les bCSC de type mésenchymateux caractérisées par les marqueurs CD24-/CD44+. Ces 

mêmes cellules sont capables de transiter d’un état à l’autre en foncƟons de différents signaux 

du microenvironnement afin d’acquérir des capacités proliféraƟves, lorsqu’elles sont de type 

épithélial, ou de passer à un état quiescent mésenchymateux. Par exemple, Choi et al. ont 

démontré que l’acƟvaƟon de la voie Notch dépendante de la signalisaƟon de BMP4, permeƩait 

d’améliorer l’EMT ainsi que les capacités souches à la fois dans une lignée de cellules souches 

mammaires non transformées mais également dans une lignée de cellules mammaires 

transformées (Choi et al., 2019). Ces transiƟons dynamiques d’un état à l’autre, favoriseraient 

l’invasion, la disséminaƟon ainsi que la proliféraƟon des bCSC aux sites métastaƟques. Cela 

montre que les bCSC interviennent à différents niveaux de la carcinogenèse mammaire comme 

l’iniƟaƟon et la disséminaƟon métastaƟque des cancers du sein (S. Liu et al., 2014). CeƩe 

grande plasƟcité ainsi que leur proximité avec les cellules souches normales rend 

parƟculièrement difficile le ciblage spécifique des bCSC.  
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Chapitre 4. La signalisaƟon œstrogénique  

 

I. Les œstrogènes 

 

A. Biosynthèse 

 

Les œstrogènes sont des hormones stéroïdes synthéƟsés à parƟr du cholestérol. Le cholestérol 

va être converƟ en prégnénolone au sein des mitochondries. Par la suite, ce précurseur des 

hormones stéroïdes, va permeƩre la synthèse soit de progestérone, soit d’androstènedione. 

Enfin, c’est le métabolisme de l’androstènedione qui donne naissance aux différents types 

d’œstrogènes. Il existe 3 types principaux d’œstrogènes circulant chez l’Homme : l’œstrone 

(E1), le 17β-œstradiol (E2) et l’œstriol (E3). L’E2 est l’œstrogène le plus acƟf biologiquement. 

Chez les femmes préménopausées, l’E2 synthéƟsé par les ovaires lors du cycle menstruel est 

majoritaire. Lors de l’arrêt du cycle, le taux d’E2 baisse et l’E1 synthéƟsé principalement par 

les Ɵssus périphériques devient l’œstrogène majoritaire. Enfin, l’E3 est l’œstrogène majeur au 

moment de la grossesse notamment via sa producƟon par le placenta (Fig 10.)  (Samavat & 

Kurzer, 2015).  

Les œstrogènes ont un effet pléiotrope dans le corps. Ils sont principalement connus pour leur 

rôle dans la régulaƟon des foncƟons reproductrices féminines et le développement des 

caractères sexuelles secondaires, comme le développement des glandes mammaires. Mais 

d’autres foncƟons leurs sont associées comme la régulaƟon de l’homéostasie squeleƫque, 

leur implicaƟon dans le métabolisme, ou encore dans le système cardiovasculaire et le système 

nerveux central. L’importance majeure du système endocrinien nécessite donc la mise en 

place de systèmes de régulaƟons précis. Des perturbaƟons au sein de ces processus peuvent 

être impliquées dans divers maladies connues comme le diabète, des maladies cardio-

vasculaires, un risque de maladie d’Alzheimer accru, ou encore des cancers (Fig 10.) (Hamilton 

et al., 2016) (Valencia-Olvera et al., 2023).  
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Figure 10. Rôle et synthèse des œstrogènes. 

La partie gauche montre l’implication des œstrogènes dans différents organes et les maladies associées 

(en rouge) en cas de dérégulation. La partie droite présente la voie de biosynthèse à partir du 

cholestérol, la structure et le site de production des 3 principaux œstrogènes chez l’Homme. 

 

B. Les récepteurs  

 

Une fois synthéƟsés, les œstrogènes circulent dans le sang et vont acƟver différentes voies de 

signalisaƟon sur les organes cibles en se fixant à des récepteurs cellulaires spécifiques. Ils 

existent différents types de récepteurs qui seront détaillés par la suite. Les récepteurs les plus 

connus sont ERα66 et ERβ, qui font tous les deux parƟe de la famille des récepteurs nucléaires. 

Mais il existe d’autres types de récepteurs moins connus comme le récepteur aux œstrogènes 

couplé aux protéines G (GPER) qui est un récepteur transmembranaire. Un aspect intéressant 

de ce type de récepteur est qu’il peut être exprimé par des cellules dites ER négaƟves, 

qualificaƟon désignant dans la liƩérature l’absence d’expression du récepteur ERα66. 

Les récepteurs aux œstrogènes (ER) 

Le premier récepteur aux œstrogènes a été découvert dans les années 80 (Green et al., 1986). 

Pendant une dizaine d’année, on pensait que c’était le seul récepteur existant. Cependant en 

1995, un deuxième type de récepteur a été mis en évidence grâce au clonage d’une banque 
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d’ADNc de prostate de rat (Kuiper et al., 1996). CeƩe découverte, a conduit à renommer le 

premier récepteur découvert ERα et le deuxième, ERβ. Ces récepteurs font tous les deux parƟe 

de la superfamille des récepteurs nucléaires des hormones stéroïdes, dont les membres 

possèdent des structures communes. Ils possèdent tous les deux un domaine A/B, N-terminal, 

permeƩant l’acƟvaƟon indépendante du ligand AF-1 (AcƟvaƟon funcƟon 1). Le domaine C/D 

quant à lui, conƟent une structure à deux doigts de zinc permeƩant la liaison à l’ADN (DBD). 

Enfin, le domaine E/F consƟtue le domaine de liaison au ligand (LBD), il assure également la 

dimérisaƟon du récepteur, la translocaƟon nucléaire et la transacƟvaƟon de l’expression du 

gène cible. Ce domaine conƟent la foncƟon d’acƟvaƟon 2 (AF-2) dont la conformaƟon varie en 

foncƟon de la fixaƟon du ligand et permet le recrutement ou non, de coacƟvateurs (Fig.11) 

(Nilsson et al., 2001).  

 

 

 

Figure 11. Représentation schématique de la structure des récepteurs nucléaires aux œstrogènes.  

Le domaine A/B contient le site AF-1 d’activation indépendante du ligand. Le domaine C/D constitue la 

structure à deux doigts de zinc qui se lie à l'ADN, et le domaine E/F contient la poche de liaison du ligand 

ainsi que le domaine AF-2 qui entre directement en contact avec les peptides coactivateurs. D’après 

(Nilsson et al., 2001) 

 

Ces deux récepteurs sont codés par des gènes différents : le gène ESR1 pour ERα, et le gène 

ESR2 pour ERβ. Plusieurs isoformes issues des épissages alternaƟfs de ces deux gènes, ont été 

découvertes. Actuellement, on dénombre 3 isoformes pour ERα. La forme classique qui est 

régulièrement appelé ERα est en réalité ERα66 (protéine de 66 kDa). Mais il existe deux 

isoformes plus courtes appelées ERα46 et ERα36, de respecƟvement 46 et 36 kDa. Il existe 

également quatre isoformes de ERβ qui sont également plus courtes au niveau de leur 

domaine LBD, ce qui fait qu’elles ne peuvent pas se lier aux ligands et avoir une acƟvité 

transcripƟonnelle. Ces isoformes peuvent se dimériser avec les formes complète afin de 

réguler leur acƟvité. Par exemple, elles peuvent réduire l’acƟvité de ERα66. Il existe des 
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hétérodimère ERα/β qui peuvent avoir des influences très diverses sur la cellule en foncƟon 

de leur liaison aux ligands et de la forme des récepteurs dimérisés (Vrtačnik et al., 2014).  

Des études plus approfondies, ont permis de montrer que le rôle et les effets sur la cellule était 

complètement différents entre ces deux récepteurs. Il est suggéré que ERβ exercerait un effet 

d’inhibiteur de la signalisaƟon ERα66. Par exemple, l’E2 lié à ERα66 acƟve la transcripƟon à 

parƟr d’un site AP1 alors que l’E2 lié à ERβ l’inhibe (Paech et al., 1997). De plus, l’expression 

de ERβ est prédominante dans le sein humain normal par rapport à ERα66. Cependant dans 

80% des cancers du sein, ce raƟo s’inverse via une hyperméthylaƟon de la région promotrice 

de ERβ. Contrairement à ERα66 qui est connue pour promouvoir la proliféraƟon des cellules 

cancéreuses du sein sous l’effet de l’E2, ERβ exercerait une acƟvité anƟproliféraƟve (Hartman 

et al., 2009).  

Le récepteur aux œstrogènes couplé aux protéines G (GPER) 

GPER est un récepteur membranaire appartenant à la superfamille des récepteurs couplés aux 

protéines G (GPCR). IniƟalement appelé GPR30 pour récepteur orphelin couplé à la protéine 

G 30 (GPR30), il a été idenƟfié la première fois en 1997 comme un gène partageant une forte 

homologie avec ceux de la famille des GPCR et étant associé à l’expression des récepteurs aux 

œstrogènes dans les cancers du sein (Carmeci et al., 1997). Mais il faudra aƩendre 2005 pour 

avoir la preuve que GPR30 est capable de fixer directement l’E2, notamment en observant des 

réponses posiƟves à l’E2 dans des lignées n’exprimant ni ERα, ni ERβ (Thomas et al., 2005). 

C’est pour cela qu’il a été finalement renommé GPER.  

CeƩe protéine présente sept passages transmembranaires et induit une signalisaƟon via 

l’acƟvaƟon des protéines G. Il a été suggéré que GPER était associé aux membranes plasmiques 

comme les autres GPCR. Cependant, des études couplant directement GPER à la protéine de 

fluorescence verte (GFP), ont démontré qu’une grande parƟe des récepteurs GPER étaient 

localisés au niveau intracellulaire. Notamment, des images de microscopies ont montré que 

GPER pouvaient être localisé au niveau de la membrane du réƟculum endoplasmique, de 

l’appareil de Golgi ou encore nucléaire. En uƟlisant des dérivés fluorescent de l’E2, il a été 

également mis en évidence que GPER pouvait directement lier l’E2 au niveau du réƟculum 

endoplasmique et de l’appareil de Golgi pour médier une signalisaƟon non génomique rapide 

(Revankar et al., 2005). D’autres études ont montré que GPER pouvait être principalement 

localisé à la membrane plasmique dans certains types cellulaires comme dans l’épithélium 

utérin (Gao et al., 2011), ou encore dans celui du myomètre (MaiƟ et al., 2011). La localisaƟon 
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de GPER semble donc être dynamique et dépendre du type cellulaire dans lequel il est 

exprimé. Par exemple, une étude montre qu’au sein d’une lignée rénale embryonnaire, GPER 

peut passer d’une localisaƟon à la membrane plasmique vers une localisaƟon périnucléaire 

(Cheng et al., 2011). Cela montre encore la spécificité de ce GPCR atypique, car la plupart des 

récepteurs à sept passages transmembranaires sont connus pour être recyclés dans le 

cytoplasme ou dans les lysosomes. Au niveau de la glande mammaire, ceƩe même étude 

montre par immunohistochimie une localisaƟon plutôt intracellulaire de GPER dans 

l’épithélium mammaire sain mais aussi dans un Ɵssu d’adénocarcinome mammaire invasif 

(Cheng et al., 2011). Un autre arƟcle, montre également une localisaƟon intracellulaire de 

GPER dans la lignée de cancer du sein SKBR3. Cependant, la possibilité de l’exitance d’une 

peƟte fracƟon non détectable de GPER au niveau de la membrane plasmique n’est pas exclue 

(Revankar et al., 2007). Etant donné la capacité de l’E2 à traverser librement la membrane, il 

ne semble pas incohérant que GPER puissent acƟver des voies de signalisaƟon directement 

depuis des sites intracellulaires. De façon surprenante, une localisaƟon intranucléaire de GPER 

a été mis en lumière dans l’étude des fibroblastes associés aux cancers (CAF) du sein. En effet, 

la fixaƟon de l’E2 au GPER entrainerait une interacƟon avec le récepteur EGFR capable d’agir 

directement comme un facteur de transcripƟon au sein des cellules notamment au niveau du 

promoteur du gène de la cycline D1. CeƩe fixaƟon conduirait à promouvoir la proliféraƟon et 

la migraƟon des CAF (Madeo & Maggiolini, 2010).   

Les récepteurs apparentés aux œstrogènes (Estrogen-Related receptors) 

Il existe également la famille des Estrogen-Related receptors (ERRα, ERRβ et ERRɣ), codée 

respecƟvement par les gènes ESRRA, ESRRB et ESRRG, qui a été découverte grâce à leur 

similitude de séquence avec le récepteur ERα (Giguère et al., 1988). Ces trois protéines sont 

des récepteurs nucléaires orphelins, car leur ligand endogène reste inconnu. En tant que 

facteurs de transcripƟon, ils partagent de nombreux cofacteurs et gènes cibles avec ERα et 

sont considérés comme pouvant interférer avec ce dernier (Cheung et al., 2005). Je ne 

rentrerai pas dans la descripƟon en détail de ces récepteurs dans le cadre de ma thèse, mais il 

est intéressant de noter qu’il a été démontré que le bisphénol A pourrait se fixer sur ERRγ et 

induire la proliféraƟon de cellules cancéreuses du sein (Song et al., 2015).  

 

C. La signalisaƟon 
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SignalisaƟon génomique (ER) 

Les récepteurs ERα66 et ERβ peuvent transmeƩre leur signal via une signalisaƟon dite 

génomique. Le ligand naturel E2 est capable de diffuser librement à travers la membrane et 

de se fixer sur ces récepteurs au niveau cytosolique. CeƩe fixaƟon entraine un changement de 

conformaƟon ainsi qu’une dimérisaƟon des récepteurs pouvant transloquer dans le noyau afin 

de réguler la transcripƟon de gènes cibles. Pour cela, les récepteurs peuvent agir directement 

en tant que facteur de transcripƟon grâce à leur domaine de liaison à l’ADN ou médier une 

signalisaƟon génomique indirecte en tant que cofacteur en se liant à des facteurs de 

transcripƟon déjà présent sur la chromaƟne (Sanchez et al., 2002). CeƩe liaison permet 

l’expression de gènes cibles conduisant notamment à la régulaƟon du cycle cellulaire et de la 

proliféraƟon. CeƩe signalisaƟon génomique nécessite quelques minutes à quelques heures 

pour avoir lieu. Pourtant, des réponses très rapides (de quelques secondes à quelques 

minutes) aux œstrogènes ont été décrites, ce qui suggère l’existence d’un autre type de 

signalisaƟon dit non génomique.   

SignalisaƟon non génomique (GPER) 

Les signalisaƟons non génomiques sont communes aux hormones stéroïdiennes et impliquent 

généralement des cascades de signalisaƟon impliquant des protéines kinases. Une des 

premières études à meƩre en évidence une signalisaƟon non génomique de GPER est celle 

menée par Lieberherr et al. L’exposiƟon à l’E2 induit une capture de calcium en quelques 

secondes au sein des ostéoblastes de rat femelle. CeƩe capture était induite grâce à un 

récepteur de surface cellulaire non convenƟonnel sensible aux œstrogènes et capable 

d’induire une signalisaƟon via l’acƟvaƟon de protéines G. De plus, ceƩe signalisaƟon est 

insensible au tamoxifène, qui est un antagoniste de ERα uƟlisé généralement dans le 

traitement des cancers du sein hormono-dépendants (Lieberherr et al., 1993). Par la suite, ce 

récepteur non convenƟonnel s’est avéré être GPER. En effet, aujourd’hui le rôle de GPER dans 

l’augmentaƟon du niveau calcique des cellules est bien décrit. L’acƟvaƟon de GPER induit la 

libéraƟon de la sous unité α des protéines G, qui acƟve la phospholipase C (PLC). La PLC 

entraine la libéraƟon de diacylglycérol et d’inositol-triphosphate (IP3). L’IP3 va ensuite 

permeƩre l’augmentaƟon du niveau de calcium intracellulaire via l’ouverture des canaux 

calciques (Tica et al., 2011). GPER peut également acƟver la voie la voie MAPK/ERK (Filardo et 

al., 2000). Pour cela, la sous-unité βγ des protéines G va sƟmuler la protéine SRC qui va 

permeƩre l’acƟvaƟon des voies en aval du récepteur EGFR comme les voies MAPK et PI3K. 
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L’acƟvaƟon de la voie MAPK/ERK régule l’expression de gènes cibles impliqués dans la survie 

cellulaire. Dans un contexte de cancer du sein, ceƩe signalisaƟon peut induire la survie des 

cellules cancéreuses mammaires. L’acƟvaƟon de GPER peut aussi acƟver la signalisaƟon 

dépendante de l’AMPc conduisant à l’acƟvaƟon du facteur de transcripƟon CREB qui induit 

l’expression de la cycline D1 impliqué dans la régulaƟon du cycle cellulaire. Enfin, GPER 

pourrait agir sur d’autres voies comme la voie NF-κB et la voie Hippo. Par exemple, une étude 

montre que GPER pourrait inhiber la voie NF-κB ce qui entrainerait un blocage de la transiƟon 

épithélio-mésenchymateuse dans les cellules du cancer du sein triple négaƟf (Z.-J. Chen et al., 

2016). Pour la voie Hippo, Zhou et al. ont montré que GPER induisait l’acƟvaƟon des deux 

coacƟvateurs transcripƟonnels YAP et TAZ conduisant à la proliféraƟon et la migraƟon cellules 

cancéreuses du sein, ainsi que la croissance des tumeurs (Zhou et al., 2015) (Fig. 12).  
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Figure 12. Les voies de signalisation en aval de GPER. 

La fixation de l’E2 ou de l’agoniste de GPER, G1 permet l’activation de différentes voies de signalisation 

permettent notamment la régulation de processus cellulaires importants, comme la régulation du cycle 

cellulaire ou encore du niveau de calcium intracellulaire. Figure modifiée d’après (Girgert et al., 2019). 

 

D. ImplicaƟon de GPER dans les cancers du sein  

 

Comme nous l’avons vu précédemment, GPER peut être exprimé à la fois dans les cellules 

saines et dans les cellules cancéreuses. Il a été démontré que GPER pouvait être impliqué dans 

de nombreuses maladies mais également dans le développement de cancers (Prossnitz & 

Barton, 2023). Je m’intéresserai ici principalement à l’implicaƟon de GPER dans la 

carcinogenèse mammaire. GPER est exprimé dans 50 à 60% des cancers du sein, comprenant 

également les tumeurs triple négaƟves. Il a été observé que l’expression de GPER pouvait être 

posiƟvement corrélé à la taille tumorale, à la résistance au tamoxifène et la présence de 
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métastases (Hsu et al., 2019).   Pourtant encore aujourd’hui, le rôle de GPER dans les tumeurs 

du sein n’est pas clairement défini. Certains arƟcles rapportent que GPER pourraient avoir des 

foncƟons anƟtumorales tandis que d’autres rapportent des effets pro-tumoraux. Par exemple, 

un arƟcle a montré que GPER inhibait la proliféraƟon de la lignée cancéreuse mammaire MCF-

7 mais induisait celle de la lignée SKBR3. Cela peut s’expliquer par le statut d’expression de 

ERα, qui est exprimé dans la lignée MCF7 mais pas dans SKBR3. En effet, il a été montré dans 

ces cellules que la présence d’ERα acƟvé par l’E2 entrainait une régulaƟon négaƟve de 

l’expression de GPER (Ariazi et al., 2010). Un autre arƟcle montre que l’expression de GPER 

serait posiƟvement corrélée à la survie sans rechute de paƟentes ayant des tumeurs ER-

posiƟves contrairement à celles ayant des tumeurs ER-négaƟve. Cela s’expliquerait par l’acƟon 

pro-apoptoƟque induite par GPER dans les cellules cancéreuses du sein ER-posiƟves (Broselid 

et al., 2013). Cependant dans le cas de paƟentes traitées au tamoxifène, l’expression de GPER 

est associée à une survie sans rechute plus faible (Ignatov et al., 2011). Des données 

démontrent que les modulateurs sélecƟfs des ER (SERM) comme le tamoxifène et le raloxifène, 

ou encore des antagonistes comme le fulvestrant, uƟlisés fréquemment dans le traitement des 

cancers du sein ER-posiƟfs, se sont avérés être des agonistes de GPER (Jacenik et al., 2016). 

Par exemple, une étude démontre que dans les cellules MCF7 résistantes au tamoxifène, la 

signalisaƟon GPER via MAPK/ERK conduit à la réducƟon de la protéine pro-apoptoƟque Bim 

induisant leur survie (Yin et al., 2017). De plus, il a été démontré que GPER est impliqué dans 

la promoƟon de l’angiogenèse dans le microenvironnement des tumeurs mammaires. En effet, 

l’IGF1 acƟve à la fois l’expression du facteur inducƟble par l’hypoxie 1 alpha (HIF-1α) et GPER, 

tous deux nécessaires à la régulaƟon du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 

(VEGF) dans les CAF et dans les cellules cancéreuses SKBR3. CeƩe producƟon de VEGF va 

permeƩre la formaƟon de nouveaux vaisseaux sanguins au sein de la tumeur (De Francesco et 

al., 2017). Pour confirmer le rôle pro-tumoral de GPER dans la carcinogenèse mammaire, 

Marjon et al. ont réalisé des tests in vivo dans des modèles murins transgéniques MMTV-PyMT 

capables de développer de manière spontanée des tumeurs mammaires qui métastasent au 

niveau des poumons. Dans ceƩe étude, les souris KO pour GPER, développaient des tumeurs 

de plus peƟtes tailles avec une proliféraƟon réduite et un nombre de métastases pulmonaires 

plus faible (Marjon et al., 2014). GPER semble donc impliqué dans la progression tumorale, la 

résistance aux traitements ainsi que dans la formaƟon de métastases.  

Mais quand est-il du rôle de GPER dans l’iniƟaƟon tumorale ?  L’implicaƟon de GPER dans les 

premières étapes de développement de cancers du sein reste assez floue. Cependant, des 
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arƟcles ont montré que GPER pouvait promouvoir un microenvironnement pro-tumoral en 

agissant sur d’autres types cellulaires que les cellules épithéliales mammaires. Par exemple, 

comme évoqué plus haut, GPER serait capable d’induire la proliféraƟon et la migraƟon des CAF 

qui sont impliqués à la fois dans l’iniƟaƟon et la progression des cancers (Madeo & Maggiolini, 

2010). De plus, un arƟcle démontre que la signalisaƟon induite par GPER était essenƟelle dans 

le mainƟen des caractérisƟques des cellules souches cancéreuses du sein (bCSC). En effet, ils 

ont montré que les xénogreffes dérivées de paƟents dans lesquelles des populaƟons de 

cellules souches cancéreuses avaient été idenƟfiées, étaient enrichies en GPER par rapport à 

celles qui ne contenaient pas de bCSC. De plus, GPER semblait entrainer la phosphorylaƟon de 

la protéine pro-apoptoƟque BAD, conduisant à son inacƟvaƟon et donc à un signal de survie 

des bCSC (Chan et al., 2020). L’implicaƟon de GPER dans l’iniƟaƟon des cancers du sein 

pourrait aussi être lié à la capacité de GPER à fixer des perturbateurs endocriniens comme les 

bisphénols.  

 

II. Les Bisphénols 

 

A. Origine 

 

Le premier bisphénol à avoir été synthéƟsé, est le bisphénol A (2,2-bis (4-hydroxyphényl) 

propane). C’est en 1891 que le chimiste russe Alexandre Dianin crée les premières molécules 

de bisphénols via la condensaƟon de deux groupes phénols et d’une molécule d’acétone. Par 

la suite, le bisphénol A (BPA) a été étudié dans les années 1930 lors de recherches sur les 

œstrogènes synthéƟques. Mais son uƟlisaƟon pharmaceuƟque a été rapidement abandonnée 

au profit du diéthylsƟlbestrol (DES), plus puissant, prescrit pour prévenir les avortements 

spontanés à répéƟƟon et réduire les risques d'accouchement prématuré. Cependant, le DES a 

fini par être reƟré car il augmentait les risques d’inferƟlité, de tumeurs vaginales chez les filles 

et de tumeurs des tesƟcules chez les garçons qui avaient été exposées in utero (Monneret, 

2017).  

Depuis les années 1940, le BPA est uƟlisé pour la fabricaƟon de nombreux objets de notre 

quoƟdien. Il sert de monomère entrant dans la composiƟon de plasƟques comme le 

polycarbonate (PC) et le polychlorure de vinyle (PVC). Il permet aussi la synthèse de résine 
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époxy servant à la fabricaƟon de nombreux revêtements notamment pour les boîtes de 

conserves. On peut donc retrouver du BPA dans de nombreux objets comme les contenants 

alimentaires, les jouets, les conduits d'eau, les équipements médicaux, ainsi que les produits 

électroniques grand public. Aujourd'hui, le BPA est l'un des produits chimiques les plus 

produits en volume dans le monde. Ainsi, plus de 3 millions de tonnes de BPA produites par 

an dans le monde sont suscepƟbles de se retrouver dans notre environnement et de 

contaminer l'air, l'eau, le sol et donc la faune et la flore. 

Depuis la première étude mené par Dodds et Lawon en 1938, un grand nombre de recherches 

complémentaire ont permises de meƩre en lumières les propriétés oestrogéniques du BPA et 

notamment leurs implicaƟons dans des dérégulaƟons du système endocrinien et la promoƟon 

de la carcinogenèse.  

 

B. ExposiƟon 

 

La principale source d’exposiƟon au BPA est la source alimentaire. Les contenants alimentaires 

peuvent être composés d’un revêtement en résine époxy ou en PVC. Cela permet d’éviter le 

contact direct des aliments aux parois métalliques afin d’éviter la rouille et la corrosion. A 

cause de processus de polymérisaƟon incomplets, des résidus de monomère BPA peuvent 

migrer dans les aliments. Plusieurs études menées à travers le monde ont détecté la présence 

de BPA dans la majorité des aliments en conserve (Fig. 13). De plus, certaines études ont révélé 

que le chauffage accentuerait la migraƟon du BPA dans les aliments (Munguia-Lopez & Soto-

Valdez, 2001).  
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Figure 13. Tableau récapitulatif de plusieurs études à travers le monde détectant la présence de BPA 

dans les conserves et les cannettes. 

Ce tableau résume la taille de l'échantillon, la fréquence de détection et la plage de concentration 

définie dans chaque étude. D’après (Geens et al., 2012) 

 

Carwile et al. ont réalisé un essai randomisé chez des volontaires qui devaient consommer 

quoƟdiennement soit une soupe en conserve, soit une soupe fraîche préparée sans 

ingrédients en conserve pendant 5 jours. CeƩe étude a démontré que le groupe ayant 

consommé des soupes en conserve avait une augmentaƟon importante du taux urinaire de 

BPA par rapport à ceux ayant consommé des soupes fraîches. Cela prouve bien qu’une 

transiƟon du BPA peut se faire à l’Homme par l’ingesƟon d’aliments contaminés (Carwile et al., 

2011).  

D’autres sources d’exposiƟon sont possibles comme l’exposiƟon cutanée par le contact direct 

avec des objets contenant du BPA. Par exemple, les papiers thermiques comme les Ɵckets de 

caisse conƟennent une couche de de poudre de BPA servant de révélateur de couleur lors de 

l’impression. Des études ont montré un taux urinaire de BPA plus élevé chez les cassiers et les 

caissières qui sont quoƟdiennement en contact avec des papiers thermiques (Ndaw et al., 

2016).   

Enfin une troisième source d’exposiƟon au BPA est l’inhalaƟon. L'uƟlisaƟon généralisée du BPA 

dans une variété d'applicaƟons intérieures et de produits de consommaƟon, tels que les 

revêtements de sols à base d'époxy, les adhésifs, les peintures ainsi que les équipements 

électroniques conduisent à la détecƟon de BPA dans les poussières intérieurs. Cependant, 

l’inhalaƟon de poussière semble être un contributeur mineur à l’exposiƟon total de BPA (<10% 

de l’exposiƟon total au BPA). L’exposiƟon majoritaire reste l’ingesƟon (Geens et al., 2009).  
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C. Métabolisme du BPA  

 

Comme la voie principale d’exposiƟon au BPA est la voie par ingesƟon, nous nous intéresserons 

d’abord au métabolisme du BPA après administraƟon par voie orale. Une fois ingéré, le BPA 

est absorbé par le tractus gastro-intesƟnal et il va rapidement subir des métabolismes de 

détoxificaƟon. Pour cela le BPA va se trouver principalement sous forme conjuguée avec l’acide 

glucuronique, et plus rarement avec du sulfate pour donner respecƟvement du glucuronide 

de BPA (BPA-G) et du sulfate de BPA. Ces formes conjuguées sont synthéƟsées dans le foie puis 

elles vont passer dans la circulaƟon sanguine afin d’aƩeindre les reins dans lesquels elles 

seront excrétées dans l’urine (Geens et al., 2012). Les formes conjuguées du BPA ont d’abord 

été considéré comme n’ayant pas d’acƟvité oestrogénique. Ce qui semble être le cas du 

métabolite principal, le BPA-G (MaƩhews et al., 2001). Cependant, une étude a démontré que 

ce n’est pas parce qu’il est dépourvu d’acƟvité oestrogénique, que ce métabolite est 

biologiquement inacƟf. En effet, le BPA-G serait capable d’induire l’adipogénèse dans des 

préadipocytes murins et humains, ce qui suggère que l’effet des métabolites du BPA doivent 

aussi être pris en compte dans l’évaluaƟon des risques induits par l’exposiƟon au BPA (Boucher 

et al., 2015). Une autre étude récente a démontré que certaines formes de métabolites du BPA 

comme le 4-méthyl-2,4-bis(4-hydroxyphényl)pent-1-ène (MBP) pouvaient induire une acƟvité 

oestrogénique dans des cellules de cancer du sein MCF7 (Hirao-Suzuki et al., 2023). Il faut aussi 

prendre en compte qu’une peƟte parƟe du BPA ingéré reste sous forme libre et peut diffuser 

dans le sang et les Ɵssus (Fig. 14). Ce BPA sous forme libre est détecté en parƟe dans les urines, 

mais le BPA étant un composé lipophile, des études ont montré qu’il était également stocké 

dans les Ɵssus adipeux des femmes (M. F. Fernandez et al., 2007). Nous pouvons donc déduire 

que le Ɵssu adipeux entourant la glande mammaire pourrait être une source d’exposiƟon des 

cellules épithéliales aux bisphénols.  
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Figure 14. Sources d’exposition et métabolisme du BPA dans le foie.  

La source principale d’exposition au BPA est l’alimentation. Mais le BPA peut aussi être retrouvé dans 

l’eau, l’air et le sol à cause des contaminations dues aux activités humaines. Chez l'homme, le BPA 

ingéré par voie orale est rapidement et efficacement absorbé par le tube digestif (> 95 % de la dose) 

puis métabolisé dans le foie. L’enzyme uridine diphosphate glycuronosyltransférase (UGT) permet la 

formation de BPA conjugué qui sera éliminé dans l’urine mais une partie du BPA libre peut rejoindre la 

circulation sanguine et avoir des activités oestrogéniques dans les tissus. D’après  (Presunto et al., 2023) 

 

Pour ce qui est de l’exposiƟon cutanée, elle représente une voie d’exposiƟon moins importante 

que la voie oral mais l’absorpƟon par le foie étant moins directe cela a pour conséquence 

d’augmenter la concentraƟon de BPA sous forme libre dans le sang (PoƩenger et al., 2000). 

Même si la détecƟon de BPA sous forme libre reste minime, la liƩérature a démontré que ce 

composé est capable d’agir à très faibles concentraƟons et d’induire des effets néfastes pour 

la santé humaine.  

Les alternaƟves du BPA, comme le bisphénol S suivent un métabolisme similaire avec la 

formaƟon principalement de glucuronide de BPS et de sulfate de BPS. Tout comme le BPA, une 

parƟe de BPS sous forme libre peut circuler dans l’organisme (Gramec Skledar & Peterlin 

Mašič, 2016).  
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D. LégislaƟon 

 

Ces nombreuses études réalisées sur les voies d’exposiƟon ainsi que les risques sur la santé 

liés au BPA on conduit à faire évoluer la règlementaƟon concernant son uƟlisaƟon. Depuis 

2002, le BPA était classé comme substance suspectée d’être toxique pour la reproducƟon 

(catégorie 2) au niveau européen. En 2014, le comité d’évaluaƟon des risques de l’Agence 

européenne des substances chimiques a émis un avis favorable permeƩant la classificaƟon du 

BPA à la catégorie 1B comme substance présumée toxique pour la reproducƟon humaine. 

CeƩe évoluƟon en catégorie 1, a renforcé les mesures de prévenƟon favorisant sa subsƟtuƟon 

ou au moins sa limitaƟon à des taux plus faibles dans les produits desƟnés aux 

consommateurs. Cela a permis la mise en place de nouvelles mesures, comme depuis janvier 

2020, avec l’interdicƟon de la mise sur le marché de papiers thermiques contenant du BPA afin 

de protéger les travailleurs qui doivent manipuler quoƟdiennement ce genre de papiers 

(Bisphénol A, Anses, 2017). En France, les travaux de l’Agence naƟonale de sécurité sanitaire 

(Anses) de 2011, on conduit à l’interdicƟon de l’uƟlisaƟon du BPA dans tous les 

condiƟonnements, contenants et ustensiles desƟnés à entrer en contact direct avec des 

denrées alimentaires pour les nourrissons et enfants en bas âge. Puis ceƩe loi a été étendu en 

2015 à tout autres condiƟonnements, contenants ou ustensiles desƟnés à entrer en contact 

direct avec des denrées alimentaires, afin de limiter la voie d’exposiƟon principale du BPA par 

ingesƟon. En parallèle, les nombreux rapports de l’Anses ont permis en 2017, la classificaƟon 

du BPA comme substance extrêmement préoccupante au Ɵtre de ses propriétés en tant que 

perturbateur endocrinien. CeƩe décision a conduit à l’obligaƟon des industriels d’informer 

l’Agence européenne des produits chimiques (ECHA), sur la présence de BPA dans les arƟcles 

qu’ils produisent ou importent. Ces durcissements en termes de législaƟons ont conduit les 

industriels à se tourner vers des subsƟtuts du BPA. Généralement ce sont d’autres types de 

bisphénols, comme les bisphénols S, F, M, B, AP ou encore AF qui sont uƟlisés comme 

subsƟtuts.  Le bisphénol S (BPS) est une des alternaƟves principales du BPA, notamment dans 

la concepƟon des papier thermiques ou encore de différents texƟles. En effet, il était considéré 

comme une alternaƟve plus sûre car il possède une affinité plus faible pour le récepteur 

canonique des œstrogènes (ERα66) et possède une meilleure stabilité à la chaleur et la lumière 

(Kuruto-Niwa et al., 2005). Cependant, en 2021 et 2023, deux alternaƟves du BPA, le BPB et le 

BPS ont été ajoutés à la liste des substances extrêmement préoccupantes pour leurs propriétés 

de perturbateur endocrinien au niveau naƟonal. Malheureusement, aujourd’hui au niveau 
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européen, seulement le BPA et le BPB sont officiellement reconnus comme des perturbateurs 

endocriniens. La France a donc un rôle important à jouer dans l’idenƟficaƟon du BPS comme 

perturbateur endocrinien au niveau européen (Bisphénols. Ministère du travail, de la santé et 

des solidarités, 2024).  

 

III. Toxicité des bisphénols 

 

A. NoƟon d’affinité 

 

Les bisphénols sont capables d’agir comme des œstrogéno-miméƟques en se liant aux 

récepteurs aux œstrogènes à la place des hormones endogènes. CeƩe acƟvité œstrogénique 

est permise par leurs similarités structurelles avec les ligands endogènes comme l’E2. En effet, 

les bisphénols sont composés de deux groupes phénols qu’on retrouve également sur la 

molécule d’œstradiol, leur permeƩant d’établir des liaisons hydrogènes avec la poche des 

différents récepteurs aux œstrogènes ERα66, ERβ et GPER. Cependant, les autres 

groupements présents sur les molécules du BPA et de ces alternaƟves comme le BPS, diverges 

de la structure de l’E2. Les bisphénols vont donc pouvoir établir des interacƟons hydrophobes 

plus ou moins forte avec la poche du récepteur (Fig. 15). 
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Figure 15. Représentation de la liaison du ligand et tableau des affinités de liaison relative par 

rapport à l’E2.  

A gauche, structure déterminée par diffraction des rayons X de la poche hydrophobe de ERα66 avec 

son ligand naturel E2. A droite, tableau représentant les affinités de liaison relative au ligand naturel 

E2 par rapport au BPA et au BPS sur les différents récepteurs ERα66, ERβ et GPER. Cette affinité est 

déterminée à partir d'expériences de compétition sur des récepteurs solubilisés et/ou par fluorescence. 

Figure modifiée d’après (Reproduction et environnement, Inserm 2011) et (Rouhimoghadam et al., 

2020). 

 

Comme le montre la Figure 15, le bisphénol A possède une affinité 10 000 fois plus faible que 

l’E2, pour le récepteur canonique des œstrogènes ERα66. C’est pour cela qu’il était auparavant 

considéré comme ayant un pouvoir œstrogénique faible. Pourtant, des études ont révélé que 

le BPA pouvait acƟver des réponses cellulaires à de très faibles concentraƟons (Hong et al., 

2017). Cela peut s’expliquer par le fait que la fixaƟon du BPA conduit à un changement de 

conformaƟon unique des récepteurs aux œstrogènes qui vont pouvoir recruter des 

coacƟvateurs de manière efficace. En effet, une étude a montré que le BPA arrivait à recruter, 

de manière similaire pour ERα et ERβ, le coacƟvateur SRC malgré une différence d’affinité pour 

ces deux récepteurs. Cela suggère que l’affinité seule n’est pas suffisante pour prédire l’acƟvité 

œstrogénique des bisphénols. De plus, même si le BPA semblait potenƟaliser de manière 

préférenƟelle le recrutement du coacƟvateur SRC par rapport au coacƟvateur TIF2, l’acƟvité 

du gène rapporteur était plus importante avec le recrutement de TIF2. Cela suggère que la 

capacité à recruter des coacƟvateurs n’est pas non plus un critère suffisant pour prédire la 

réponse cellulaire finale (Routledge et al., 2000). Malgré cela, après les limitaƟons sur 



54 
 

l’uƟlisaƟon du BPA vu précédemment dans la parƟe législaƟon, les industriels ont commencé 

à uƟliser de plus en plus des bisphénols alternaƟfs comme le BPS car ils avaient une affinité 

plus faible que le BPA pour ERα66 (Fig. 15).  

Ces études remeƩent donc en quesƟon la sureté des alternaƟves du BPA basée sur des tests 

d’affinité. D’autant plus que pour la fixaƟon sur des récepteurs aux œstrogènes non 

canoniques comme GPER, on remarque que ceƩe différence est beaucoup plus faible entre le 

BPA et le BPS (Fig.15). Enfin, une dernière quesƟon subsiste quant à l’effet de ces polluants sur 

des cellules n’exprimant pas ERα, ni ERβ mais uniquement GPER comme les cellules souches 

mammaires.  

 

B. Mode d’acƟon des bisphénols 

 

Un autre point important qui pourrait expliquer les effets médiés par les bisphénols même s’ils 

sont présents en très faibles quanƟtés dans le corps, est qu’ils n’agissent pas de façon linéaire 

par rapport à leur concentraƟon (Vandenberg et al., 2012).  

Un principe de base de la toxicologie est la relaƟon dose-effet, qui signifie généralement qu’un 

produit va être toxique à parƟr d’une certaine dose et plus ceƩe dose est importante, plus les 

effets sont grands : on parle de relaƟon dose-effet monotone ou linéaire. Cependant, certains 

composés comme les hormones ne suivent pas ce principe et suivre une courbe dose-effet 

dite non monotone. Par exemple, un composé peut avoir des effets à des doses très faibles et 

très fortes, mais pas d’effet à des doses moyennes, alors on dira qu’il suit une relaƟon dose-

effet non monotone formant une courbe en U (Fig. 16).  
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Figure 16. Exemple de courbe Dose-réponse monotone et non monotones.  

D’après (Hong et al., 2017). 

 

En raison de la fixaƟon à des récepteurs communs, il a été proposé que les perturbateurs 

endocriniens suivent les mêmes règles que les hormones concernant leur relaƟon dose-

réponse.  Pour les bisphénols, des études ont montré que comme les œstrogènes, le BPA 

suivait une relaƟon dose-effet non monotone. Par exemple, une étude a démontré que seules 

l’administraƟon de faibles doses de BPA chez des souris transgéniques MMTV-erbB2 

(développant des tumeurs mammaires spontanées), permeƩait d’augmenter la tumorigenèse, 

alors que les plus fortes doses induisait une apoptose plus forte (Jenkins et al., 2011).  

En plus de cela, les hormones sont capables d’induire des réponses cellulaires efficaces à très 

faibles concentraƟons, leur synthèse est très régulé ce qui fait qu’elles circulent à des niveaux 

de l’ordre du nanogramme ou du picogramme par millilitre dans le sang (Vandenberg et al., 

2012). Cela s’explique par le fait que les récepteurs aux hormones ont une affinité très forte à 

leur ligand et il existe une relaƟon non linéaire entre le nombre de récepteurs liés et l’effet 

biologique le plus fort observable. Ainsi, même des changements modérés de la concentraƟon 

hormonale dans la gamme des faibles doses peuvent produire des changements importants 

dans l'occupaƟon des récepteurs et donc générer des changements significaƟfs dans les effets 

biologiques. 

Cela pose une problémaƟque majeure pour déterminer la dose maximale sans effet toxique 

observable (NOAEL « No Observable Adverse Effect Level ») qui est uƟlisée pour caractériser 

la toxicité d’une substance et pour réguler les autorisaƟons concernant son uƟlisaƟon. 
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C. ImplicaƟon dans la tumorigenèse  

 

Comme nous l’avons vu précédemment, le BPA ainsi que son alternaƟve le BPS ont tous les 

deux été reconnus pour leurs effets en tant que perturbateur endocrinien en France. Les 

œstrogènes ayant un rôle pléiotrope dans l’organisme, les conséquences d’une perturbaƟon 

de leur signalisaƟon via les bisphénols peuvent être mulƟples. En effet, de nombreuses études 

notamment menées sur des modèles murins, ont montré que le BPA et le BPS pouvaient 

induire des dysfoncƟonnements à différents niveaux. Par exemple, ils peuvent induire des 

troubles au niveau de la reproducƟon (Siracusa et al., 2018), du métabolisme avec un risque 

accru de diabète et d’obésité (Alharbi et al., 2022), altérer le comportement des souris avec 

des conséquences sur les foncƟons cérébrales (Moon et al., 2023), ou encore impacter le 

système immunitaire (Hong et al., 2017).  Cependant, comme nous l’avons vu précédemment, 

les signalisaƟons des œstrogènes peuvent être aussi impliquées dans la tumorigenèse. Si on 

se réfère au site du ministère du travail, de la santé et des solidarités, il est décrit que le BPA 

et le BPS pourrait avoir un impact sur le développement des cancers hormono-dépendants. 

Pourtant ils n’ont pas été classé comme des composés ayant des propriétés cancérigènes. Seul 

un dérivé du BPA, le 2,2’,6,6’tétrabromobisphénol A employé comme retardateur de flamme, 

et entrant dans la composiƟon de résines polymères dans des produits tels que les cartes de 

circuits imprimés, le papier et les texƟles, a été ajouté en 2023, à la liste des substances 

extrêmement préoccupantes (SVHC) pour ses propriétés cancérigènes. 

1. ImplicaƟon du BPA   

De nombreuses études ont déjà établi un lien entre l’exposiƟon du BPA et la carcinogenèse.  

Le BPA peut agir à différents niveaux pour promouvoir l’iniƟaƟon et la progression tumorale. 

L’iniƟaƟon des cancers est souvent progressive et peut résulter de l’accumulaƟon de 

disfoncƟonnements au sein des cellules conduisant à une proliféraƟon dérégulée et à la 

formaƟon d’une tumeur. Dans le chapitre 2, nous avons vu que les cellules souches 

mammaires pourraient être une cible de choix pour iniƟer les cancers, d’autant plus que 

l’exposiƟon au BPA est chronique et que la durée de vie des MaSC est beaucoup plus longue 

que celle des cellules différenciées. Cela pourrait favoriser l’accumulaƟon des perturbaƟons 

générées par le BPA. Par exemple, une étude a démontré que l’exposiƟon de souris à du BPA 

pendant une phase criƟque de forte sensibilité aux signaux oestrogéniques comme la puberté, 

altérait la foncƟon des MaSC. Ils ont démontré que les glandes mammaires générées à parƟr 
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de MaSC exposées au BPA formaient davantage de lésions hyperplasiques et que ceƩe 

exposiƟon induisait une signature généƟque précancéreuses (D. Wang et al., 2014). 

Cependant, de telles lésions hyperplasiques pourraient également être induites par une 

exposiƟon encore plus précoce puisqu’un arƟcle montre que l’exposiƟon prénatale de rat 

perturbe la formaƟon de la glande mammaire qui forme alors un nombre accru de canaux 

hyperplasiques au moment de la puberté (Durando et al., 2007). Ces observaƟons sont 

importantes puisque l’exposiƟon au BPA peut avoir lieu même avant la naissance considérant 

qu’il est capable de traverser le placenta humain (Balakrishnan et al., 2010). Un deuxième 

processus fréquemment mis en place dans l’iniƟaƟon tumorale est la répression des gènes 

suppresseur de tumeurs. Le BPA serait capable de réprimer l’expression du gène suppresseur 

de tumeur p53 dans cellules épithéliales mammaires humaines non cancéreuses à haut risque 

prélevées sur le sein non affecté de paƟentes. Ces régulaƟons prédisposent ces cellules à un 

développement tumoral en réduisant l’apoptose et en favorisant une proliféraƟon dérégulée 

(Dairkee et al., 2013). Ensuite, des preuves suggèrent que le BPA n’impacte pas seulement les 

cellules épithéliales mammaires mais également le microenvironnement. Le BPA serait 

capable d’altérer la formaƟon du coussinet adipeux et la localisaƟon du collagène autour de la 

glande mammaire fœtale de souris exposées pendant la période périnatale (Vandenberg et 

al., 2007). Un microenvironnement dérégulé va alors conférer un avantage aux cellules pré-

transformées ou déjà transformées. D’ailleurs, une étude montre également que le BPA 

modifie le microenvironnement tumoral pour favoriser la progression du cancer du sein. Il est 

capable de moduler la réponse immunitaire via le biais des récepteurs aux œstrogènes qui 

sont exprimés par la plupart des cellules immunitaires. Il peut également favoriser la 

proliféraƟon de fibroblastes ainsi que la producƟon de collagène augmentant la rigidité de la 

glande mammaire, qui est souvent associée au développement tumoral, et altérer 

l’adipogenèse (Kwon, 2022).   

Le BPA peut donc également être impliqué dans la progression tumorale. Fait intéressant, il 

peut agir aussi bien sur des cellules cancéreuses mammaires ER posiƟves que dans des cancers 

du sein triples négaƟfs avec des cellules n’exprimant pas les récepteurs aux œstrogènes 

nucléaires. Pour les cellules cancéreuses ER posiƟves, des arƟcles ont démontré que le BPA 

favorisait la viabilité et le taux de proliféraƟon de la lignée MCF-7 (Krishnan et al., 1993) 

(Ricupito et al., 2009). Il a été révélé que les effets proliféraƟfs induit par le BPA pourrait être 

dû à l’acƟvaƟon du récepteur GPER qui peut être exprimé par les cellules dites ER négaƟves. 

Un arƟcle a montré que le BPA était capable d’acƟver la voie de l’EGFR/ERK dans plusieurs 
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lignées cancéreuses mammaires. Ils ont montré que cet effet n’était pas inhibé via l’ajout d’un 

antagoniste de ERα et ERβ (ICI 182,780) dans la lignée MCF7 (ERα et ERβ posiƟve) ce qui 

signifie que cet effet est dépendant d’un autre récepteur des œstrogènes. Puis ils ont montré 

que ceƩe acƟvaƟon avait lieu également dans la lignée SKBR3 qui n’expriment ni ERα, ni ERβ 

mais GPER. L’uƟlisaƟon d’un siRNA spécifique de GPER a confirmé son implicaƟon dans 

l’acƟvaƟon de la voie via la fixaƟon du BPA (S. Dong et al., 2011). Un autre arƟcle confirme 

l’implicaƟon de ceƩe voie de signalisaƟon permeƩant la proliféraƟon des cellules cancéreuses 

SKBR3 et des fibroblastes associés au cancer (Pupo et al., 2012). Le BPA peut également 

favoriser la migraƟon/invasion des cellules cancéreuses du sein et l’appariƟon de métastases 

pulmonaires via l’inducƟon de la sécréƟon des métalloprotéinases MMP-2 et de MMP-9 dans 

les cellules murines de TNBC (4T1) (Torres-Alamilla et al., 2023). Enfin le BPA est capable de 

conférer une chimiorésistance aux cellules cancéreuses en augmentant l’expression de 

protéines anƟ-apoptoƟques comme BCL2, réduisant les effets cytotoxiques des thérapies. (Fig. 

17)  
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Figure 17. Mécanismes d’action du BPA via son activité oestrogénique, favorisant l’initiation et la 

progression tumorale. 

Le BPA se lie aux différents récepteurs d'œstrogènes : les récepteurs membranaires (mER) comme 

l’isoforme ERα36 qui est capable de s’ancrer à la membrane, les récepteurs nucléaires (ER) et le 

récepteur GPER. Cette fixation modifie des voies de signalisation génomiques et non génomiques 

altérant les fonctions biologiques normales. D’après (Khan et al., 2021).  

 

Malgré toutes ces preuves, il est encore difficile de pouvoir classer le BPA comme substance 

cancérigène pour l’Homme. La grande majorité des études démontrant ces effets ont été 

menées sur des modèles murins ou in vitro. Si on regarde les méta-analyses d’études 

épidémiologiques  observés chez l’Homme, les résultats obtenus ne permeƩent pas d’affirmer 

une associaƟon staƟsƟque significaƟve entre l’exposiƟon au BPA et l’appariƟon d’un cancer du 

sein (G. Liu et al., 2021) (Fauconnier et al., 2023). Un biais potenƟel de ces études est que les 

cohortes considérées sont assez hétérogènes entre elles, tant sur l’âge moyen des groupes, les 

taux d’exposiƟon entre les populaƟons en foncƟon des règlementaƟons mises en place dans 

les différents pays ou encore sur les techniques de dosages du BPA. Toutes ces différences dans 

la prise en compte de ces paramètres diminuent la puissance de ces méta-analyses. De plus, il 

parait difficile de réaliser des études prospecƟves afin d’établir un lien direct de causalité entre 

l’exposiƟon au BPA et le cancer du sein chez l’Homme puisque nous sommes tous exposés au 

BPA tout au long de notre vie. Cependant les expérimentaƟons chez l’animal et in vitro 

donnent des arguments en faveur d’un possible lien de causalité. Il semble donc nécessaire de 
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conƟnuer à alimenter les recherches concernant les effets potenƟellement cancérigènes du 

BPA chez l’Homme.  

 

2. ImplicaƟon du BPS 

 

Pour le BPS, les recherches menées sur le sujet sont encore plus récentes. En effet, les données 

de la liƩérature restent faibles aujourd’hui, mais certaines suggèrent déjà l’existence d’un lien 

entre l’exposiƟon au BPS et le développement tumoral (Zhao et al., 2021). Il n’existe pas encore 

assez de données pour établir des méta-analyses d’études épidémiologiques comme pour le 

BPA, afin d’évaluer l’associaƟon entre le BPS et les cancers du sein chez l’Homme. Cependant, 

une première méta-analyse, sorƟe en 2023 sur des recherches menées in vitro, a mis en 

évidence une associaƟon entre l’exposiƟon au BPS et l’augmentaƟon du stress oxydaƟf ainsi 

que sur la toxicité pour le système reproducteur (Abouhamzeh et al., 2023). Ces premières 

données renforcent la nécessité d’étudier plus en détail l’innocuité théorique du BPS chez 

l’homme.  

Si on se focalise plus parƟculièrement sur la glande mammaire, des études ont démontré que 

le BPA ainsi que le BPS était capable de perturber la morphogenèse des cellules épithéliales 

saines. Par exemple, les données de Atlas et al. montrent une augmentaƟon du volume et la 

perte d’une lumières bien structurée au sein d’acini générés à parƟr de cellules MCF12A 

exposées au BPA ou au BPS pendant plusieurs jours (Atlas & Dimitrova, 2019). Un autre arƟcle 

démontre une désorganisaƟon architecturale au sein d’organoïdes humains formés à parƟr de 

Ɵssus obtenus grâce à des réducƟons mammaires. Ce même arƟcle montre également que les 

bisphénols induisent des modificaƟons du protéome avec des protéines différenƟellement 

exprimées spécifiques du traitement par le BPA ou par le BPS. Cela signifie que bien que ces 

deux molécules soient proches elles n’acƟvent pas forcément les mêmes signalisaƟons 

(Winkler et al., 2022). Au sein de de l’équipe, il a été également montré que l’exposiƟon au 

BPA ou au BPS perturbait la signalisaƟon des BMP qui pouvait conduire à la transformaƟon 

d’une lignée de cellules souches/progéniteurs mammaires (MCF10A) (Chapellier et al., 2015). 

Ces perturbaƟons pourraient parƟciper à l’iniƟaƟon tumorale. En plus des changements 

protéomiques, le BPS pourrait induire des changement transcripƟonnels et épigénéƟques afin 

de promouvoir le développement tumoral. Des résultats ont mis en évidence la capacité du 

BPS à diminuer le niveau de méthylaƟon de promoteur de gènes liés au cancer du sein et donc 
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d’augmenter leur expression dans la lignée de cancer MCF-7. Il s’agirait notamment de gènes 

enrichis dans la voie de signalisaƟon PI3K-Akt et dans la matrice extracellulaire (W. Huang et 

al., 2019). Au même Ɵtre que le BPA, le BPS peut donc aussi être impliqué dans la progression 

tumorale comme le souligne l’arƟcle de Kim et al. Ces données montrent que le BPS, comme 

le BPA, favorise la proliféraƟon et la migraƟon des cellules MCF-7 en régulant l'expression 

protéique de gènes liés au cycle cellulaire et de marqueurs d’EMT via une signalisaƟon 

dépendante des œstrogènes (Kim et al., 2017). Tout comme le BPA, le BPS peut également se 

fixer à GPER et favoriser la progression de TNBC n’exprimant pas les ER. Par exemple, le BPS 

peut induire la migraƟon des cellules MDA-MB-231 via l’acƟvaƟon spécifique de la 

signalisaƟon GPER/Hippo-YAP (Deng et al., 2018). 

 

Chapitre 5. Les Bone MorphogeneƟc Proteins (BMP) 

 

I. Le mécanisme d’acƟon des BMP 

 

A. Généralités  

 

Les BMP sont des membres solubles de la superfamille des facteurs de croissance 

transformants β (TGF-β). CeƩe superfamille est composée de quatre sous-groupes : le plus 

important est consƟtué des BMP et des facteurs de croissance et de différenciaƟon (GDF), 

ensuite il y a le sous-groupe des TGF-β, celui des acƟvines/inhibines et les « outsider ». Parmi 

le sous-groupe des BMP et GDF, des sous-divisions existent en foncƟons des similarités de 

séquence entre les différentes protéines (Fig.18).  
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Figure 18. Représentation des membres de la superfamille du TFG-β.  

Arbre phylogénétique basé sur les similarités de séquences protéiques et leur fonction, séparant les 

membres de cette superfamille en 4 sous-groupes : le groupe BMP/GDF, le groupe Activines/inhibines, 

le groupe TGF-β et le groupe des « outsider » ou GDNF. D’après (Weiskirchen et al., 2009) 

 

Les BMP ont été découvert pour la première fois par Urist en 1965, qui a mis en évidence la 

présence de facteurs bioacƟfs dans la matrice osseuse déminéralisée responsables de 

l'inducƟon de la formaƟon osseuse. C’est pour cela qu’il les a nommé protéines 

morphogénéƟques osseuses  (Urist, 1965). Cependant, tous les membres des BMP n’induisent 

pas forcément la croissance osseuse. Il a été découvert que leurs rôles étaient beaucoup plus 

variés. Par exemple, ils parƟcipent à l’embryogenèse, comme nous l’avons vu avec l’implicaƟon 

du BMP4 dans la mise en place des crêtes mammaires (voir chapitre 1), mais aussi dans le 

mainƟen de l’organisme adulte. Les BMP agissent sur la régulaƟon de diverses cellules 

souches, notamment les cellules souches neurales, hématopoïéƟques, mésenchymateuses, 

cutanées et épithéliales. Des perturbaƟons dans la régulaƟon de la signalisaƟon des BMP peut 

donc conduire au développement de diverses maladies comme des cancers (Fig. 19). Les effets 
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polyvalents des ligands BMP ont même conduit à la suggesƟon de changer leur nom en « Body 

MorphogeneƟc Proteins» (Wagner et al., 2010). 

 

 

Figure 19. Représentation non exhaustive des rôles des BMP dans l’organisme.  

Chaque membre peut avoir des rôles particuliers et réguler le maintien de différents organes ou tissus. 

D’après (Wagner et al., 2010)   

 

B. InteracƟon ligand récepteur 
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Le point commun entre tous les membres de la superfamille du TGF-β est la généraƟon d’un 

ligand sous la forme de précurseur ayant une conformaƟon très parƟculière. Les ligands sont 

synthéƟsés sous forme de pré-proprotéines comprenant un pepƟde signal, un grand 

prodomaine et un domaine mature. Ces protéines vont se dimériser pour donner des dimères 

de proprotéines inacƟves. Elles possèdent une caractérisƟque structurelle parƟculière se 

traduisant par la présence d’un moƟf « cysƟne knot » comprenant 6 cysƟnes reliés par 3 ponts 

disulfures et formant 3 boucles. CeƩe structure confère aux ligand une très forte stabilité 

thermique et chimique. Il a été décrit que la longueur importante du prodomaine par rapport 

à la forme définiƟve mature pourrait aider à la bonne conformaƟon de sa forme acƟve et/ou 

à son bon transport dans la cellule. Le clivage des prodomaines par des protéines telles que 

les furines, entraine la libéraƟon d’un dimère de ligands matures et acƟfs pouvant se fixer à 

leurs récepteurs (Yadin et al., 2016). 

Comme évoqué plus haut, les ligands du sous-groupes BMP/GDF peuvent être classés en sous-

divisions plus peƟtes comprenant : BMP2/4, BMP5/6/7/8, GDF1/3, GDF2/BMP10, GDF5/6/7, 

GDF8/11, GDF9/BMP15 et GDF10/BMP3. La dimérisaƟon de ces ligands est capable de se faire 

sous forme d'homo- ou d'hétéro-dimères. CeƩe hétérodimérisaƟon peut avoir lieu au sein 

d’une même sous-divisions mais aussi entre 2 sous-divisions différentes. Par exemple, la sous-

division BMP2/4 peut s'hétérodimériser avec des composants de la sous-division BMP5-8. Ces 

hétérodimères peuvent conférer des avantages en terme d’efficacité et acƟver des voies de 

signalisaƟon disƟnctes des ligands homodimériques (Zheng et al., 2010) (Valera et al., 2010). 

Enfin, un même type de BMP peut présenter une affinité différenƟelle pour les chaînes de 

récepteurs de type I ou II même sous forme homodimérique. Par exemple, les homodimères 

de BMP2 présentent une affinité plus élevée pour les récepteurs de type I, à l’inverse des 

homodimères de BMP6 (Kirsch et al., 2000) (Saremba et al., 2008). En revanche, le BMP2/6 

hétérodimérique présente une forte affinité pour les récepteurs de type I et de type II. CeƩe 

variété de combinaisons possibles traduit la complexité de ceƩe voie et les mulƟples 

possibilités de signalisaƟons en foncƟon du type cellulaire, des ligands et des récepteurs 

exprimés.  

Pour les récepteurs, il existe deux groupes : les récepteurs de type I et de type II. La différence 

entre ces deux groupes réside dans la présence d’une région riche en sérine-glycine (GS) 

uniquement dans les récepteurs de type I. Les récepteurs des BMP sont transmembranaires, 

ils sont donc composés d’un domaine extracellulaire de liaison du ligand, un domaine 

transmembranaire et un domaine intracellulaire qui présente une acƟvité sérine-thréonine 
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kinase. Le ligand va induire une signalisaƟon via un assemblage hétéro-tétramérique composé 

de deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II. Il a été décrit, en parƟculier dans 

le cadre des BMP, deux mécanismes de liaison du ligand permeƩant d’acƟver des signalisaƟons 

différentes. Soit le ligand se fixe directement sur un complexe hétéro-tétramérique préformé 

à la membrane. On appelle ce mécanisme PFC (Preformed complexe), qui va acƟver une 

signalisaƟon intracellulaire via les protéines SMAD. Soit un assemblage séquenƟel des 

récepteurs est induit par le ligand, appelé BISC (BMP-induced signaling complexe). Pour cela, 

le ligand se fixe sur un homodimère de récepteur de haute affinité et ceƩe fixaƟon va recruter 

un autre homodimère de récepteur de plus faible affinité afin de consƟtuer un hétéro-

complexe final de récepteurs BMP. Ce mécanisme va déclencher des cascades de signalisaƟon 

des voies non canoniques des BMP indépendantes des SMAD, comme la voie MAPK (Fig. 20) 

(Yadin et al., 2016) (Hassel et al., 2003).  
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Figure 20. Mécanismes de signalisation possibles induits par le ligand BMP.  

Sur la figure (a), le ligand dimérique par exemple BMP2 se lie d'abord à ses récepteurs de type I à haute 

affinité (violet) puis recrute ses récepteurs de type II à faible affinité (marron) dans le complexe. Cela 

conduit à la transphosphorylation et à l'activation des voies non-SMAD (mécanisme BISC). Sur la figure 

(b), le BMP se lie à un complexe de récepteurs hétérotétramérique de type I et II préformés mais inactifs 

en termes de signalisation. Cela entraîne leur activation et déclenche la voie SMAD (mécanisme PCF). 

Figure modifié d’après (Mueller, 2015). 

 

C. Voies de signalisaƟon 

 

1. La voie canonique 

 

La liaison du ligand BMP sur un complexe de récepteurs préformé entraine la 

transphosphorylaƟon, par les récepteurs de type II, du domaine intracellulaire GS spécifique 

aux récepteurs de type I. Une fois acƟvé, les récepteurs de type I vont pouvoir recruter et 
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phosphoryler à leur tour les R-SMAD 1/5/8 (SMAD régulés par les récepteurs). Ces R-SMAD 

phosphorylées vont former un complexe hétéromérique avec la CO-SMAD 4 (common partner 

SMAD) et se transloquer dans le noyau. Par la suite, ce complexe va se lier aux éléments 

régulateurs de gènes cibles afin de jouer un rôle de facteur de transcripƟon (Katagiri & Watabe, 

2016). Parmi les gènes cibles connus pour être acƟvés par la voie canonique des BMP, on peut 

citer les protéines inhibitrices de la différenciaƟon (protéines ID, inhibiteurs compéƟƟfs des 

facteurs de transcripƟon de type bHLH) comme ID1, ID2, ID3 et ID4, mais aussi des inhibiteurs 

des SMAD comme SMAD 6 et SMAD 7. SMAD 6 est connu pour réguler négaƟvement 

spécifiquement la voie des BMP alors que SMAD 7 régule à la fois la voie des BMP et celle du 

TGF-β (Chi et al., 2019) (Fig. 21).  

 

2. La voie non canonique 

 

Lorsque la liaison du ligand BMP se fait selon un mécanisme BISC avec un assemblage 

séquenƟel de récepteurs, alors la signalisaƟon induite par ce complexe ne va pas recruter les 

SMAD mais d’autres protéines : on parle de voies de signalisaƟon non canoniques des BMP. 

Dans ce contexte, une protéine adaptatrice, comme la protéine inhibitrice de l'apoptose liée 

au chromosome X (XIAP) va permeƩre de faire le lien entre les récepteurs BMP et le complexe 

protéique TAK1 (kinase acƟvée par le TGF) et TAB1 (protéine de liaison à TAK1). TAK1 est un 

membre de la famille des protéines kinases MAPKKK, qui intervient dans les voies de 

signalisaƟon p38-MAPK, ERK1/ 2-MAPK, JNK-MAPK et NF-B (Shim et al., 2005). Les MAPK 

acƟvées pourront ensuite transloquer dans le noyau pour phosphoryler un certain nombre de 

facteurs de transcripƟon, régulant ainsi l’expression de gènes cibles (Bordukalo-Nikšić et al., 

2022). Certains BMP, comme le BMP2, pourraient également acƟver la signalisaƟon PI3K-AKT 

(Fong et al., 2008) (Fig. 21). 
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Figure 21. Représentation des voies de signalisation induite par les BMP.  

En vert à gauche, la voie canonique des BMP est médié via l’activation des SMAD qui vont pouvoir agir 

comme des facteurs de transcription dans le noyau.  En rose à droite, la voie non canonique des BMP 

appelée aussi voie indépendante des SMAD, peut induire les signalisations NF-κB, MAPK et PI3K/AKT 

afin de réguler l’expression d’autres gènes cibles. Figure modifiée d’après (Chi et al., 2019a). 

 

D. Les régulateurs des BMP 
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La signalisaƟon des BMP étant très importante pour le mainƟen de l’homéostasie de 

nombreux Ɵssus, il existe divers mécanismes de régulaƟon à différents niveaux dans la cellule. 

Au niveau extracellulaire des antagonistes des BMP comme la protéine Gremlin 1 (Grem1) ou 

Noggin, peuvent être sécrétées par des cellules et se lier directement au dimère de ligand BMP 

pour empêcher leur interacƟon avec des récepteurs.  

Au niveau membranaire, il existe des pseudorécepteurs comme BAMBI (inhibiteur lié à la 

membrane des BMP et l’acƟvine) dont l’expression peut être induite par le BMP lui-même afin 

d’agir comme une boucle de rétroacƟon négaƟve. CeƩe protéine transmembranaire ne 

possède pas de domaine kinase intracellulaire et va pouvoir se lier au récepteur BMP afin 

d’empêcher la formaƟon du complexe tétramérique et donc bloquer la signalisaƟon 

(Onichtchouk et al., 1999). A l’inverse, il existe des co-récepteurs appelés molécules de guidage 

répulsif (RGM), qui vont pouvoir réguler posiƟvement la signalisaƟon des BMP. En effet, ce 

sont des protéines membranaires ancrées au glycosylphosphaƟdylinositol (GPI) qui vont 

pouvoir s’associer aux récepteurs des BMP de type I et vont améliorer l’inducƟon de la 

signalisaƟon. Par exemple, DRAGON (RGMb) est capable d’améliorer spécifiquement la 

signalisaƟon du BMP2 et BMP4 afin d’augmenter l’expression du gène ID1 (BabiƩ et al., 2005).  

Au niveau cytoplasmique, la signalisaƟon des BMP est régulée grâce à une boucle de 

rétroacƟon médié par les inhibiteurs de SMAD (SMAD 6 et SMAD 7), mais aussi grâce à des 

ubiquiƟne-ligases E3 (SMURF1-2) qui régulent spécifiquement le niveau des R-SMAD dans la 

signalisaƟon canonique des BMP (Fu et al., 2020).  

Au niveau nucléaire, le complexe de R-SMAD et CO-SMAD va s’associer à des coacƟvateurs 

transcripƟonnels (p300, CBP, Runx2 et/ou GCN5) ou des co-répresseurs (c-Ski, SnoN, Tob ou 

SIP1) qui vont permeƩre de réguler posiƟvement ou négaƟvement l’expression des gènes 

cibles (Fig. 22).   
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Figure 22. Les différents régulateurs de la voie des BMP.  

A droite il y a les potentiateurs en rouges et à gauche les inhibiteurs en bleus. Ces facteurs agissent à 

différents niveaux de la voie de signalisation : au niveau extracellulaire, membranaire, cytoplasmique 

et nucléaire. D’après (Katagiri & Watabe, 2016). 

 

II. Les BMP dans la glande mammaire  

 

A. Rôle physiologique 
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Comme évoqué plus haut, les BMP sont impliqués dans le mainƟen de l’homéostasie de 

nombreux Ɵssus. Pour la glande mammaire, ce sont deux BMP parƟculiers, le BMP2 et BMP4 

qui parƟcipent à la régulaƟon de cet organe.  

Ces deux BMP sont impliqués dans la physiologie de la glande mammaire dès l’embryogenèse. 

Des études ont démontré que BMP2 et BMP4 jouent un rôle dans la formaƟon des bourgeons, 

la communicaƟon mésenchymateuse épithéliale, la proliféraƟon et la formaƟon de la lumière 

(Forsman et al., 2013). Dans la glande mammaire fœtale, il a été décrit que BMP2 était plutôt 

exprimé dans l'épithélium fœtal, tandis que BMP4 était exprimé dans le mésenchyme. Ce qui 

suggère que ces deux ligands pourraient avoir des rôles différents mais essenƟels au bon 

développement embryonnaire. BMP4 serait impliqué dans la mise en place des crêtes 

mammaires et la formaƟon des bourgeons en sƟmulant la croissance canalaire via une 

signalisaƟon induite par le récepteur BMPR1a (J. R. Hens et al., 2007). De plus, BMP2 et BMP4 

régulent l’expression des gènes homéobox MSX1, MSX2 et de GATA-3, qui contrôlent la 

proliféraƟon, l'apoptose et la différenciaƟon (Phippard et al., 1996). Dans la glande post-natale 

BMP2 et BMP4 sont également retrouvés exprimés dans le coussinet adipeux stromal. Les BMP 

semblent donc réguler à la fois la glande mammaire mais aussi les cellules de son 

microenvironnement.  

Les BMP ont également été décrit comme jouant un rôle essenƟel dans la régulaƟon des 

cellules souches. Ils promeuvent l’auto-renouvellement et/ou la différenciaƟon des cellules 

souches en foncƟon du contexte. Par exemple, la signalisaƟon des BMP permet l’expression 

des gènes cibles ID, favorisant le mainƟen des cellules souches embryonnaires et bloquant la 

différenciaƟon (Ying et al., 2003). Cependant, le signal BMP contribue également à la 

différenciaƟon des cellules du mésoderme dans les lignages hématopoïéƟques, cardiaques ou 

encore hépaƟque. Pour cela, les BMP coopèrent avec d'autres signaux, comme les 

signalisaƟons TGF-β ou Wnt, pour diriger les programmes de différenciaƟon des cellules 

souches. De plus, des liens ont été décrit entre la voie des BMP et des facteurs clés de la 

reprogrammaƟon cellulaire impliqués dans le mainƟen de la pluripotence des cellules 

souches : OCT4, SOX2 et NANOG (OSN) (Z. Li & Chen, 2013). Par exemple, NANOG et SMAD1 

sont capables d’interagir physiquement afin de bloquer la signalisaƟon des BMP et maintenir 

l’auto-renouvellement (A. Suzuki et al., 2006). Un arƟcle récent a également mis en évidence 

des lien entre la régulaƟon de SOX2 et celle des BMP dans la déterminaƟon du desƟn des 

cellules souches pluripotentes humaines (Teague et al., 2024). Dans le contexte des cellules 

souches adultes de la glande mammaire, il a été démontré que le BMP2 agirait plutôt en faveur 
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d’un engagement des progéniteurs luminaux via le récepteur BMPR1b alors que BMP4 

favoriserait le mainƟen de cellules immatures et la différenciaƟon myoépithéliale (Chapellier 

et al., 2015). De façon intéressante, ces foncƟons disƟnctes de BMP2 et BMP4 ont déjà été 

rapportées dans le système hématopoïéƟque. Dans ce contexte, BMP4 favorise l'auto-

renouvellement des cellules souches hématopoïéƟques (CSH), alors que BMP2 ou BMP7 ne le 

font pas (BhaƟa et al., 1999). De plus, la différenciaƟon des CSH dans la lignée érythroïde est 

favorisée par BMP2, tandis que l'engagement dans la lignée mégacaryocytaire est favorisé par 

BMP4 (Maguer-SaƩa et al., 2003) (Jeanpierre et al., 2008). 

 

B. ImplicaƟon dans les cancers du sein 

 

Un certain nombre de BMP sont surexprimés ou sous-exprimés dans les cancers du sein. En 

parƟculier BMP2, BMP4, BMP5 et BMP7 sont soit régulés à la hausse, soit régulés à la baisse 

dans les tumeurs du sein selon différentes cohortes de paƟents. Des preuves suggèrent que 

les BMP peuvent foncƟonner à la fois comme des suppresseurs et des promoteurs de tumeurs 

selon le contexte. Leur rôle est complexe puisqu’ils agissent à la fois sur les cellules 

cancéreuses mais aussi sur leur microenvironnement (Chi et al., 2019).  

Pour ce qui concerne le microenvironnement des cancers du sein, les BMP peuvent être 

impliqués dans divers processus pouvant favoriser ou inhiber la croissance tumorale comme 

la régulaƟon de l’angiogenèse, de la communicaƟon avec les adipocytes ou encore le système 

immunitaire. Par exemple, le BMP2 et le BMP4 sont impliqués dans la promoƟon de 

l’angiogenèse qui peut être associé au développement tumoral. En effet, ils peuvent agir 

directement sur les cellules endothéliales pour favoriser leur proliféraƟon ainsi que leur 

capacité migratoire (Ye & Jiang, 2016). Le BMP2 peut réguler à la hausse le facteur de 

croissance endothélial vasculaire (VEGF) via la voie p38 au sein des cellules stromales 

humaines (Yang et al., 2015).  Le BMP4 quant à lui serait capable d’augmenter l’expression et 

la phosphorylaƟon du récepteur du VEGF (VEGFR) dans les cellules endothéliales (Y. Suzuki et 

al., 2008). Ces exemples meƩent en avant le rôle pro-tumoral des BMP sur le 

microenvironnement. Cependant, la glande mammaire est entourée d’un environnement 

riche en graisse et des données ont mis en évidence que les BMP peuvent aussi intervenir dans 

la régulaƟon des adipocytes dans un contexte de cancer du sein. Par exemple, BMP9 diminue 

l’expression de la lepƟne, une cytokine sécrétée par les adipocytes. Cela entraine la régulaƟon 
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à la baisse des voies de signalisaƟon ERK, STAT3 et PI3K/Akt, diminuant ainsi la proliféraƟon et 

la migraƟon des cellules cancéreuses de la lignée MDA-MB-231 (T. Wang et al., 2017). Enfin les 

BMP peuvent agir sur le système immunitaire impliqué dans le développement tumoral. BMP4 

peut diminuer les capacités immunosuppressives des cellules myéloïdes. En effet, ces cellules 

peuvent être induites par la tumeur et suppriment l'acƟvaƟon et la proliféraƟon des 

lymphocytes T, ce qui conduit à une augmentaƟon de la progression métastaƟque (Cao et al., 

2014). Cependant, une autre étude a montré que les macrophages associés aux cancers 

pouvaient sécréter du BMP2, favorisant l’appariƟon de microcalcificaƟons du cancer du sein 

(S. Wang et al., 2022). Les microcalcificaƟons sont connues comme un biomarqueur important 

et une caractérisƟque mammographique du cancer du sein, en parƟculier dans la détecƟon 

précoce du cancer du sein non palpable. On peut donc conclure que les BMP ont un rôle 

ambivalent sur le microenvironnement associé aux cancers, et qu’il est difficile de les classer 

globalement comme pro- ou anƟ-tumoraux, leurs acƟons dépendant probablement en grande 

parƟe du ligand BMP et du type de cancer du sein considéré.  

Les BMP peuvent également agir directement sur les cellules cancéreuses du sein mais là aussi 

leurs rôles au sein du développement tumoral restent controversés. Les BMP peuvent agir 

comme des suppresseurs de tumeurs notamment en induisant la différenciaƟon des cellules 

souches cancéreuses.  Les CSC ayant des propriétés similaires aux cellules souches normales, 

la signalisaƟon des BMP est capables d’impacter leur régulaƟon. Par exemple, il a été montré 

que l’hétérodimère BMP2/BMP7 réduisait la populaƟon de CSC et la formaƟon de métastases 

osseuses après injecƟon de cellules cancéreuses de sein humaines chez des souris (Buijs et al., 

2012). Un autre arƟcle montre que le BMP2 pourrait inhiber la proliféraƟon des cellules 

cancéreuses du sein qui expriment à la fois SMAD1 et SMAD4. CeƩe signalisaƟon induirait 

l’expression du gène CDKN1A codant l’inhibiteur de kinase dépendante des cyclines p21CIP1, 

conduisant à l’arrêt du cycle cellulaire (Pouliot & Labrie, 2002). Cet acƟvaƟon de p21 semble 

également pouvoir être induite par BMP4 puisqu’il a été démontré que BMP4 améliorait la 

sensibilité des paƟentes aƩeintes de cancers du sein ER posiƟfs, aux traitements anƟ-

oestrogéniques via ceƩe acƟvaƟon de p21 médié par la voie canonique des BMP (Shee et al., 

2019). De plus, BMP4 induit l’expression de p21 dans d’autres type de cellules cancéreuses 

telle que la lignée MDA-MB-231 mais en contreparƟe de cet arrêt de la proliféraƟon, le BMP4 

induit un phénotype de cellules ayant des capacités migratoires ou invasives accrues (Ampuja 

et al., 2013). Cela souligne encore une fois l’ambivalence du rôle des BMP dans les cancers du 

sein. 
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En effet, un autre versant de la liƩérature a apporté de nombreuses preuves sur l’acƟon pro-

tumorale induite par ces mêmes ligands. Par exemple, des données ont démontré que 

l’expression de BMP2 et BMP4 étaient augmentée dans le cancer du sein invasif et induisaient 

une résistance à l’apoptose des cellules cancéreuses via l’acƟvaƟon de la voie MAPK et 

l’expression d’ID1 (Raida et al., 2005). De plus, une autre étude a montré que le BMP2 sécrété 

par des cellules du microenvironnement comme les CAF induisait une EMT des cellules 

cancéreuses du sein via l’acƟvaƟon transcripƟonnelle du gène RUNX2. Cela conduirait à la 

transformaƟon des cellules épithéliales du cancer du sein en cellules ostéomiméƟques 

favorisant le développement de métastases osseuses (Tan et al., 2016) (Fig. 23). 

 

 

 

Figure 23. Rôles des protéines morphogénétiques osseuses (BMP) dans le cancer.  

Les effets pro- (rouge) et antitumorigènes (bleu) des BMP sur divers composants du 

microenvironnement tumoral sont présentés. Les BMP peuvent favoriser ou freiner la prolifération et 

la progression des cellules cancéreuses en fonction des contextes cellulaires. EMT, transition épithéliale-

mésenchymateuse. D’après (Katagiri & Watabe, 2016). 

 

L'acƟvaƟon de la signalisaƟon canonique des BMP a été observée non seulement dans les 

Ɵssus des tumeurs mammaires primaires, mais aussi à des stades précoces de transformaƟon 
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dans les lésions DCIS et dans les modèles de souris (Chapellier et al., 2015); (Balboni et al., 

2013). Cela suggère que la signalisaƟon BMP est probablement impliquée dans la 

tumorigenèse précoce du sein. Les BMP peuvent parƟciper à l’iniƟaƟon tumorale en 

perturbant la régulaƟon des cellules souches mammaires normales et tumorales. Pour illustrer 

cela, une étude a montré que BMP4 favorise l’EMT à la fois dans une lignée de cellules souches 

mammaires normales MCF10A mais également dans la populaƟon de cellules souches 

cancéreuses de la lignée MDA-MB-231. Un autre arƟcle souƟent que BMP2 favoriserait le 

mainƟen des capacité souches ainsi que l’EMT des bCSC via la régulaƟon de l’expression du 

gène Rb et de la protéine transmembranaire CD44 (P. Huang et al., 2017). Au sein de l’équipe 

il a été montré qu’une exposiƟon chronique de la lignée de cellules souches MCF10A au ligand 

BMP2 et à la cytokine pro-inflammatoire IL6, conduisait à la transformaƟon des MaSC vers un 

phénotype tumoral de type luminal, de façon dépendante du récepteur BMPRIb. La 

transformaƟon induite par BMP2/BMPRIb est médiée par une augmentaƟon de l'expression 

de gènes cibles tels que les facteurs de transcripƟon GATA-3 et FOXA1. De plus, il a été montré 

que BMP2 était spécifiquement augmenté dans les tumeurs du sein luminales via une 

sécréƟon par les cellules du microenvironnement (Fig. 24). Une des causes qui pourraient 

entrainer ceƩe sécréƟon dérégulée de BMP2 par les cellules stromales est leur exposiƟon à 

des polluants environnementaux comme les bisphénols. En effet, des résultats meƩent en 

lumière que l’exposiƟon des cellules stromales comme les fibroblastes, au BPA ou au BPS, 

entrainaient une sécréƟon significaƟvement accrue de BMP2 (Chapellier et al., 2015). Comme 

nous l’avons vu dans le chapitre 3, les bisphénols sont des oestrogéno-miméƟques, cela 

signifie qu’il existerait des liens entre la voie des BMP et celle des œstrogènes permeƩant aux 

cellules stromales de répondre aux signaux des bisphénols en sécrétant du BMP2.  
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Figure 24. Implication de BMP2 et BMP4 dans la régulation des cellules souches mammaires dans un 

contexte normal et tumoral.  

Dans un contexte physiologique, le BMP4 tend à favoriser le maintien des cellules souches ainsi que la 

différenciation myoépithéliale. Tandis que le BMP2 semble engager la différenciation luminale. Dans 

un contexte tumoral, des stress extérieurs vont impacter à la fois les cellules souches et le 

microenvironnement entrainant une sécrétion de BMP2 et IL6 ainsi qu’une surexpression de BMPR1b 

conduisant une transformation luminale. D’après (Chapellier et al., 2015).  

 

C. CoopéraƟon entre les œstrogènes et les BMP 

 

Comme nous l’avons vu tout au long de ceƩe introducƟon, les BMP et les œstrogènes sont des 

facteurs très importants pour le mainƟen de la glande mammaire saine et la régulaƟon des 

MaSC. Il existe également des preuves que ces deux facteurs peuvent être liés à la 

carcinogenèse mammaire. On peut donc supposer qu’il existerait des dialogues qui pourraient 
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parƟciper à l’intégraƟon des signaux médiés par ces deux voies de signalisaƟon. Dans le 

contexte des cancers du sein, des données ont déjà mis en évidence des interacƟons possibles 

entre les œstrogènes et différents facteurs de la voie des BMP.  

Au niveau des ligands BMP, les tumeurs mammaires ER-posiƟves expriment des niveaux plus 

élevés de certains ligands comme  BMP2, BMP6 et BMP7 par rapport aux tumeurs mammaires 

ER-négaƟves (Raida et al., 2005) (Lian et al., 2013) (Schwalbe et al., 2003). Cela peut s’expliquer 

par le fait que l’expression de BMP2 et BMP6 peuvent être induites par l’acƟvité du récepteur 

ERα dans les cellules cancéreuses mammaires (Su et al., 2007) (Ong et al., 2004). Inversement, 

BMP2 peut induire l'expression de l’isoforme ERα36 dans la lignée MDA-MB-231 qui n’exprime 

pas la forme classique ERα66. CeƩe inducƟon a pour conséquence de re-sensibiliser les 

cellules à l’E2 (D. Wang et al., 2012).  

Au niveau des effecteurs de la voie des BMP, des interacƟons physiques seraient possibles 

entre les récepteurs aux œstrogènes et certaines protéines SMAD. Par exemple, un arƟcle a 

démontré que l’ajout d’E2 entrainait la formaƟon d’un complexe ERα66-SMAD1 dans des 

lignées de cancers du sein et conduisait à l’inhibiƟon de la voie canonique des BMP (Yamamoto 

et al., 2002). De plus, la CO-SMAD appelée SMAD4 peut aussi se lier avec ERα66 et agir comme 

un corépresseur de transcripƟon. En effet, la formaƟon d’un complexe avec SMAD4 lorsque 

ERα66 se fixe à un élément sensible à l'œstrogène dans le promoteur d’un gène cible, 

conduirait à l’inhibiƟon de la transcripƟon (Wu et al., 2003). Il a été démontré que ceƩe 

interacƟon inhiberait la croissance tumorale induite par l’E2 et induirait l’apoptose des cellules 

cancéreuses du sein ERα posiƟves comme la lignée MCF7 (Q. Li et al., 2005).   

Enfin, comme nous l’avons vu au cours de ceƩe introducƟon les cellules souches mammaires 

semblent être des cibles intéressantes pour comprendre l’origine des cancers du sein. 

Cependant, ces cellules n’expriment pas les récepteurs classiques des œstrogènes comme 

ERα66 mais elles expriment des récepteurs non canoniques comme GPER. GPER a été 

découvert plus tardivement et ils existent moins de données dans la liƩérature concernant ce 

récepteur et ses potenƟelles interacƟons avec la voie des BMP. Cependant, d’après les résultats 

de Chapelier & al. (2015), il semblerait que les cellules souches mammaires soient capables de 

répondre aux signaux œstrogéno-miméƟques et cela conduit à une sensibilisaƟon accrue de 

ces cellules aux ligands BMP, avec une augmentaƟon de l’expression du récepteur BMPR1b. 

Cela suppose qu’il existerait des liens entre la voie du GPER et la voie des BMP.  
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Certains arƟcles font références à ces liens mais dans d’autres types cellulaires que les cellules 

mammaires. Par exemple, le gène cible de la voie des BMP, Runx2 serait capable de réguler 

posiƟvement l’expression de GPER afin de contrôler la croissance des progéniteurs 

ostéoblasƟques (Teplyuk et al., 2008). Un autre exemple montre que GPER, via la fixaƟon de 

l’E2, est capable de réguler la signalisaƟon TGFBR3/Smad2/3 dans l’endomètre (Fang et al., 

2024). Enfin, il a été montré que l’acƟvaƟon de GPER était nécessaire pour réguler la migraƟon 

des cellules mésangiales en réponse au TGF-β1 (Y.-C. Li et al., 2014).  
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Contexte scienƟfique – ObjecƟfs de la thèse  

 

L’incidence des cancers est en perpétuelle augmentation et on estime que près de la moitié 

des cancers détectés chaque année pourrait être évités. Les cancers du sein sont une 

importante préoccupation de santé publique puisqu’ils sont le type de cancer le plus fréquent 

chez la femme dans le monde (Bray et al., 2024). Ils se caractérisent par une diversité 

phénotypique et génétique importante, due à des origines multiples encore mal comprises. Il 

est donc nécessaire de mieux identifier les facteurs de risques afin d’informer les instances de 

santé et de mettre en place des politiques de santé efficaces pour protéger la population. 

Parmi ces facteurs, les risques liés aux expositions environnementales sont particulièrement 

préoccupants. En effet, nous savons que les causes d’initiation des cancers du sein sont 

souvent multiples et que l’exposition prolongée à de nombreux polluants environnementaux 

peut favoriser ces mécanismes d’initiation. Parmi les polluants identifiés comme 

problématiques, les bisphénols, composés largement utilisés pour la fabrication de nombreux 

objets plastiques de notre quotidien, ont été l’objet d’études de leur impact sur la santé 

humaine. Le bisphénol A (BPA) majoritairement utilisé par l’industrie du plastique, a été 

identifié comme perturbateur endocrinien par l’Anses en 2017 à cause de ces effets 

œstrogéno-mimétiques. Des études ont démontré le lien entre l’exposition au BPA et le 

développement de cancers et notamment de cancers du sein (D. Wang et al., 2014). Par 

prévention au regard de ses effets multiples en tant que perturbateur endocrinien, son 

utilisation est limitée notamment dans la fabrication de contenants alimentaires en France. 

Cependant, ces règlementations ont contribué à l’arrivée de nouveaux bisphénols comme le 

BPS, choix basé sur le fait que ce dernier possède une affinité plus faible pour le récepteur aux 

œstrogènes canonique ERα66 (Rouhimoghadam et al., 2020).  

 

Toutefois, des études récentes suggèrent que le BPS pourrait également avoir des effets 

favorisant la carcinogenèse mammaire malgré son affinité plus faible à ERa66 (Zhao et al., 

2021). Cependant, ces études s’intéressent principalement aux effets du BPS sur des lignées 

de cellules mammaires déjà transformées. Nous manquons encore cruellement 

d’informations sur les mécanismes d’initiation précoces des cancers du sein et sur 

l’identification d’un potentiel effet favorisant des bisphénols sur la mise en place de ces 

mécanismes. De nombreuses études ont démontré que les cellules souches pourraient être à 

l’origine des cancers du sein via leurs nombreuses similarités avec les cellules souches 
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mammaires cancéreuses (Tomasetti & Vogelstein, 2015). Un aspect intéressant des cellules 

souches mammaires est qu’elles n’expriment pas ERα66 mais un autre type de récepteur aux 

œstrogènes moins étudié appelé GPER. Cela remet donc en question la pertinence d’une 

évaluation des bisphénols basée sur l’affinité pour ERα66, qui ne peut pas prendre en compte 

l’impact sur les cellules souches. De plus, nous avons également démontré au laboratoire dans 

des données déjà publiées, que l’exposition au BPA ou au BPS entraine une augmentation de 

la sécrétion de BMP2 par les cellules de la niche mammaire. Cette dérégulation induit des 

perturbations au sein des cellules souches mammaires qui expriment un type de récepteur 

particulier des BMP (BMPR1b) et qui peut conduire à une transformation luminale en 

présence de facteurs de l’inflammation comme l’IL6 (Chapelier et al., 2015). 

 

Mon projet possède donc deux grands axes, le premier consiste à mieux comprendre le 

fonctionnement des cellules souches mammaires normales, notamment comprendre les liens 

entre la signalisation des œstrogènes et des BMP, qui ne sont pas encore bien décrits 

aujourd’hui. Le deuxième axe, quant à lui, vise à évaluer l’impact d’une exposition au BPS par 

rapport au BPA sur l’induction d’une transformation des cellules souches mammaires 

induite par la perturbation de la voie des BMP.  L’intérêt global de mon projet est donc 

d’apporter des données supplémentaires sur les risques liés à l’utilisation des bisphénols en 

utilisant un modèle plus complexe que de simples tests d’affinité pour les récepteurs aux 

œstrogènes, en prenant en compte d’autres voies de signalisation clés pour la glande 

mammaire. De plus, j’étudie ces effets sur un modèle de cellules souches normales afin 

d’apporter plus de lumière sur les premières étapes de tumorigenèse mammaires qui sont 

encore mal comprises, contrairement aux nombreux papiers étudiants les effets des 

bisphénols sur des cellules déjà transformées. Les principaux résultats de mon projet sont 

présentés dans la partie suivante sous forme de manuscrit que je prévois de soumettre pour 

publication d’ici la fin de l’année.  
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Summary 

Cancer stem cells have been idenƟfied in several types of cancer and their similarity with 

normal stem cells unveils the importance of their study regarding tumor iniƟaƟon, parƟcularly 

in the context of breast cancer which iniƟal stages of transformaƟon remain poorly 

understood. The increasing presence in the environment of man-made pollutants like 

bisphenols is an increasing concern in public health. We previously showed that exposure to 

bisphenols, including BPA but also BPS that is considered a safer alternaƟve, induces similar 

alteraƟons of the BMP pathway in the mammary microenvironment. This work aimed to 

compare the impacts of BPA and BPS with those of estradiol on the BMP pathway in mammary 

stem cells. We used a non-transformed mammary stem cell line model where we idenƟfied a 

physical and funcƟonal interacƟon between BMPRIb and the GPER estrogens receptor. By 

combining funcƟonal tests and large-scale analysis of the transcriptome and kinome, we show 

that BPA and BPS induce different and specific alteraƟons that could provide a favourable 

context for mammary cells transformaƟon. In addiƟon to providing new fundamental 

knowledge concerning the integraƟon of the BMP and estrogens signaling, this work could 

provide new scienƟfic basis for future regulatory and prevenƟve acƟons related to bisphenols, 

with the goal of reducing breast cancer incidence. 

 

IntroducƟon 

Breast cancers have the highest incidence and is the main cause of cancer mortality in women. 

In 2022, breast cancer was the second most frequently diagnosed type of cancer worldwide 

and its incidence conƟnues to rise, making it a major public health issue (Bray et al., 2024). 
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However, the mechanisms of transformaƟon are not always fully understood albeit this is 

essenƟal for a beƩer prevenƟon and more effecƟve treatments of the disease.  

Evidences suggests that mammary stem cells (MaSCs) are likely targets of transformaƟon. 

Their long lifespan makes them more likely to accumulate mutaƟons than short-lived 

differenƟated cells. In addiƟon, the discovery of cancer cells with characterisƟcs very similar 

to stem cells suggests that they could be at the origin of tumours (Tomaseƫ & Vogelstein, 

2015). 

MulƟple risk factors have been idenƟfied in breast cancer. However, the role of environmental 

factors is rapidly emerging, and there is increasing evidences of the impact of our daily 

exposure to environmental pollutants. Among these pollutants, bisphenol A (BPA), which has 

been widely used by the chemical industry since the 1930s, was banned from many commonly 

used plasƟc objects following evidence of health risks due to its estrogen-mimeƟc properƟes 

(Abraham & Chakraborty, 2020). As a result, BPA has been replaced by other bisphenols such 

as BPS. However, the safety of these new compounds is mostly determined by biochemical 

affinity tests for the classical estrogen receptor ERα66, by relaƟvely simple assays on cell lines 

expressing ERα66 or by animal studies where subtle and long-term effects may be difficult to 

detect. Furthermore, focusing on ER66, these studies neglect other cell types, like mammary 

stem cells, that do not express ERα66 (Taurin & Alkhalifa, 2020). However, mammary stem 

cells are sensiƟve to estrogens (Asselin-Labat et al., 2010). InteresƟngly, other receptor such 

as the G protein-coupled estrogen receptor (GPER) could also be involved in the sensiƟvity of 

MaSCs to estrogens (Chan et al., 2020). GPER is a membrane receptor belonging to the G 

protein-coupled receptor (GPCR) superfamily. IniƟally named GPR30 for G protein-coupled 

orphan receptor 30 (GPR30), it was first idenƟfied in 1997 as a gene sharing strong homology 

with those of the GPCR family and being associated with estrogen receptor expression in 

breast cancers (Carmeci et al., 1997). InteresƟngly, GPER-induced signalling has been shown 

to be essenƟal for the survival and maintenance of breast cancer stem cell characterisƟcs 

(Chan et al., 2020). 

It has been shown that both BPA and BPS can bind to GPER receptors and induce tumorigenesis 

promoƟng effects in TNBC cells that do not express the ERα receptor (Dong et al., 2011) (Deng 

et al., 2018). In addiƟon, the difference in affinity between BPA and BPS for GPER is much 

smaller than for ER66, calling into quesƟon the safety of using BPS as an alternaƟve to BPA 

on this parƟcular cell type (Rouhimoghadam et al., 2020). Previous results published by our 
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team showed that BPA and BPS could affect cells of the mammary microenvironment. 

Exposure to bisphenols caused deregulated secreƟon of BMP2 by stromal cells, which in 

cooperaƟon with IL6 lead to transformaƟon of a model of untransformed human mammary 

stem cells (Chapellier et al., 2015). BMP proteins are soluble members of the transforming 

growth factor β (TGF-β) superfamily that regulate stem cells in embryonic development, 

haematopoieƟc, neural and epithelial systems, including the mammary gland (Alarmo et al., 

2013; Forsman et al., 2013; Jeanpierre et al., 2008; Rendl et al., 2008). DeregulaƟon of BMP 

signalling has been reported during transformaƟon (Katagiri & Watabe, 2016). These results 

have therefore highlighted a link between BMPs and the estrogenic signaling that can be 

acƟvated by bisphenols. We therefore seek to assess the impact of BPA and BPS exposure 

compared to estradiol (E2) in the MCF10A mammary stem cell model in cooperaƟon with the 

BMP signalling. 

We first showed that short-term treatments with BPS could induce specific funcƟonal effects 

compared with BPA or E2, in cooperaƟon with BMP2. We then demonstrated that these effects 

were dependent on GPER acƟvaƟon and that MCF10A cells did not express ERα receptors. 

Proximity ligaƟon assay and co-immunoprecipitaƟon experiments revealed that BMPR1b and 

GPER receptors could physically interact within cells. In order to be more relevant to the 

chronic exposure to bisphenols encountered in real-life, we then carried out conƟnual 

exposures for 20 weeks. We confirm that BPA and BPS induce different perturbaƟons in 

transcriptomic expression profiles or in the acƟvaƟon of signalling pathways using omics 

approaches. However, these specific effects were only observed in combinaƟon with BMP2 or 

BMP2/IL6, which reinforces the idea of a dialogue between the estrogen and BMP pathways. 

This project calls into quesƟon the widespread use of bisphenol S as a replacement for 

bisphenol A. It proposes a more complex model for assessing bisphenols, considering 

alternaƟve estrogens receptors and taking into account the impact of interacƟons with other 

key signalling pathways such as the BMP pathway. Over and above this fundamental 

knowledge, our results could contribute to a beƩer assessment of the dangers associated with 

bisphenols and to guide prevenƟve acƟon to reduce the incidence of breast cancer. 

 

Results  

BPS specifically synergizes with BMP2 to increase the frequency of sphere-forming 

cells in the MCF10A model. 
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MCF10A is an heterogenous cell line containing both stem-cell like and progenitor cells 

that can be assessed by mammosphere or Epithelial-Colony Forming Cell (E-CFC) assays, 

respecƟvely. As menƟoned in the introducƟon, we have shown in previous data from the lab 

that exposure of stromal cells to BPA or BPS leads to significantly increased secreƟon of BMP2. 

We thus quesƟoned if endogenous estrogens or bisphenols, alone or in combinaƟon with 

BMP2, could impact mammary stem cells homeostasis. To answer this quesƟon, MCF10A cells 

were treated with either BMP2, estradiol, bisphenols, alone or in combinaƟon for three days 

and different funcƟonal assay were performed.  

First, treatments induce no significant differences on cell viability and proliferaƟon rate 

(Supplementary Figures 1A and 1B). Regarding the mammosphere assay, as shown in Figure 

1A, treatments by BPA, BPS, or E2 alone didn’t induce significant changes in the frequency of 

mammosphere forming cells compared to untreated cells. However, BMP2 treatment induced 

a close to three-fold increase in the frequency of mammosphere-forming cells. In addiƟon, BPS 

shows a synergeƟc effect with BMP2, inducing a two-fold increase in mammosphere-forming 

cells compared to BMP2 alone. This effect is specific of BPS since neither BPA or E2 in 

combinaƟon with BMP2 induced an increase in sphere-forming cells compared with BMP2 

alone. Results of E-CFC assays in Figure 1B, showed that none of the tested treatments induced 

significaƟve changes in the frequency of colony-forming cells. Taken together, these results 

show that BPS, but not BPA, potenƟalizes an increase in stem-cells induced by BMP2 while 

having no effect on its own. We also explored if these short-term treatments can have an 

impact on migraƟon and invasion capacity. No impact was observed in migraƟon capacity 

(Supplementary Figure 1C). However, concerning the ability to invade an extracellular matrix, 

if BPA, BPS, or E2 alone had no effect, BMP2 significantly increases it compared to the 

untreated condiƟon. A non-significaƟve trend to increased invasion by E2 in presence of BMP2 

is not seen for BPA or BPS (Figure 1C-E). CollecƟvely, these results suggest that crosstalk 

between the BMP and estrogens pathways could have funcƟonal effects not observable when 

the pathways are sƟmulated separately. In addiƟon, these results show that different 

endogenous estrogens or estrogeno-mimeƟc chemicals can have specific effects since only 

BPS, but not BPA or E2, synergize with BMP2 to increase stem-cell frequency in MCF10A cells.  
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Figure 1. BPS specifically synergizes with BMP2 to increase the frequency of spheres-forming cells in 
the MCF10A model. 

Cells were seeded in 6-well plates and treated for 3 days with 10 ng/mL BMP2 (B2) and/or 50 nM 
bisphenol A (BPA), bisphenol S (BPS), or estradiol (E2). The cells were then harvested and used for 
mammosphere, E-CFC tests or invasion assay, in which the treatments are preserved. (A) RaƟo of the 
number of spheres obtained aŌer 5 days in the treated condiƟon compared to the untreated condiƟon 
(UT). Each point represents the average of the 12 technical replicates with 100 cells per well in each 
experiment, n=3 to 9. Next to the graph there are microscopic images of mammospheres. (B) Total 
number of colonies obtained aŌer 5 days, per 250 seeded cells. n=3 (there are 2 technical replicates 
per point that are averaged to give each single value). Next to the graph there are microscopic images 
of different colonies. (C) Curve obtained aŌer invasion tests, represenƟng raƟo on wound width at 0h 
versus Ɵme. (D) QuanƟficaƟon of area under curve of invasion assay. The blue doƩed line represents 
the average of the area under the curve of the UT condiƟon. The green doƩed line represents the 
average of the area under the curve of the B2 condiƟon. (n=5) (E) Images of cells and the wound width 
taken by the Incucyte device at 0h and 74h. Data are represented as mean +/- S.D. StaƟsƟc using Mann-
Whitney tests: ns = non-significant, * significant (p≤0.05), ** significant (p≤0.01), *** significant 
(p≤0.001). 

 
MCF10A cells express GPER but not ER and ER 

We know that bisphenols are estrogeno-mimeƟcs and that they can compete with 

endogenous estrogens for estrogen binding. Thus, we wanted to invesƟgate which estrogen 

receptor(s) could be involved in the previously observed funcƟonal effects. According to the 

literature, normal mammary stem cells don’t express the classical estrogen receptor ERα66, 

one of the isoforms coded by the ESR1 gene. To evaluate whether the MCF10A cell line mimics 

the normal mammary stem cell in this regard, we performed a RT-qPCR assay with primers 

detecƟng the common part to all ESR1-encoded isoforms. Although ESR1 transcripts are easily 

detected in the MCF7 cell line, known for ERα expression, these mRNA are undetectable in 

MCF10A cells (Figure 2A). Furthermore, at the protein level, ERa66 is also undetectable in 

MCF10A by western-blot analysis (Figure 2B). In addiƟon to ERα, we analysed the expression 

of other estrogens receptors by RNA-seq. As shown in Figure 2C, this analysis confirms that 

ESR1 mRNA is not detectable in MCF10A and that the ESR2 gene coding for ERβ is not 

expressed as well. However, the GPER gene, coding a non-canonical estrogens receptor, is 

expressed at the transcript level in these MCF10A cells. Immunofluorescence and western blot 

results confirmed GPER expression at the protein level (Figure 2D and E). Taken together, these 

results suggest that MCF10A cell line is a good model for mammary stem cells in term of 

estrogen receptor expression paƩern since mammary stem cells have been described as ERα 

negaƟve and GPER posiƟve cells (Taurin & Alkhalifa, 2020). was found to be expressed in breast 

stem cells. To evaluate whether BMP2 and/or estrogen or bisphenol treatments have an 
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impact on GPER expression, we performed western blot experiments on MCF10A cells treated 

for 3 days (Figure 2E). The results show that BMP2, in combinaƟon or not with E2 or 

bisphenols, can increase GPER protein expression. These data suggets that even if MCF10A 

cells do not express the classical estrogens receptors ERα and ERβ, bisphenols acƟons could 

be mediated by binding GPER whose expression can be regulated by BMP2.  
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Figure 2. MCF10A cells express GPER but not ERα and ERβ 

(A) Analyse of ERα transcrit expression by RT-qPCR in MCF10A and MCF7 cell lines. MCF7 is used as a 
posiƟve control. (n=1) (B) Western blot previously obtained in the team, showing the expression of 
estrogen receptor ERα66 in MCF10A and MCF7 cell lines (posiƟve control) (n=5). (C) RNA-seq analysis of 
transcripƟon level of GPER, ESR1, and ESR2 genes. (n=3) (D) Immunofluorescence detecƟon of the GPER 
protein in MCF10A cell line (n=1). (E) QuanƟficaƟon of GPER protein level in MCF10A cells aŌer 3 days 
of treatments by Western Blot (n=3 to 6). Data are represented as mean +/- S.D. StaƟsƟc using Mann-
Whitney tests: ns = non-significant, * significant (p≤0.05), ** significant (p≤0.01), *** significant 
(p≤0.001). 

Figure 2 
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FuncƟonal effects induced by BMP2 and BPS in MCF10A cells are GPER - dependent 

Knowing that MCF10A cells only express the GPER estrogens receptor, we tested if the 

acƟvity of this receptor was required for the synergisƟc effect of BPS with BMP2 on 

mammosphere-forming cells frequency. For that, we used the G-15 specific antagonist of 

GPER. We performed mammosphere experiments as before, with or without G-15 during the 

3 days pre-treatment and during the mammosphere assay. G-15 induced the loss of the 

synergisƟc effect of BMP2 and BPS on the number of spheres compared to BMP2 alone (Figure 

3A). To further confirm GPER involvement, we used a doxycycline-inducible shRNA against 

GPER. The efficiency of the GPER knock-down was validated at the level of transcripts and 

proteins (Supplementary Figure 1D). Despite a 40% reducƟon in GPER protein, the inducƟon 

of the shRNA against GPER induced a significant decrease in the frequency of mammosphere-

forming cells under all treatment condiƟons compare to the shLuc control targeƟng the 

luciferase mRNA (Figure 3B) but with no specific effect on the BMP2+BPS condiƟon. This result 

differs from those obtained with the G-15 GPER antagonist. This could suggest that the ability 

of MCF10A cells to form mammosphere is very sensiƟve to the level of the GPER protein 

expression but that the level achieved in these knock-down experiments was sufficient to 

mediate a BPS response. Taken together, these results suggest that GPER is important for stem 

cell acƟvity in MCF10A cells and that its acƟvaƟon is required for the synergisƟc effect of BPS 

in combinaƟon with BMP2. 
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Figure 3. FuncƟonal effects induced by B2BPS are GPER - dependent 

Two sets of cells were seeded in 6-well plates and treated for 3 days with 10 ng/mL BMP2 (B2) and/or 
50 nM bisphenol S (BPS). The first set served as a control treated with G-15 solvent alone and the second 
was treated with 1μM G-15. Cells were then harvested and used mammosphere assays with the same 
treatments, including G-15 or its control, for 5 days. (A) Number of spheres obtained aŌer 5 days per 
100 cells seeded per well in each condiƟon. Each point represents the average of the 12 technical 
replicates in each experiment (n=6). (B) Mammospheres assay on MCF10A lines transfected with a 
control shRNA (shLuc) or with a GPER-specific shRNA (shGPER) inducible with doxycycline. This graph 
represents the raƟo of the number of spheres obtained with 100 cells per well to which doxycycline has 
been added to those without the addiƟon of doxycycline. Each point represents the average of the 12 
technical replicates in each experiment (n=4). Data are represented as mean +/- S.D. StaƟsƟc using 
Mann-Whitney tests: ns = non-significant, * significant (p≤0.05). 

Figure 3 
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GPER and BMPR1b physically interact in MCF10A cells 

Given that BPS and BMP2 funcƟonally interact in a GPER-dependent manner to 

increase the frequency of mammosphere-forming cells and given the implicaƟon of the 

BMPR1b receptor in mediaƟng BMP2 signaling in MCF10A cells, we wanted to test a possible 

physical interacƟon between GPER and BMPR1b in MCF10A cells. For that, we performed a 

proximity ligaƟon assay that detects the interacƟon between two close proteins (under 40 nm 

apart). As shown in Figure 4A, we detect a specific PLA signal not seen by omiƫng one of the 

primary PLA anƟbodies in MCF10A cells, suggesƟng a close proximity between GPER and 

BMPR1b. To evaluate whether the ligands have an impact on this interacƟon, MCF10A cells 

were treated during 3 days with E2, BPA or BPS in combinaƟon or not with BMP2. All the 

combinaƟons showed a trend towards a decrease in the number of PLA signals per cells 

compared to other condiƟons (Figure 4B). The binding of the two ligands could therefore lead 

to the dissociaƟon of the complex.  However, further invesƟgaƟons are needed to strengthen 

the significaƟvity of these results. To test the existence of a physical interacƟon between GPER 

and BMPR1b receptors we also performed a co-immunoprecipitaƟon assay on endogenous 

proteins in MCF10A cells. A strong immunoprecipitaƟon of BMPR1b was achieved (Fig 4C, leŌ 

panel). Subsequent immuno-bloƫng using a GPER anƟbody detecƟon shows a specific band 

in the BMPR1b immunoprecipitaƟon but not in the IgG control immunoprecipitaƟon, showing 

that endogenous GPER and BMPR1b physically interact in MCF10A cells (Figure 4.C, right 

panel). Taken together, these results suggest that BMPR1b and GPER can interact together to 

form a complex in MCF10A cells and that binding of the two ligands appears to lead to 

dissociaƟon of this complex. 
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Figure 4 
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C 

Figure 4. GPER and BMPR1b can interact in MCF10A cell line  

Cells were seeded on glass coverslips in 12-well plates and treated for 3 days with 10 ng/mL BMP2 
(B2) and/or 50 nM bisphenol A (BPA), bisphenol S (BPS), or estradiol (E2). (A) RepresentaƟve images 
of BMPR1b/GPER interacƟon. Orange dots correspond to dimers detecƟon and nuclei were 
counterstained with DAPI (blue). ObjecƟve x60. (B) QuanƟficaƟon of number of Dots per cells using a 
macro in ImageJ soŌware (n=2 to 3). Data are represented as mean +/- S.D. (C) RepresentaƟve images 
of western blots obtained aŌer immunoprecipitaƟon of endogenous BMPR1b in MCF10A cells. On 
the right we see confirmaƟon of immunoprecipitaƟon of BMPR1b and on the leŌ we see co-
immunoprecipitaƟon of GPER interacƟng with BMPR1b (n=4).  

B 
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CombinaƟon of BMP and estrogens do not alter canonical downstream signalling pathways  

Our data have shown that BMP2 and BPS can have a specific funcƟonal effect on 

MCF10A cells by increasing stemness through the acƟvaƟon of GPER that also interact with 

BMPR1b, reflecƟng a crosstalk between the two pathways. To elucidate the impact of this 

crosstalk on downstream signalling pathway, we performed RT-qPCR on MCF10A cells treated 

during 3 days. RT-qPCR results show that the combinaƟon BMP2-BPS have no synergisƟc effect 

on the regulaƟon of target genes of the canonical SMAD1/5/8 mediated BMP pathway 

(Supplementary Figure 2A).  

A Ɵme course of BMP2 treatment performed on MCF10A cells showed that the 

canonical SMAD pathway was effecƟvely acƟvated aŌer 15 minutes (Supplementary Figure 

2B). We thus performed western-blot experiments on cells treated for 15 minutes with 

different combinaƟons of E2, bisphenols and BMP2. As shown in Figure 5A, BMP2 increases 

the phosphorylaƟon of SMADs as expected but the combinaƟon with E2, BPA or BPS have no 

further impact. To assess the the non-canonical BMP signalling pathways, we quanƟfied the 

phosphorylaƟon of ERK and p38. The treatments did not modify p38 phosphorylaƟon. BPS, 

alone or in combinaƟon with BMP2 significantly reduced ERK phosphorylaƟon (Figure 5B-C). 

Downstream pathway acƟvated by GPER are poorly characterized, however the SRC pathway 

has been described as acƟvated by GPER in mammary cells and breast tumors. Here we did 

not detect any significant changes in SRC phosphorylaƟon although a trend is seen in all 

treatments combinaƟons where E2, BPA or BPS are present (Figure 5D). 
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Figure 5. CombinaƟon of BMP and estrogens do not alter canonical downstream signalling pathways 

Cells were treated for 15 minutes with 10 ng/mL BMP2 (B2) and/or 50 nM bisphenol A (BPA), 
bisphenol S (BPS), or estradiol (E2). (A) Western-blot and quanƟficaƟons showing the protein levels of 
total SMAD and phosphorylated SMAD under the different treatment condiƟons (n=3). (B) Western-
blot and quanƟficaƟons showing the protein levels of total ERK and phosphorylated ERK under the 
different treatment condiƟons (n=4). (C) Western-blot and quanƟficaƟons showing the protein levels 
of total P38 and phosphorylated P38 under the different treatment condiƟons (n=3). (D) Western-blot 
and quanƟficaƟons showing the protein levels of total SRC and phosphorylated SRC under the 
different treatment condiƟons (n=4). Data are represented as mean +/- S.D. StaƟsƟc using Mann-
Whitney tests: * significant (p≤0.05). 

Figure 5 
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FuncƟonal effects of long-term treatments  

We then performed chronical exposure during 20 weeks with different combinaƟon of 

treatments with BPA, BPS or E2 in combinaƟon or not with BMP2, or with BMP2 and IL6. We 

added IL6 in our experiments since previous data published from the lab have shown that long 

term exposure to BMP2 and IL6 can promote luminal transformaƟon in MCF10A. So, we 

wanted to know if bisphenols can promote effects induced by BMP2 and IL6. With these long-

term exposed cell lines, we carried out several funcƟonal tests as we did with the short-term 

exposures. Mammosphere assay show again that the combinaƟon of BMP2 and BPS is the one 

in which the most spheres are formed. However, the same significant difference was not found 

compared to the BMP2 alone condiƟon. CondiƟons with BMP2 and IL6 seem to increase the 

number of spheres compared with E2 or bisphenols alone, but there is no difference between 

them (Figure 6A). Like with short-term treatments, no significant difference was observed in 

term of progenitor frequency measured by E-CFC assay (Figure 6B). To detect any 

transformaƟon events, we performed soŌ agar assay but no significant difference between 

treatments was observed (Figure 6C). In addiƟon, we performed two other funcƟonal tests to 

see whether the treatments could induce alteraƟons frequently associated with 

transformaƟon, such as invasion or disrupƟon of 3D morphogenesis. No significant changes 

were observed in the invasion assays (Figure 6D). Similarly, the acini formaƟon assay detected 

no significant differences between condiƟons (Figure 6E and Supplementary Figure 3). Taken 

together, these results suggest that aŌer 20 weeks of exposiƟon bisphenols, alone or in 

combinaƟon with BMP2 or BMP2/IL6, do not induce transformaƟon of MCF10A cells.  
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Figure 6. FuncƟonal effects of long-term treatments  

Cells were chronically exposed for 20 weeks with 5 ng/mL BMP2 (B2) and/or 50 nM bisphenol A (BPA), 

bisphenol S (BPS), or estradiol (E2) and/or 10 ng/mL IL6. Treatments are not maintained during 

funcƟonal tests. (A) Number of spheres/100 cells obtained aŌer 5 days. Each point represents the 

average of the 12 technical replicates with 100 cells per well in each experiment, n=4. (B) Number of 

colonies obtained aŌer 5 days, per 250 seeded cells. The bars are subdivided into 3 groups: luminal 

colonies (green), myoepithelial colonies (red) and mixed colonies (bleu). There are 2 technical 

replicates per point that are averaged to give each single value, n=3. (C) Number of soŌ agar colonies 

obtained aŌer 4 weeks. Each point represents the average of the 3 technical replicates with 30 000 

cells/well, n=3. (D) QuanƟficaƟon of area under curve of invasion assay. The doƩed line represents the 

average of the area under the curve of the UT condiƟon. (E) QuanƟficaƟon of acini area (leŌ) and acini 

roundess (right) obtained with ImageJ soŌware. The formaƟon of acini takes 15 days with 3500 

cells/well.  

 

E2 and bisphenols cooperates with BMP2/IL6 to induce specific changes in MCF10A 

transcriptome and kinome 

 We then aimed to idenƟfy changes induced by the long-term treatments in the 

transcriptome and kinome of MCF10A cells. Changes in transcriptome were evaluated by bulk 

RNAseq. We show that compared to untreated cells, E2, BPA or BPS alone surprisingly induce 

very liƩle transcriptomic modificaƟons with almost no overlap between differenƟally 

expressed genes (DEG) under each condiƟon (Figure 7, top row).  In combinaƟon with BMP2 

alone, E2 and BPS again induce a small number of DEG although BPA start to deregulate close 

to 60 genes in this condiƟon (Figure 7, middle row). Strikingly, in presence of BMP2/IL6, E2, 

BPA and BPS lead to a major increase in the number of DEG (Figure 7, boƩom row). 

Interestingly, in the presence of BMP2/IL6, BPS seems to mimic E2 more faithfully than BPA 

does. Indeed, BPS deregulates approximately 75% and BPA only 25% of the genes deregulated 

by E2 (Figure 7). However, BPA and BPS specifically deregulate a large number of genes which 

are not affected by E2 and which are mainly distinct between BPA and BPS (less than 20% of 

genes specifically deregulated by BPS compared to E2 are also deregulated by BPA). This is 

also seen in a Principal Component Analysis where only the presence of BMP2 and IL6 clearly 

disƟnguish the effects induced by BPS, BPA or E2 (Supplementary Figure 4). A GSEA analysis 

using the hallmarks gene sets from MSigDB shows that DEG induced by BPS in presence of 

BMP2/IL6 are enriched in genes belonging to the “E2F targets” set, such as the MELK gene, 
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and others enriched in the “G2M checkpoint” set, such as SMC2 (Figures 8A-B). Albeit modest, 

the increase in these gene expression is strictly specific to the BPS+BMP2/IL6 condiƟon. We 

also performed a Gene Ontology (GO) analysis. This showed that DEG induced by BMP2/IL6 

are enriched in genes coding for plasma membranes and secreted proteins. This enrichment 

is conserved in presence of E2, BPA or BPS albeit to a less significant extend. InteresƟngly, BPS 

and to a lower extend BPA, induce DEG involved in inflammaƟon and producƟon of 

inflammatory cytokines. Another GO term enriched in DEG induced by both BPA and BPS is 

“hyaluronan biosyntheƟc process. InteresƟngly hyaluronan synthesis is elevated in breast 

tumors, is a factor of poor prognosis and is involved in metastasis, angiogenesis and tumor 

growth. Compared to the BMP2/IL6 treatment, addiƟon of E2, BPA or BPS induced a loss in 

the enrichment of genes involved in cell adhesion and especially in homophilic adhesion 

(Figure 8C and supplementary Figure 5B). This was confirmed by a GSEA analysis showing a 

deregulaƟon of some protocadherins especially marked when comparing the BMP2/IL6 and 

BPS+BMP2/IL6 condiƟons (Supplementary Figure 5A) On closer inspecƟon of the DEG 

belonging to the GO terms, we idenƟfied 3 protocadherins with a similar response paƩern to 

the treatments. PCDHA4, PCDHB4 and PCDHGB5 are all strongly acƟvated by BMP2/IL6 

compared to untreated cells. The addiƟon of E2 tend to blunt this acƟvaƟon without going 

back to untreated levels. This is not the case for BPA that maintains the acƟvaƟon of all three 

genes by BMP2/IL6. Strikingly, BPS completely suppress the acƟvaƟon of the three genes by 

BMP2/IL6 (Figure 8D). This repression is specific for these protocadherins and is not the results 

of the silencing of the whole protocadherins genes clusters (Supplementary Figure 5C). We 

also idenƟfied Cadherin 11 (CDH11) that shows an opposite response paƩern to the 

treatments. Indeed, compared to untreated cells, BMP2/IL6 induces a strong repression of 

CDH11, this repression is suppressed by the presence of E2 but not BPA. The addiƟon of BPS, 

on the other hand, led to an increase of CDH11 expression to a higher level than untreated 

cells even in presence of BMP2/IL6 (Figure 8D). CollecƟvely, this is an example where BPS, 

contrarily to BPA, behaves like an E2 mimeƟc but displays an even stronger effect than E2. 
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Figure 7. E2 and bisphenols cooperates with BMP2/IL6 to induce specific changes in MCF10A 
transcriptome  

The volcano plots show differenƟally expressed genes (DEGs) in MCF10A cells (log2(Fold Change)>1 
or <-1 and -log10(q-value)>1.3 when E2, BPA or BPS (in columns) are added to solvent (UT), BMP2 
(B2) or BM2+IL6 (B2-IL6) (in rows) during a 20 weeks culture. Venn diagrams on the right and 
boƩom show the overlap between DEGs induced by the indicated 20 weeks treatments. 
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Figure 8. E2 and bisphenols cooperates with BMP2/IL6 to induce specific changes in MCF10A 
transcriptome  

(A) GSEA analysis of comparing the transcriptomes of MCF10A cells subjected for 20 weeks to the 
indicated treatment to solvent treated cells (UT) using the hallmarks MsigDB genesets. The leŌ panel 
shows genesets significantly overexpressed (FDR of the Normalized Enrichment Score <0.05) in the 
treated condiƟon when compared to UT. The right panel shows genesets significantly under expressed 
(FDR of the Normalized Enrichment Score <0.05) in the treated condiƟon when compared to UT. The 
value of the NES is represented by the size of the circles and the -log10 of the FDR by their color. (B) 
RNA-seq expression profile of genes belonging to the « E2F targets » and « G2/M checkpoint » 
genesets shown in A. (C) Gene Ontology analysis of DEGs upregulated in the indicated 20 weeks 
treatments compared to solvent treated cells. Shown are the Biological Process (BP), Cellular 
Compartment (CC) and Molecular FuncƟon (MF) GO terms significantly enriched (FDR<0,05) in at least 
one condiƟon. The enrichment is represented on the x-axis, the number of DEGs belonging to the GO 
term by the circle size on the -log10 of the FDR by its color. (D) RNA-seq expression profile of examples 
of DEGs in the BMP2-IL6 condiƟon belonging to the « homophilic cell adhesion mediated by plasma 
membrane adhesion molecules» GO term shown in C. 

 

We then quanƟfied changes in serine/threonine or tyrosine kinase acƟvity. No 

significant changes were observed for tyrosine kinase and only results for serine/threonine 

kinases are subsequently shown. We observed a progressive increase in the number of 

differently acƟvated kinases (DAK) and the extent of their acƟvaƟon when E2, BPA or BPS are 

used alone, in combinaƟon with BMP2 or in combinaƟon with BMP2/IL6 (Figure 9A). When 

present alone, E2, BPA or BPS induce modest changes in kinase acƟvity with the strongest 

effect observed for BPS (Figure 9A, leŌ panel). In presence of BMP2, E2 has the strongest 

effect in term of kinase acƟvaƟon (Figure 9A, middle panel). In presence of BMP2/IL6, kinases 

acƟvity is mostly repressed compared to untreated cells and the presence of BPA do not 

change this repression. The addiƟon of E2 brings back most kinases to an acƟvity close to those 

observed in untreated cells. Strikingly, the addiƟon of BPS has a strong inducing effect on 

kinase acƟvity (Figure 9A, right panel). This is reminiscent of the exacerbated E2-mimeƟc 

effect of BPS seen for the regulaƟon of protocadherin and Cadherin 11 genes (Figure 8D). 

Among the 10 kinases the most acƟvated by the of BPS + BMP2/ IL6 combinaƟon, 6 kinases 

are involved in the NF-KB pathway. CHUK (IKBKA), IKBKB and IKBKE are kinases able to 

phosphorylate NF-kB inhibitors, leading to the acƟvaƟon of transcripƟon factors of the NF-kB 

family. MAP3K14 (NIK) is a kinase that can acƟvate CHUK and is a central component of the 

non-canonical NF-kB pathway (Razani et al., 2011). RPS6KA4 (MSK2) can phosphorylate NF-kB 

p65 and increase its transcripƟonal acƟvity (Jacks & Koch, 2010). Finally, DCLK1 induces the 

phosphorylaƟon of IKKleading to NF-kB acƟvaƟon (Luo et al., 2023). The changes in the 

acƟvity of these kinases induced by the treatments show a similar paƩern, with the acƟvity 
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measured in the BPS+BMP2/IL6 treatments systemaƟcally higher than the acƟvity measured 

in the BMP2/IL6, E2+BMP2/IL6 and BPA+BMP2/IL6 condiƟons (Figure 9B). 
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Figure 9. E2 and bisphenols cooperates with BMP2/IL6 to induce specific changes in MCF10A kinome.  

(A) Heatmaps with hierarchical clustering showing the fold change in serine-threonine kinases activity 
(in rows) in MCF10A cells subjected for 20 weeks to the indicated treatments (in columns) when 
compared to untreated cells. Only kinases showing a significant fold change (p-value<0.05 and log2 
(Fold Change)>1.5 in at least one treatment are shown. The color scale is the same for each pannel and 
the activity fold change of a given kinase can be directly compared between each pannel. (B) Fold 
change activity of indicated kinases in MCF10A celles induced by 20 weeks indicated treatments when 
compared to untreated cells. Significative fold changes (>2 with a p-value >0.05) are shown in red. 

Discussion 

The physiological regulaƟon of mammary stem cells is essenƟal to the funcƟon of the 

mammary gland and their alteraƟon can lead to cancer. Estrogens are important signals 

involved in both the normal and cancer biology of mammary cells. Endocrine disruptors with 

estrogeno-mimeƟc properƟes like bisphenols are a growing concern in term of human health, 

especially for hormone-dependent Ɵssus like the mammary gland. Most in vitro studies on 

these bisphenols focused on their agonist acƟon on the canonical ER66 estrogens receptor 

in transformed differenƟated epithelial mammary cell lines. But mammary stem cells do not 

express the ER66 receptor although being responsive to estrogens, suggesƟng the 

involvement of other estrogens receptors. In addiƟon, estrogens signaling can be integrated 

with other signaling pathway modulaƟng the funcƟonal output. InteracƟons of bisphenols 

interacƟons with other signaling pathway is rarely taken into account in the literature. We 

explored here the funcƟonal and molecular impacts of BPA and BPS exposure compared to 

endogenous estradiol in a model of non-transformed human mammary stem cells in the 

context of BMP2 or BMP2/IL6 signaling that we previously shown involved in breast luminal 

transformaƟon.  

 We showed that BPS, but not BPA or E2, was able to specifically potenƟate the acƟon 

of BMP2 by increasing the frequency of sphere-forming cells, which are considered to be very 

immature, stem cell-like cells. However, no impact on colonies formaƟon in the E-CFC assay 

detecƟng more mature progenitor cells was observed for any treatment combinaƟon. This 

suggests that BMP2 and BPS cooperate to promote an immature phenotype in MCF10A cells 

without impacƟng their differenƟaƟon potenƟal. It is difficult to extrapolate chronic exposure 

effect on the pool of breast stem cells in women. It would be necessary to distinguish an 

improvement in the self-renewal capacities of stem cells from an increased mobilization which 
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could, on the contrary, lead to their more rapid exhaustion. Serial mammosphere tests would 

make it possible to determine whether the sphere formation capacity is maintained or even 

increases over time or, on the contrary, decreases. A possible caveat in the interpretation of 

specific effect of BPS compared to E2 and BPA is that we did not perform dose response 

experiments to confirm a qualitative difference in BPS action. We show that BMP2 is capable 

of increasing the extracellular matrix invasion capacity, with no addiƟonal effects of 

bisphenols. A previous study carried out in the team showed that deregulated exposure of 

MCF10A cells to BMP2 and IL6 could lead to cell transformaƟon. This seems fairly consistent 

with the fact that BMP2 can induce a more invasive phenotype in cells that may be associated 

with transformed cell characterisƟcs. The strongest effect was found when BMP2 was 

combined with E2, which is also known to promote breast carcinogenesis (Henderson & 

Feigelson, 2000).  Overall, these results support the hypothesis of a crosstalk between BMPs 

and estrogens pathways, with specific effects of E2 or BPS depending on the funcƟonal assay 

used. 

In order to beƩer understand the molecular basis underlying this crosstalk, we showed 

that MCF10A cells, like normal stem cells, do not express ERα or ERβ, but express GPER. 

Mammosphere assays conducted either in the presence of the GPER antagonist (G-15), or in 

MCF10A cells expressing an inducible shRNA targeƟng GPER, confirmed the requirement of 

GPER acƟvity for the BMP2/BPS synergy. InteresƟngly, GPER knockouts have already been 

performed in mice as well as in breast cancer cell lines such as MDA-MB-231, where it has 

been shown that GPER inhibiƟon leads to reduced cell growth and self-renewal through serial 

mammosphere assays (Cirillo et al., 2023). In addiƟon, we show here that BMP2 induces GPER 

protein expression in MCF10A cells. Moreover, we demonstrate for the first Ɵme a molecular 

interacƟon between endogenous BMPR1b and GPER proteins. CollecƟvely, these results 

support the hypothesis that the crosstalk observed between BMP and estrogens pathways are 

mediated at least in part by GPER. These results do not rule out the possibility that other 

estrogens receptor could be involved in addiƟon to GPER. Indeed, MCF10A cells express also 

the ERR (but not ERR and ERR) receptor (data not shown). ERRis a nuclear orphan 

receptor closely related to the ER receptor. Although the idenƟty of its ligands are sƟll the 

subject of debate in the literature, BPA has been shown to enhance ERR expression in T-

lymphocytes. Further studies will be needed to test ERRinvolvement. 
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Having found no clear effect on MCF10A transformaƟon in long-term 20 weeks 

exposure for any of the tested combinaƟons of treatment, we decided to analyze their effects 

on the transcriptome and kinome of the cells to try and idenƟfied alteraƟons at the molecular 

level.  

Global transcriptomic analysis showed a surprisingly modest number of DEG induced 

by long-term E2 or bisphenols treatments, alone or in combinaƟon with BMP2, with the 

excepƟon of the BMP2+BPA combinaƟon. In addiƟon, there is liƩle overlap between the DEG 

induced by each combinaƟon. On the other hand, in presence of BMP2/IL6, the number of DE 

induced by the addiƟon of E2, BPA or BPS strongly increases, as well as the overlap between 

DEG induced by each combinaƟon. In these condiƟons, a majority (75%) of E2-induced DEG 

are also deregulated by BPS but only 25% of E2-induced DEG are deregulated by BPA as well. 

This suggest that the estrogens pathway transcripƟonal acƟvity needs a concomitant 

acƟvaƟon of the BMP and IL6 pathway in this model of mammary stem cells. It also shows that 

the ability to mimic E2 is different between BPA and BPS and depend on other signaling 

pathways in the cells. In addiƟon, the majority of DEG induced by BPA and BPS are specific of 

each bisphenol and not shared by E2. This suggest that the effects of bisphenols cannot be 

solely aƩributed to a strict E2-mimeƟc acƟvity. In presence of BMP2/IL6, BPS specifically 

induce a strong repression of protocadherin coding genes that could suggest an increase in 

cell moƟlity by reducing their adhesion. In addiƟon, BPS strongly increases cadherin 11 

expression, known to be highly expressed in osteoblasts. In addiƟon, cadherin 11 has been 

found overexpressed in several breast cancer lines and is involved in the maintenance of the 

phenotype of bCSCs and the metastaƟc potenƟal of cancer cells (J.-H. Chen et al., 2019). An 

interesƟng hypothesis could be that repression of some protocadherins and overexpression of 

cadherin 11 by mammary cells could promote the “homing” of mammary cancer cells during 

metastaƟc disseminaƟon in the bone marrow, knowing that the bone marrow is the most 

frequent metastaƟc site for breast cancers (Clements & Johnson, 2019). 

Analysis of serine/threonine kinase acƟvity showed that, similarly to transcriptomic 

effects, E2, BPA and BPS induces increasingly marked deregulaƟons when in presence of 

BMP2/IL6 and BMP2 to a lesser extent. In presence of BMP2/IL6, BPS has a strong posiƟve 

effect on several kinases involved in the NF-kB pathway acƟvaƟon. In breast cancer, the NF-kB 

pathway has been shown to promote proliferaƟon, survival, epithelial to mesenchymal 

transiƟon and resistance to therapies. InteresƟngly, it has been shown that non-canonical BMP 
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pathways can induce NF-κB signaling, and that GPER can also act on this pathway in breast 

cancer cell line  (Chi et al., 2019) (Chen et al., 2016). 

 In conclusion, we show here that in presence of BMP2/IL6, BPS, considered a safer 

alternative to BPA on the basis of its lower affinity for ER, has actually stronger effects than 

BPA on a model of mammary stem cell where estrogens signaling is mediated through the 

GPER receptor. In this context, BPS could specifically activates signaling pathways and genetic 

programs that could increase growth, survival, resistance and dissemination of cancer cells 

following a transformation event not necessarily related to BPS exposure. This strongly 

suggests that successfully assessing the hazards associated with bisphenols will require to not 

neglect pertinent target cell types of chronic exposure, like stem cells, as well as to take into 

account the interactions of the estrogens signaling with other signal transduction pathways.  

 

 

Materials and Methods 

Cell lines 

MCF10A is an immortalized but non-transformed human immature mammary epithelial cell 

line from the mammary gland of a female with fibrocysƟc breasts. MCF10A was purchased on 

ATCC (ATCC Batch #7635052). This cell line was cultured according to recommendaƟons, in 

phenol-red free Dulbecco’s Modified Eagles Medium with F-12 Nutrient Mixture (DMEM-F12, 

Gibco), supplemented with 5% horse serum (HS, Gibco) delipidated with charcoal, 10 000U/mL 

- penicillin and 10 000μg/ml - streptomycin (Gibco) (P/S), 10μg/mL insulin (NovoRapid CLB 

pharmacy), 0,5μg/ml hydrocorƟsone (Sigma), 100ng/mL cholera toxin (Sigma), 20ng/ml 

epithelial growth factor (Sigma). Twice a week, the cells were passaged so as to not exceed 

maximum confluence depending on the surface area of the culture dish used. To do this, the 

cell supernatant was removed and the cells were washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) 

(Life Technologies). Trypsin (Life Technologies) was then added for 10 minutes at 37°C in the 

incubator to detach the cells from the boƩom of the dish. The cell suspension was then 

transferred to 20% foetal bovine serum-PBS and centrifuged for 5 minutes at 1200 rpm at room 

temperature. Finally, aŌer counƟng, the cells were reseeded in a new dish with fresh medium. 

Plated cells were incubated at 37°C, 5% atmospheric CO2. NIH3T3 is an embryonic fibroblast 

cell line established from a NIH Swiss mouse embryo. These cells were grown in Dulbecco’s 

modified Eagle medium with 10% foetal bovine serum. For short-term treatments, MCF10A 
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cells were seeded in 6-well plates with different treatments and grown for 3 days in complete 

MCF10A medium with 5% HS (described previously). Treatments were performed on these 

cells as follows: untreated (UT), BMP2 (B2), bisphenol A (BPA), BMP2 combined with BPA 

(B2BPA), bisphenol S (BPS), BMP2 combined with BPS (B2BPS), estradiol (E2), estradiol 

combined with BMP2 (B2E2). BPS, BPA and E2 were added at 50 nM and BMP2 at 10 ng/mL to 

the culture medium of MCF10A cells from day 1. Treatments were maintained during 

funcƟonal tesƟng. The chronic exposure cell model was obtained by growing MCF10A cells in 

the complete medium described above, but with only 2% HS and with conƟnuous treatments 

of 5 ng/mL BMP2, 50nM E2, BPA or BPS, and/or 10ng/mL IL6. Media and treatments were 

changed twice weekly, and treatments were maintained conƟnuously for up to 20 weeks. The 

various funcƟonal tests were carried out without treatment to evaluate whether they induced 

lasƟng changes in the cells.  MCF10A shGPER was obtained by transfecƟng a shGPER plasmid 

(sequence below) into MCF10A cells by electroporaƟon and selecƟon with 0,5 µg/mL of 

puromycine. This shRNA is inducible with 800 ng/mL of doxycycline.  

shGPER Sequence 

TGCTGTTGACAGTGAGCGAAGGCTGTACATTGAGCAGAAATAGTGAAGCCACAGATGTATTTCTGCT

CAATGTACAGCCTCTGCCTACTGCCTCGGA 

 

Mammosphere formaƟon assay 

The sphere-forming abiliƟes of MCF10A cells were evaluated by plaƟng them aŌer 3 days of 

2D culture, at very low concentraƟon (100 cells/100 µL) in 96 well flat boƩom ultralow 

aƩachment plate (BD Corning). The media used was serum-free and phenol red-free mammary 

epithelial cell basal medium (MEBM) (Promocell), supplemented with 1X B27 (Life 

Technologies), 20ng/mL basic fibroblast growth factor (bFGF2) (Life Technologies), 20 ng/mL 

epithelial growth factor (EGF) (Sigma), 4mg/mL heparin sodium (Panpharma), and 100X of 

GlutaMAX (Life Technologies). Mammospheres were observed under the microscope as 

regular round spheres with a refringent pseudo-membrane and counted aŌer 5 days. 

Epithelial Colony Forming Cell (E-CFC) assay 

To analyse the differenƟaƟon capacity of MCF10A cells, E-CFC assays can be performed.  A 

layer of 32,000 cells/well of irradiated (30 Gy) NIH3T3 fibroblasts was seeded in a 12-well plate. 

Then, 150 cells/well of MCF10A were seeded over the fibroblast layer with their convenƟonal 
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medium and the cells were leŌ in the incubator for 5 days. AŌer 5 days, the medium was 

removed, washed twice with PBS and the colonies were fixed with ice-cold 100% methanol for 

15 minutes. Wright's soluƟon (RAL diagnosƟcs 320400-0125) was then added for 2 minutes to 

stain the colonies. Finally, the plates were washed several Ɵmes with water, dried and the 

colonies counted under the microscope. 

MigraƟon assay 

The cells were seeded at high confluence, 50,000 cells/100μL of medium, per well in a 96-well 

Incucyte®Imagelock plate (Sartorius) leŌ overnight. The following day, aŌer PBS washing, the 

cells are treated with Mitomycin C from Streptomyces caespitosus (Merck Sigma, #M0503) at 

a final concentraƟon of 5μg/mL for 2h at 37°C to prevent cellular division. AŌer PBS washing, 

a wound was performed using Incucyte® 96-Well Woundmaker Tool (Sartorius). Detached cells 

were washed cells with PBS and 100μL of complete medium was added to the wounded wells. 

Finally, the plate is leŌ in the Incucyte® Live-Cell Analysis System (Sartorius) at 37°C with 

photos being taken every 2 hours for 3 days. We use the Incucyte® Scratch Wound analysis 

soŌware module to obtain the wound width on each image and ploƩed the wound width 

versus Ɵme curve for each condiƟon.   

Invasion assay 

For this assay, a 96-well Incucyte®Imagelock plate (Sartorius) was coated with 50 µL/well of 

phenol red-free Matrigel (Corning, #356231) at 100μg/mL (diluƟon in complete medium). The 

cells were then seeded at high confluence, 50,000 cells/100μL of medium, per well overnight. 

The following day, aŌer PBS washing, the cells are treated with Mitomycin C from 

Streptomyces caespitosus (Merck Sigma, #M0503) at a final concentraƟon of 5μg/mL for 2h at 

37°C to prevent cellular division. AŌer PBS washing, a wound was performed using Incucyte® 

96-Well Woundmaker Tool (Sartorius). Detached cells were washed cells with PBS and 50μL of 

Matrigel at 1/30 diluƟon with complete medium was added to the wounded wells and 

incubated at 37°C for one hour. Subsequently, 50µL of liquid complete medium was added on 

top of the matrigel. Finally, the plate is leŌ in the Incucyte® Live-Cell Analysis System (Sartorius) 

at 37°C with photos being taken every 2 hours for 3 days. We use the Incucyte® Scratch Wound 

analysis soŌware module to obtain the wound width on each image and ploƩed the wound 

width versus Ɵme curve for each condiƟon.   

Clone formaƟon in SoŌ-agar 
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To analyse the transformaƟon of MCF10A cells, a mixture of 1.5% low melƟng temperature 

agarose (Lonza) and 2X complete medium was added to the boƩom of a 12-well plate. AŌer 

polymerisaƟon at room temperature, a top layer containing 0.9% agarose mixed with 2X 

complete medium and with 30 000 cells was added. To prevent the agar from drying, PBS was 

added between the wells. Cells were counted manually aŌer 4 weeks. 

Acini assay 

For the acini assay, we started by coaƟng a specific 8-wells plate (IBIDI µ-slide 8 Well Glass 

Bottom 80827) with 150µL of pure Matrigel (Corning #356231). While the Matrigel solidified, 

the cells were seeded on top of the pure matrigel, at low concentraƟon (3500 cells/well) in a 

mixture of complete medium with 4% Matrigel. The formaƟon of acini takes approximately 15 

days during which the medium is changed every 3-4 days. After washing with cold PBS, fixation 

is carried out for 20 min in 4% paraformaldehyde at room temperature (RT). After this step, 

Triton 100X 0.5% is used for permeabilization for 30 minutes. Then, 3 PBS-Glycine washes 

were performed and PBS 3% BSA added for saturation for 1h at RT. For staining, acini were 

incubated for 1h at RT with 1:100 Rhodamine phalloidin (Invitrogen R415) and 1:10 000 Sytox 

Deep Red 647 (Invitrogen S11380). Final washes with PBS were carried out and then acini were 

preserved in PBS at 4°C before taking images using the confocal microscope. 7 Z-STACK images 

were taken in different fields from the well with the 20X objective. Acini area and roundness 

were calculated using the ImageJ software.  

Reverse TranscripƟon- quanƟtaƟve Polymerase Chain ReacƟon (RTqPCR) 

MCF10A cells were seeded in 6-well plates to reach 80% confluency aŌer 3 days of treatments. 

AŌer treatment, the supernatant was removed and 500 µL of Tri Reagent was added directly 

to the wells. The Direct-Zol RNA Microprep, OZYME extracƟon kit was used for RNA extracƟon 

and purificaƟon. Subsequently, the RNA concentraƟon was measured with a Nanodrop 

spectrophotometer using the 260nm absorbance and RNA purity was measured using the 

A260/A280 and A260/A230 raƟos. cDNA synthesis was performed using the PrimeScript™ RT 

Reagent Kit (TAKARA) following manufacturer’s instrucƟons. A control tube without the 

Reverse Transcriptase enzyme was made to check for DNA contaminaƟon. Real-Ɵme PCR were 

performed using specific primer pairs with the TB Green® Premix Ex Taq™ kit (TAKARA) on a 

LC480 thermocycler (Roche). 

Summary table of primers used for quanƟtaƟve Polymerase Chain ReacƟon (RTqPCR): 
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Gene name Primers sequences 

ERα 
TTACTGACCAACCTGGCAGA 

ATCATGGAGGGTCAAATCCA 

GPER 
GCTTGTCCCTGAAGGTCTCC 

TCCCTGCAAGCAGTCTTTCC 

SMAD6 
CTGCAACCCCTACCACTTCA 

AGAATTCACCCGGAGCAGT 

ID1 
GGTGCGCTGTCTGTCTGAG 

TGTCGTAGAGCAGCACGTTT 

ID2 
TATTGTCAGCCTGCATCACC 

AATTCAGAAGCCTGCAAGGA 

ID3 
AAATCCTACAGCGCGTCATC 

AAGCTCCTTTTGTCGTTGGA 

 

Immunobloƫng 

MCF10A cells were harvested from 6-wells plates and centrifugated to make dry pellets which 

can be stored at -20°C.  AŌer that, the cells are lysed by incubaƟon with lysis buffer (0.5M NaF, 

200mM Na3VO4, 200mM β-glycerophosphate, protease inhibitor cocktail and RIPA Buffer) 

with shaking for 20 minutes. Then the pellets are centrifuged for 15 minutes at 12,000 rpm at 

4°C to remove cellular debris and to recover the supernatant containing the proteins. Cell 

lysates can be measured by preparing a standard range with known concentraƟons of BSA in 

Coomassie Blue. AŌer this step, the samples are prepared for loading by adding 15 µg of 

protein lysate with Laemmli buffer (0.05M Tris pH 6.8, 5% Glycerol, 2% SDS, 2.5% β-

mercaptoethanol, 1mg/mL Bromophenol Blue) and heaƟng for 5 minutes at 95°C, with 

excepƟon for GPER detecƟon samples that were heated 30 minutes at 37°C. Proteins from 

lysed cells were separated by migraƟon on a 10% SDS polyacrylamide gel in running buffer 

(25mM Tris, 192mM Glycine, 0,5% SDS). The proteins were then transferred to a PVDF 

membrane in Transfer Buffer (Trans-Blot TurboTM Biorad kit) with a semi-liquid transfer 

device. AŌer one hour of blocking in TBST (10mM Tris, pH8, 150mM NaCl, 0.1% tween 20) with 

5% BSA or milk, the membranes were incubated at 4°C overnight with a primary anƟbody. The 

membranes were then washed five Ɵmes with TBST for 5 minutes and incubated with a 

peroxidase-conjugated goat anƟ-mouse or anƟ-rabbit anƟbody for 1 hour at room 
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temperature. AŌer anƟbody incubaƟon, the membranes were re-washed with TBST six Ɵmes 

for 5 minutes. ECL reagent (BioRad) was used for signal detecƟon and quanƟficaƟon was 

performed in a BioRad Chemidoc. 

AnƟbodies used for Western Blot: 

Targeted protein Host species DiluƟon Reference Manufacturer 

GPER Rabbit 1:500 in 5% BSA NLS4290 Novus Biological 

BMPR1b Mouse 1:300 in 5% BSA AB78417 Abcam 

P-SMAD 1/5 Rabbit 1:500 in 5% BSA #13820 Cell Signaling 

SMAD 1/5/8 Rabbit 1:500 in 5% BSA sc-6031-r Santa Cruz 

P-ERK 1/2 Rabbit 1:1000 in 5% BSA 4370S Cell Signaling 

ERK Rabbit 1:1000 in 5% Lait 4695S Cell Signaling 

P-P38 Mouse 1:1000 in 5% BSA 612288 BD Biosciences 

P38 Mouse 1:1000 in 5% Lait 612168 BD Biosciences 

SRC Rabbit 1:1000 in 5% BSA #2109 Cell Signaling 

GAPDH Mouse 1:50 000 in 5% 

BSA 

600004-1 Proteintech 

 

Co-immunoprecipitaƟon 

Cells seeded in a 10cm dish for 3 days and then washed twice with cold PBS. To lyse the cells, 

500µL of specific lysis buffer without SDS (0.5M NaF, 200mM Na3VO4, 200mM β-

glycerophosphate, protease and phosphatase inhibitor cocktail and RIPA Buffer without SDS) 

was added to the cells and incubated for 20 minutes at 4°C with agitaƟon. Cells were harvested 

and centrifugated for 15 minutes at 12,000 rpm at 4°C in order to remove cellular debris and 

to recover the supernatant containing the proteins. Cell lysates can be measured by preparing 

a standard range with known concentraƟons of BSA in Coomassie Blue. For 

immunoprecipitaƟon we used 1 mg/mL of protein which were incubated overnight at 4°C with 

5µg/mL of anƟbodies. On the following day, magneƟc beads (Thermofisher #88802) were pre-

washed with Tris Saline Buffer with 0,05% Tween. 12.5 µL of beads were added for 2 hours at 

4°C to the protein lysates in order to extract the anƟbodies aƩached to our proteins of interest 

with the use of a magnet. The anƟbody coupled-beads were washed once again with Tris Saline 

Buffer before adding Leammli 1X (0.05M Tris pH 6.8, 5% Glycerol, 2% SDS, 2.5% β-

mercaptoethanol, 1mg/mL Bromophenol Blue). The samples were then heated for 30 minutes 
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at 37°C. AŌer obtaining the immunoprecipitaƟon samples, classic immunobloƫng is 

performed in order to detect the presence of the endogenous protein interacƟng with the 

protein that we have specifically immunoprecipitated (see immunobloƫng protocol). The only 

specificity of this protocol is that we used HRP G proteins (Invitrogen P21041) as secondary 

anƟbodies in order to limit the nonspecific signals induced by the anƟbodies during 

immunoprecipitaƟon. 

Proximity LigaƟon assay 

For this assay we used Kits from Sigma (DUO92002 + DUO92004 + DUO92007). Cells were 

grown on coverslips in 12-well plates and then fixed in ice-cold methanol for 5 min, before 

being washed twice in 1X PBS. The cells were iniƟally saturated using the blocking soluƟon 

from the PLA kit, for 30 minutes at 37°C in a humid room, then pairs of primary anƟbodies 

(GPER 1:300 and BMPR1b 1:200) were added and incubated for 1 hour at 37°C. AŌer a first 

rapid wash and a second of 5 min with agitaƟon with buffer A, from the PLA kit, the PLA minus 

and plus probes containing the secondary anƟbodies conjugated to complementary 

oligonucleoƟdes were added and incubated for 1 h at 37°C. AŌer a quick wash and a second 

5-minute shaking with buffer A, a ligaƟon cocktail was added for 30 minutes at 37°C and 

washed twice as described above. Then, a rolling circle amplificaƟon (RCA) reacƟon was 

carried out for 1h40 at 37°C. The amplificaƟon soluƟon contained fluorescently labeled 

oligonucleoƟdes, which hybridized to the RCA product. AŌer hybridizaƟon, samples were 

washed twice for 10 min with buffer B, then mounted with Duolink II mounƟng medium 

containing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and visualized with a fluorescence 

microscope. 

Kinome analysis  

MCF10A cells were seeded in 6-wells plate, so as to have two wells per condiƟon at 50% of 

confluency aŌer 3 days. Then cells were washed with cold PBS and lysed directly in the wells 

with 100µL of specific lysis Buffer (M-PER Mammalian Protein ExtracƟon Reagent #78503 + 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 100X #78420 + Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free 100X 

#87785 from Thermofisher). The boƩoms of the wells were scraped to remove the cells and 

centrifuge them for 20 minutes at 12,000 rpm at 4°C. The supernatant containing proteins was 

recovered and frozen at -80°C. For the kinome assay, the samples were prepared thanks to 

PamGene kit (PTK Reagent Kit 32112.5 and STK Reagent Kit 32201.3) and run on a PAMSTATION 

apparatus. Results were processed  
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RNA-seq 

RNA from long-term exposed cells were extracted following the RNeasy Kit protocol (Qiagen) 

and then used to construct the mRNA library. RNA-seq sequencing analysis was performed 

according to the llumina NovaSeq 6000 sequencing plaƞorm. The results were filtered and 

trimmed by quality, mapped to the reference genome (GRCh38/hg38) through the Rsubread 

library, and finally, gene expression was quanƟfied. The differenƟal expression (DEGs) analysis 

was applied for comparison between samples and to evaluate the effect of the variable(s) of 

interest. 
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Supplementary Figure 1. Cells were seeded in 6-well plates and treated for 3 days with 10 ng/mL 
BMP2 (B2) and/or 50 nM bisphenol A (BPA), bisphenol S (BPS), or estradiol (E2). (A) Percentage of 
viability of the MCF10A cell line under each condiƟon. This percentage is calculated automaƟcally 
by the cell counter from the raƟo of the number of live cells to the number of total cells. Data are 
represented as mean +/- S.D, n=14. (B) ProliferaƟon factor of the MCF10A line under each condiƟon. 
Data are represented as mean +/- S.D, n=15. (C) Curve obtained aŌer migraƟon tests, represenƟng 
raƟo on wound width at 0h versus Ɵme, n=10. (D) ValidaƟon of shGPER with RT-qPCR and western 
blot quanƟficaƟon (n=3).   

Supplementary Figure 1 
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Supplementary Figure 2. (A) RT-qPCR quanƟficaƟon of target genes of BMP pathway, n=7. (B) 
Western Blot quanƟficaƟon of SMAD phosphorylaƟon on MCF10A cells with increasing incubaƟon 
Ɵme of BMP2 treatment. BMP2 concentraƟon 10 ng/mL.   

Supplementary Figure 2 
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Supplementary Figure 3. RepresentaƟve confocal microscopy images of acini of chronically 
exposed MCF10A cells. In red acƟn stained with phalloidin rhodamine and in blue nuclei stained 
with Sytox deep red.  

Supplementary Figure 3 
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Supplementary Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) plots of the transcriptome of MCF10A 
cells kept 

In culture with the indicated treatments for 20 weeks. UT: untreated, B2: BMP2. 

Supplementary Figure 4 
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Supplementary Figure 5. (A) GSEA analysis of the transcriptome of MCF10A cells treated for 20 weeks by the 
indicated combinaƟons compared to untreated cells (UT). The geneset used represents genes overepressed in the 
BMP2-IL6 condiƟon compared to UT (untreated) belonging to the « homophilic cell adhesion mediated by plasma 
membrane adhesion molecules » GO term idenƟfied in Fig. XC. (B) Gene Ontology analysis of DEGs downregulated 
in the indicated 20 weeks treatments compared to untreated cells. Shown are the Cellular Compartment (CC) GO 
terms significantly enriched (FDR<0,05) in at least one condiƟon, no GO terms belonging to the MF and BP 
categories were found. The enrichment is represented on the x-axis, the number of DEGs belonging to the GO 
term by the circle size ond the -log10 of the FDR by its color. (C) RNA-seq expression profil of other protocadherin 
genes showing a different regulaƟon paƩern by the indicated treatments than the protocadherin genes idenƟfied 
in Figure XD. 
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CeƩe parƟe est une discussion plus exhausƟve des résultats de mon projet et de ses 

perspecƟves que celle développée dans le manuscrit pour publicaƟon. 

 

Les études in vitro sur les bisphénols sont généralement focalisées sur leur éventuel 

effet aggravant sur le phénotype de lignées déjà transformées, dans ce contexte il m’a semblé 

intéressant d’étudier les premières étapes de dérégulaƟons pouvant survenir dans un modèle 

de cellules non transformées. Comme je l’ai évoqué dans l’introducƟon, les cellules souches 

semblent être des cibles clés de l’iniƟaƟon tumorale et leurs caractérisƟques parƟculières 

renforcent l’intérêt d’étudier l’impact de perturbateurs endocrinien tels que les bisphénols sur 

ces cellules. En parƟculier, mon travail montre que l’évaluaƟon des risques associés aux 

bisphénols nécessite la prise en compte des coopéraƟons possibles avec d’autres voies de 

signalisaƟon. En effet, j’ai mis en évidence des effets démulƟpliés et différents de l’E2, du BPA 

et du BPS en présence de BMP2 ou de BMP2 et d’IL-6. J’ai également mis en lumière un 

nouveau mode de dialogue entre les signalisaƟons des BMP et des œstrogènes dans les 

cellules souches mammaires médié par les récepteurs BMPR1b et GPER. Ces données éclairent 

d’un jour nouveau l’intégraƟon de la signalisaƟon œstrogénique et d’autres voies de 

signalisaƟon importantes pour les cellules souches mammaires ainsi que les impacts 

complexes de xénobioƟques œstrogéno-miméƟques sur ces mécanismes cellulaires.  

 

Les bisphénols ont été décrits comme des perturbateurs endocriniens agissant en tant 

qu’œstrogéno-miméƟques. Malgré de nombreux arƟcles suggérant l’implicaƟon des 

bisphénols dans la tumorigenèse, ils ne sont pas classifiés comme des substances 

cancérogènes par les instances de santé telles que le CIRC (Centre InternaƟonal de Recherche 

sur le Cancer) ou encore l’ANSES (Agence naƟonale de sécurité sanitaire de l’alimentaƟon, de 

l’environnement et du travail). Pourtant, la quesƟon de la réelle innocuité des bisphénols reste 

ouverte, en parƟculier dans le contexte de cancers hormono-dépendants tels que certains 

cancers du sein dans lesquelles les œstrogènes parƟcipent au développement tumoral. En 

effet, l’ANSES reconnait certains effets cancérogènes dits avérés chez l’animal au niveau de la 

glande mammaire mais ces effets sont indiqués comme ne pouvant être extrapolés à l’Homme 

en raison des différences physiologiques entre les espèces (Anses, 2011). De plus, aucune 

étude épidémiologique réalisé chez l’Homme ne permet d’établir un lien clair entre 
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l’exposiƟon au BPA et le développement de cancers du sein (G. Liu et al., 2021) (Fauconnier et 

al., 2023). L’interdicƟon du BPA dans certains produits de consommaƟon a conduit à son 

remplacement par des bisphénols alternaƟfs tels que le BPS pour lesquelles les données 

objecƟves de dangerosité sont encore plus limitées que pour le BPA. Dans ce contexte, il 

semble nécessaire d’approfondir nos connaissances sur l’impact des bisphénols sur des 

modèles aussi proches que possible des cellules les plus à risques lors d’une exposiƟon 

chronique aux bisphénols et en tentant d’approcher la complexité des signalisaƟons mises en 

jeu.  

J’ai uƟlisé le modèle de la lignée MCF10A pour étudier l’impact des exposiƟons aux 

bisphénols sur des cellules humaines non transformées ayant un phénotype de cellules 

souches et de progéniteurs immatures. Comme évoqué dans l’introducƟon, les cellules à 

longue durée de vie pourraient être des cibles importantes d’éventuels mécanismes de 

transformaƟons médiés par les œstrogéno-miméƟques. Nous savons que les cellules souches 

adultes n’expriment pas le récepteur classique ERα (Taurin & Alkhalifa, 2020c). Cependant il a 

été démontré qu’elles étaient sensibles aux signaux œstrogéniques et que le récepteur GPER 

était essenƟel à la survie des cellules souches mammaires cancéreuses (Henderson & 

Feigelson, 2000); (Chan et al., 2020). J’ai démontré que la lignée MCF10A avait un profil 

d’expression des récepteurs aux œstrogènes similaire à ce qui est décrit pour les cellules 

souches mammaires adultes. En effet, elles n’expriment ni ERα ni ERβ mais elles expriment 

bien GPER. De plus, il a déjà été décrit que les bisphénols peuvent induire des signalisaƟons 

via GPER (Khan et al., 2021) (Deng et al., 2018). En démontrant l’expression protéique de GPER 

dans la lignée MCF10A, j’ai également mis en lumière l’acƟon du BMP2 qui est capable 

d’augmenter ceƩe expression. Des régulaƟons croisées entre les récepteurs aux œstrogènes 

et les BMP ont déjà été décrites dans la liƩérature. Par exemple, l’acƟvité de ERα induit 

l’expression de BMP2 (Su et al., 2007). Inversement, BMP2 promeut l’expression de certaines 

isoformes d’ERα comme ERα36 dans des lignées de cancers du sein (D. Wang et al., 2012). 

Cependant, ici il s’agit de la première descripƟon que BMP2 est capable de favoriser 

l’expression de GPER dans des cellules mammaires. Toutefois, les bisphénols ne modulent pas 

ceƩe expression.  

En termes d’impacts au niveau foncƟonnel de l’exposiƟon aux bisphénols, j’ai 

démontré que le BPS, mais pas le BPA ou l’E2, était capable d’augmenter le nombre de cellules 

formant des mammosphères lorsqu’il était combiné avec le BMP2. Cela suggère que la 

combinaison BPS/BMP2 augmente le nombre de cellules souches capable de proliférer ou 
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favorise leur survie ou mainƟent dans cet état. Il est à ce stade difficile d’extrapoler l’effet à 

long-terme sur le pool de cellules souches mammaires chez la femme. Il faudrait pour cela 

disƟnguer une amélioraƟon des capacités d’auto-renouvellement des cellules souches d’une 

mobilisaƟon augmentée qui pourrait au contraire conduire à leur épuisement plus rapide. Pour 

cela des tests de mammosphères en série permeƩraient de déterminer si la capacité de 

formaƟon des sphères se mainƟent voire augmente dans le temps ou au contraire décroit. 

Quoiqu’il en soit, ce résultat mais en exergue le fait que le BPS peut avoir des effets différents 

du BPA et de l’E2 malgré des similarités structurelles importantes et l’implicaƟon probable du 

même récepteur aux œstrogènes. Il met également en évidence que certains effets induits par 

les bisphénols peuvent être observés uniquement en conjoncƟon avec d’autres voies de 

signalisaƟon cellulaire pouvant induire des effets uniques via des coopéraƟons, comme ici avec 

le BMP2. En revanche, le BPS n’impacte pas le nombre de progéniteurs capables de former 

des colonies épithéliales mammaires, qu’il soit combiné au BMP2 ou non. Ceci suggère que 

BMP2 et BPS coopèrent pour promouvoir un phénotype immature dans les cellules MCF10A 

sans affecter leur différenciaƟon. Parmi les tests foncƟonnels effectués j’ai également évalué 

l’effet de l’exposiƟon des cellules sur leurs capacités de migraƟon et d’invasion. Ces résultats 

ont montré que le BMP2 augmentait la capacité invasive des cellules. Une précédente étude 

réalisée en laboratoire a montré qu’une exposiƟon chronique à BMP2 des cellules MCF10A 

conduisait à une transformaƟon cellulaire en présence d’IL6. Cela semble assez cohérent avec 

le fait que BMP2 puisse induire un phénotype plus invasif dans les cellules, souvent associé à 

des caractérisƟques de cellules transformées. Enfin, l’effet le plus puissant a été observé 

lorsque BMP2 était combinée à E2, également connu pour favoriser la carcinogenèse du sein 

(Henderson et Feigelson, 2000). Ce résultat souligne encore un effet coopéraƟf spécifique 

entre les œstrogènes et le BMP2. J’ai ensuite voulu déterminer par quel récepteur les 

bisphénols et l’E2 pouvaient transmeƩre leur signal dans les cellules MCF10A.  

 

Sachant que les cellules MCF10A expriment GPER, j’ai émis l’hypothèse que 

l’augmentaƟon du nombre de cellules formant des mammosphères dans la condiƟon BMP2/ 

BPS dépendait de l’acƟvaƟon de GPER par le BPS. J’ai mis en œuvre différentes approches 

expérimentales pour tester ceƩe hypothèse. L’uƟlisaƟon de l’antagoniste sélecƟf de GPER G-

15 a suggéré que l’effet synergique du BPS avec le BMP2 nécessitait l’acƟvaƟon de GPER. Pour 

s’affranchir d’éventuels effets aspécifiques du G-15, j’ai essayé d’uƟliser dans un premier temps 

des siRNA ciblant GPER. Cependant, toutes les méthodes de transfecƟon testées empêchaient 
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la formaƟon correcte de sphères, indépendamment de la spécificité du siRNA transfecté. Dans 

un second temps, j’ai donc développé un shRNA dirigé contre GPER inducƟble par la 

doxycycline. Toutefois, je ne suis parvenu à aƩeindre qu’une répression de l’expression de la 

protéine GPER de 40% maximum après de nombreuses adaptaƟons ce qui n’est reste modeste. 

J’ai tout de même constaté une diminuƟon significaƟve du nombre de sphères par rapport au 

shRNA contrôle. CeƩe diminuƟon a eu lieu dans toutes les condiƟons de traitement 

contrairement aux résultats obtenus avec G-15. Cela suggère que le niveau de protéine GPER 

est limitant pour le mainƟen des cellules formant des mammosphères dans les MCF10A mais 

que le niveau de réducƟon aƩeint de lors de ceƩe approche par shRNA reste suffisant pour 

transmeƩre le signal du BPS. Dans tous les cas, ce résultat va dans le sens que l’effet observé 

en test de mammosphères est dépendant de GPER. Pour trancher sur la nécessité de 

l’expression de GPER pour la synergie BPS/BMP2, un knock-out complet de GPER avec la 

technique CRISPR/CAS9 est en cours d’élaboraƟon. Dans ce contexte, il est important de 

menƟonner ici l’existence potenƟelle d’autres récepteurs moins connus qui sont les 

« estrogens-related receptors ». Ces récepteurs sont considérés comme des récepteurs 

orphelins mais il a été décrit que le BPA et le BPS pouvait se lier à ERRα. Par exemple, il a été 

montré que le BPA pouvait améliorer les capacités souches des cellules souches neurales via 

les signalisaƟons de ERRα et TGF-β (P. Dong et al., 2022). Cela est intéressant car on peut 

supposer que ERRα pourrait aussi parƟciper aux effets observés sur l’augmentaƟon de la 

fréquence des cellules capables de former des mammosphères avec les cellules MCF10A. Dans 

un autre arƟcle, il est menƟonné que l’acƟvaƟon de ERRα via le BPS peut favoriser la migraƟon 

et l’invasion de cellules cancéreuses de tumeur médullosurrénale (Jia et al., 2018). Il a donc 

été démontré, que ERRα acƟvé par les bisphénols pourrait aussi jouer un rôle dans le 

développement tumoral. Cependant, concernant les cellules mammaires je n’ai trouvé aucun 

arƟcle faisant référence à un impact induit par les bisphénols sur ERRα bien qu’il pourrait être 

impliqué dans le mainƟen des bCSC (Muduli et al., 2023). A parƟr de nos données de RNA-seq, 

seul le récepteur ERRα semble être exprimé dans les MCF10A, il sera donc important de 

déterminer si ERRα pourrait parƟciper avec GPER à la signalisaƟon des bisphénols dans mon 

modèle (Figure 25). 
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Figure 25. Résultats de RNA-seq montrant le profil d’expression transcriptomique des gènes ESRRA, 

ESRRB et ESRRG dans la lignée MCF10A.  

Ces gènes codent respecƟvement pour les récepteurs ERRα, ERR et ERRγ (n=3).  

Ces tests foncƟonnels m’ont permis de constater que les effets les plus importants 

étaient observés dans des condiƟons de combinaison de traitements entre le BMP2 et les 

œstrogènes ou œstrogéno-miméƟques. Pour tenter d’expliquer ces mécanismes au niveau 

moléculaire, j’ai montré que GPER pourrait être impliqué dans ces effets. Pour le BMP2, l’arƟcle 

de Chapelier et al. suggère que c’est le récepteur BMPR1b qui médie l’effet de BMP2. Cela était 

compaƟble avec une interacƟon physique entre GPER et BMPR1b. Par la technique de PLA j’ai 

pu constater que les deux protéines sont étroitement co-localisées (<40nm). Cela est supporté 

par des approches de co-immunoprécipitaƟon des protéines endogènes qui ont mis en 

évidence la présence de GPER dans les complexes protéiques associés à BMPR1b. Cependant, 

il n’a pas été possible de valider l’approche inverse, à savoir la co-immuprécipitaƟon de 

BMPR1b avec GPER. Cela consƟtue une limite de mon étude qui nécessite davantage 

d’opƟmisaƟons au niveau de l’immunoprécipitaƟon de GPER, l’anƟcorps dont je disposais 

semblant peu efficace. Cependant, ces résultats révèlent pour la première fois que GPER 

pourrait interagir physiquement avec BMPR1b au sein des cellules MCF10A. Dans la liƩérature, 

il a déjà été démontré que des interacƟons physiques entre des membres de la voie des BMP 

et celle des œstrogènes pouvaient exister. Par exemple, il a été montré que ERα66 et SMAD1 

ou SMAD4 pouvaient interagir dans des lignées de cancers du sein induisant des régulaƟons 

spécifiques de ces voies (Yamamoto et al., 2002) (Wu et al., 2003). Nous pouvons donc 

suggérer que la formaƟon d’un complexe BMPR1b et GPER permeƩrait d’induire une 
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signalisaƟon spécifique uniquement lorsque les deux récepteurs sont acƟvés par leur ligand 

respecƟf. Ce signal se traduirait alors par des effets foncƟonnels tels que l’augmentaƟon de la 

fréquence des cellules formant des mammosphères.  

L’analyse de l’acƟvaƟon de voies de signalisaƟons classiques en aval des récepteurs 

BMPR1b et GPER ont permis de comprendre que ceƩe coopéraƟon ne semblait pas impacter 

les voies de signalisaƟon les plus connues. Il est difficile d’effectuer une mesure exhausƟve de 

l’acƟvité des voies en aval de ces récepteurs avec des approches expérimentales classiques 

comme des Western Blot ou des RT-qPCR. C’est pour cela que par la suite, j’ai choisi de meƩre 

en œuvre des approches à grande échelle permeƩant d’analyser un nombre beaucoup plus 

important de cibles en même temps. Nous avons choisi de réaliser un kinome permeƩant 

d’analyser l’acƟvaƟon ou l’inhibiƟon de kinases et donc de chercher quelles voies de 

signalisaƟon seraient spécifiquement perturbées par les exposiƟons aux bisphénols, en 

combinaison ou non avec BMP2. Ce kinome a d’abord été réalisé sur des cellules MCF10A 

traitées à court terme comme lors des expériences précédentes. Ces résultats ont permis de 

montrer que plusieurs facteurs de la voie NF-κB, comme les protéines IKKα/β, CK2 et MSK1 

semblaient être spécifiquement suracƟvées par la combinaison de traitements BMP2+BPS 

(Figure 26A). Pour confirmer ces résultats par une approche indépendante, j’ai tenté de meƩre 

en évidence par immunofluorescence la translocaƟon nucléaire du complexe RelA/p50 et donc 

l’acƟvaƟon de la voie canonique NF-κB. Cependant, les résultats obtenus ont été négaƟfs 

malgré un contrôle posiƟf (exposiƟon au TFN) donnant le résultats aƩendu (Figure 26B). 

Sachant qu’il existe des voies non canoniques qui n’impliquent pas la translocaƟon nucléaire 

de ce complexe RelA/p50 et qui peuvent aussi être acƟvé par IKKα, j’ai voulu meƩre en 

évidence par western-blot la phosphorylaƟon des protéines IKK après traitement au BMP2 et 

au BPS (Figure 26C) (S.-C. Sun, 2011). Cependant, dans ce cas également je n’ai pas pu 

confirmer les résultats obtenus avec le kinome malgré l’effet aƩendu du TNF. Il reste 

envisageable que l’acƟvaƟon des kinases IKK passe par la phosphorylaƟon de résidus différents 

de ceux détectés par les anƟcorps que j’ai uƟlisés et que les conséquences en aval de ceƩe 

acƟvaƟon soient différentes de celles classiquement décrites lors de l’acƟvaƟon des kinases 

IKK par d’autres signaux que la combinaison BPS/BMP2. 
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Figure 26.  Résultats concernant l’acƟvaƟon de la voie NF-kB par l’exposiƟon au BMP2/BPS.  

(A) Heatmap montrant le score staƟsƟque (équivalent au log2 du « fold change ») des kinases indiquées 

(en ligne) dans les cellules MCF10A soumises pendant 3 jours aux traitements indiqués (en colonnes) 

par rapport aux cellules non traitées. (B) DétecƟon de la localisaƟon intra-cellulaire de RelA/p50 par 

immunofluorescence après traitement par BMP2+BPS de cellules MCF10A pendant les temps indiqués. 

(C) Résultat du Western-blot montrant les niveaux protéiques de IKKα/β phosphorylé sous le traitement 

cinéƟque avec BMP2+BPS. Le TNF-α est uƟlisé comme contrôle posiƟf pour l'acƟvaƟon de la voie NF- 

κB ou pour la phosphorylaƟon des kinases IKK, il est ajouté pendant 30 min à 100 µg/mL.  

 

Les résultats discutés jusqu’ici ont été obtenus après des exposiƟons à court-terme de 

quelques jours. L’idenƟficaƟon d’interacƟons physiques et foncƟonnelles entre GPER et 

BMPR1b médiant des effets différenƟels entre BPA, BPS et E2 en conjoncƟon avec BMP2 m’a 

poussé à réaliser des traitements chroniques. J’ai donc exposé pendant 20 semaines les 
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cellules MCF10A avec les combinaisons précédentes afin de déterminer si les effets idenƟfiés 

se maintenaient dans le temps et si d’autres pouvaient apparaître avec ces exposiƟons 

longues. Nous savons que les dérégulaƟons liées aux exposiƟons aux bisphénols résultent 

d’une exposiƟon chronique puisque nous sommes quoƟdiennement en contact avec ces 

perturbateurs endocrinien. Les résultats obtenus après exposiƟons chroniques pendant 20 

semaines semblent maintenir l’augmentaƟon de la fréquence des cellules formant des 

mammosphères dans la condiƟon BMP2/BPS. Cependant, cet effet est observé plus 

faiblement qu’à court terme et on ne retrouve pas de synergie dans les expériences 

d’invasions. Une hypothèse serait que les effets induits par les traitements ne seraient pas 

forcément stables même après 20 semaines d’exposiƟon, qui reste malgré tout un temps court 

sachant que nous sommes exposés toute notre vie. En effet, pendant les essais à long termes 

j’ai reƟré les traitements afin d’analyser s’il y avait des perturbaƟons acquises durablement par 

les cellules exposées chroniquement. Alors que pendant les tests à court termes les 

traitements étaient maintenus pendant les essais.  

Pour les exposiƟons à long terme, j’ai également décidé d’ajouter des condiƟons 

associant des exposiƟons avec l’IL6 puisque les modèles de transformaƟons précoces des 

MCF10A publiés par l’équipe ont été obtenus après exposiƟon au BMP2 et à l’IL6 (Guyot et al., 

2023). Ces condiƟons avaient pour but d’observer si les bisphénols pouvaient également 

favoriser l’émergence d’une transformaƟon précoce par rapport à une exposiƟon au BMP2 et 

à l’IL6 sans bisphénols. Néanmoins, j’ai eu des difficultés à obtenir des preuves d’iniƟaƟon de 

transformaƟon même dans la condiƟon BMP2/IL6. En effet, j’ai obtenu assez peu de colonies 

en agar mou par rapport à la condiƟons non traitée. Si on se réfère à l’arƟcle évoqué 

précédemment, il était également difficile d’observer une transformaƟon significaƟve des 

cellules avec seulement des tests de colonies en agar mou mais l’iniƟaƟon de transformaƟon 

avait pu être observé via des xénogreffes dans des souris. Il est donc envisagé de réaliser des 

xénogreffes comme avec les MCF10A exposées chroniquement. De plus, dans nos lignées 

chroniques nous avons également apportés une modificaƟon par rapport aux lignées générées 

précédemment dans l’étude, en les culƟvant avec du sérum délipidé. Cela permet de limiter 

les biais liés aux hormones lipophiles présentes naturellement dans le sérum. Toutefois ce 

processus reƟre également des facteurs de croissance, certaines vitamines et certains 

métabolites. Il est donc probable que je ne puisse pas strictement comparer les résultats 

obtenus ici avec ceux obtenus précédemment par l’équipe. Parmi les tests foncƟonnels, j’ai 

également mis en place au laboratoire un test de formaƟon d’acini en matrigel. CeƩe 
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expérience permet d’observer si les exposiƟons perturbent la capacité des cellules à 

s’organiser en 3D afin de former des sphéroïdes possédant une lumière bien définie. En effet, 

un arƟcle avait déjà démontré que l’exposiƟon au BPA ou au BPS pouvaient perturber la 

formaƟon des acini en augmentant leur taille et induisant un envahissement de la lumière par 

les cellules (Atlas & Dimitrova, 2019). Une expérience idenƟque a donc été réalisée mais je n'ai 

pas mis en évidence de différences significaƟves dans la formaƟon des acini. Cependant, 

l’étude menƟonnée a été réalisée sur la lignée MCF12A qui exprime ERα et qui répond donc 

peut-être de manière plus forte aux signaux oestrogéniques.  

J’ai à nouveau réalisé une analyse du kinome et du transcriptome par RNA-seq des 

cellules exposées à long-terme. Les résultats de kinome ont encore une fois montré une 

suracƟvaƟon de kinases impliquées dans la voie NF-κB avec l’acƟvaƟon de IKKα/β, IKKε, 

MAP3K14 (NIK) et RPS6KA4 (MSK2). CeƩe fois-ci, l’acƟvaƟon des kinases était la plus forte dans 

la condiƟon BPS+BMP2/IL6. L’acƟvaƟon spécifique observée à 3 jours dans la condiƟon BMP2 

et BPS semblait être perdue avec le temps par rapport à la condiƟon BPS seul. Une hypothèse, 

serait que la présence d’un contexte inflammatoire induit par l’IL6 favoriserait le mainƟen sur 

la durée des effets spécifiquement induits par la coopéraƟon BMP2 et BPS. Dans la liƩérature, 

la voie NF-κB a souvent été décrite comme pouvant être suracƟvée dans les cancers du sein. Il 

est notamment décrit que l’inflammaƟon via l’IL6 peut induire une boucle de rétroacƟon 

posiƟve IL6/STAT3/NF-κB pouvant conduire à la transformaƟon des cellules MCF10A 

(Iliopoulos et al., 2009). Nous savons que la majorité du microenvironnement mammaire est 

consƟtué d’adipocytes qui régulent de façon paracrine les cellules mammaires en sécrétant 

des facteurs comme l’IL6. Il a été démontré que l'IL6 sécrété par les adipocytes avait une 

acƟvité pro-EMT, et pouvait promouvoir l'auto-renouvellement et la signalisaƟon des cellules 

souches cancéreuses (Wolfson et al., 2015). Comme nous l’avons évoqué dans l’introducƟon, 

les adipocytes mammaires sont également un lieu important de stockage des bisphénols et 

donc ils pourraient représenter à la fois une source d’exposiƟon aux bisphénols et à l’IL6 pour 

les cellules souches mammaires (M. F. Fernandez et al., 2007). De plus, la voie NF-κB serait 

aussi impliquée dans le mainƟen des cellules souches cancéreuses et dans la résistance aux 

thérapies (Khongthong et al., 2019). Un autre arƟcle montre que la suracƟvaƟon de la voie NF-

κB est capable d’induire l’EMT des cellules MCF10A en supprimant l'expression des gènes 

spécifiques épithéliaux comme l’E-cadhérine et la desmoplakine et en induisant l'expression 

de gènes mésenchymateux comme la vimenƟne (Chua et al., 2007).  
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Il est intéressant de constater que plusieurs de ces kinases les plus suracƟvées dans la 

condiƟon BPS+BMP2/IL6 ne sont pas des kinases canoniques de la voie NF-κB, comme IKKε et 

MAP3K14 (appelée aussi NIK). Par exemple, IKKε est décrit comme un membre atypique de la 

famille des IKK, il jouerait un rôle dans l’acƟvaƟon de NF-κB et dans l’immunité en réponse à 

une infecƟon virale ou à une sƟmulaƟon cellulaire. Fait intéressant, IKKε a été décrit comme 

un oncogène dans les cancers du sein et est retrouvé fréquemment surexprimé dans les 

tumeurs mammaires (Boehm et al., 2007). Il est capable de favoriser la proliféraƟon des 

cellules cancéreuses et est impliqué dans la résistance au tamoxifène (Shen & Hahn, 2011). 

Pour ce qui est de la kinase MAP3K14, elle est directement impliquée dans la voie non 

canonique de NF-Κb. Elle phosphoryle IKKα, entrainant la liaison de la sous-unité p52 avec RelB 

puis sa translocaƟon nucléaire (Figure 27). Certaines études ont rapporté que l’acƟvité 

dérégulée de NIK pouvait favoriser la croissance tumorale. Par exemple, un arƟcle démontre 

que l’accumulaƟon aberrante de NIK conduit au recrutement de fibroblastes associés au 

cancer et à l’acƟvaƟon de mécanismes anƟ-apoptoƟques (Hayashi et al., 2023). Un autre 

arƟcle montre que NIK est surexprimé dans les bCSC et qu’il permet la mainƟent et amplifie la 

tumorigénicité des bCSC via les signalisaƟons ERK1/2 et NF-κB. CeƩe étude montre entre 

autres, que l’inhibiƟon spécifique de NIK via l’uƟlisaƟon d’un shRNA diminue le nombre de 

mammosphères formées dans la lignée MCF7 (Vazquez-SanƟllan et al., 2016). A la date de 

ceƩe rédacƟon, je suis en train de tester l’impact d’un inhibiteur de NIK sur la formaƟon des 

sphères suite à l’exposiƟon à la combinaison BPS+BMP2/IL6. De plus, je vais également tester 

la translocaƟon nucléaire de RelB/p52, n’ayant pas pu meƩre en évidence celle de RelA/p50 

lors des traitements à court terme (voir figure 1 de la discussion), ce qui pourrait s’expliquer 

par une acƟvaƟon non-canonique de la voie NF-kB par le BPS. 
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Figure 27. Voies canoniques et non canoniques de la signalisaƟon NF-ΚB.  

La voie canonique est déclenchée par de nombreux signaux, y compris ceux médiés par les récepteurs 

immunitaires innés et adaptaƟfs. Elle implique l'acƟvaƟon du complexe IKK par Tak1, la 

phosphorylaƟon de l'IκBα médiée par l'IKK et sa dégradaƟon ultérieure, entraîne une translocaƟon 

nucléaire rapide et transitoire de l'hétérodimère prototypique NF-κB RelA/p50. La voie NF-κB non 

canonique repose sur la transformaƟon de la p100 induite par la phosphorylaƟon. CeƩe voie dépend 

de NIK et d'IKKα, mais pas du complexe trimérique IKK, et assure la médiaƟon de l'acƟvaƟon persistante 

du complexe RelB/p52. D’après (S.-C. Sun, 2011).  

En plus de ces kinases impliquées dans la voie NF-κB, la suracƟvaƟon la plus importante 

spécifiquement induite par la combinaison BPS+BMP2/IL6 est celle de la kinase DCLK1. Les 

connaissances concernant ceƩe kinase sont encore assez limitées, mais des arƟcles récents 

ont permis d’idenƟfier DCLK1 comme un nouveau biomarqueur des cellules souches 

cancéreuses dans divers cancers comme les cancers du côlon, du pancréas, du rein, du foie, de 

l'estomac, de l'œsophage mais aussi dans les cancers du sein (Lu et al., 2022). En effets, 

plusieurs études ont montré que DCLK1 pouvaient impacter la proliféraƟon et la moƟlité des 

cellules cancéreuses mammaires en régulant par exemple la voie Wnt/β-caténine, certains 

miRNA ou encore la voie ERK/MAPK (Y.-L. Wang et al., 2019) ; (J. Wang et al., 2018) et (H. Liu 

et al., 2019). Une publicaƟon récente relie également DCLK1 à l’acƟvaƟon de la voie NF-kB  via 

celle de la kinase IKK, suggérant à nouveau un rôle central de ceƩe voie dans les effets du 

BPS en présence de BMP2/IL6 (Luo et al., 2023). 
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Concernant l’analyse transcriptomique, le RNA-seq a révélé que l’exposiƟon à long-

terme aux bisphénols ou à l’E2 seuls avait un impact modeste en termes de nombre de gènes 

différenƟellement exprimés. En combinaison avec le BMP2, le BPA induit une dérégulaƟon 

d’un plus grand nombre de gènes que le BPS ou l’E2. Les effets transcriptomiques les plus forts 

sont toutefois retrouvés dans les combinaisons des bisphénols ou de l’E2 avec BMP2/IL6. Il est 

intéressant de noter que sur ces critères transcriptomiques, en présence de BMP2/IL6, le BPS 

semble mimer plus fidèlement l’E2 que ne le fait le BPA. En effet, le BPS dérégule environ 75% 

et le BPA seulement environ 25% des gènes dérégulés par l’E2 (voir Figure X du manuscrit). 

Toutefois, le BPA et le BPS dérégulent spécifiquement un grand nombre de gènes qui ne sont 

pas affectés par l’E2 et qui sont majoritairement disƟncts entre le BPA et le BPS (moins de 20% 

des gènes dérégulés spécifiquement par le BPS par rapport à l’E2 sont également dérégulés 

par le BPA). Une analyse GSEA a permis de révéler que les gènes spécifiquement surexprimés 

dans la condiƟon BMP2, BPS et IL6 étaient enrichis en cibles du facteur E2F ainsi qu’en 

régulateurs de la transiƟon G2/M, donc principalement dans la régulaƟon du cycle cellulaire. 

Bien que nous n’ayons pas observé de réelle différence en termes de proliféraƟon dans nos 

différentes condiƟons, la dérégulaƟon du cycle cellulaire est un facteur courant dans l’iniƟaƟon 

tumorale. Nous pourrions transfecter nos cellules exposées chroniquement avec le système 

FUCCI que nous possédons au laboratoire, et observer s’il y a des perturbaƟons des phases du 

cycle cellulaire. Dans ces groupes nous avons trouvés 3 kinases significaƟvement surexprimées 

uniquement dans la condiƟon BMP2, BPS et IL6. MELK (Maternal embryonic leucine zipper 

kinase) est une kinase impliquée dans divers processus cellulaires tels que la régulaƟon du 

cycle cellulaire, l'auto-renouvellement des cellules souches, l'apoptose et la régulaƟon de 

l'épissage et c’est également une cible du facteur de transcripƟon E2F. Un arƟcle a démontré 

que la protéine MELK est surexprimée dans les cellules progénitrices mammaires et qu’elle 

parƟcipe à la tumorigenèse in vivo dans des modèles de souris (Hebbard et al., 2010). De plus, 

le gène SMC2 code pour une protéine impliquée dans la composiƟon du complexe de 

condensine qui est un complexe nécessaire à la condensaƟon de la chromaƟne lors de la 

mitose. Un arƟcle de 2024, a démontré que la surexpression de protéines de la famille des 

SMC telle que SMC2 pouvait servir de marqueur de mauvais pronosƟque dans les cancers du 

sein. De plus SMC2 est impliqué dans la croissance et la migraƟon des cellules MCF7. (Pei et 

al., 2024). L’analyse par Gene Ontology des résultats de RNA-seq met en evidence la régulaƟon 

différenƟelle de gènes impliqués dans les adhésions homotypiques (adhésion entre elles des 

cellules exprimant les mêmes molécules). En parƟculier on retrouve la cadhérine 11 
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spécifiquement surexprimée et trois protocadhérines spécifiquement sous-exprimées par 

l’effet du BPS en combinaison avec le BMP2 et l’IL6, si on compare aux données obtenues avec 

les combinaisons BMP2/IL6 seul ou avec E2 ou BPA. La perte d’expression de ces 

protocadhérines peut suggérer une augmentaƟon de la moƟlité cellulaire en réduisant leur 

adhésion. Cependant, la cadhérine 11 est une cadhérine parƟculière puisqu’elle est aussi 

appelé OB-cadhérine, c’est-à-dire que c’est une cadhérine exprimée dans les ostéoblastes. De 

plus, elle a été retrouvée surexprimée dans plusieurs lignées de cancers du sein. Elle serait 

impliquée dans le mainƟen du phénotype des bCSC et le potenƟel métastaƟque des cellules 

cancéreuses (J.-H. Chen et al., 2019). On pourrait suggérer que la surexpression de ceƩe 

cadhérine des ostéoblastes par les cellules mammaires pourrait favoriser le « homing » des 

cellules mammaires cancéreuses lors des disséminaƟons métastaƟques dans la moelle 

osseuse, sachant que la moelle osseuse est le site métastaƟque le plus fréquent pour les 

cancers du sein (Clements & Johnson, 2019). De plus en plus de preuves suggèrent que les 

processus de disséminaƟons auraient lieu assez tôt dans les étapes de développement tumoral 

et un arƟcle a démontré que les cellules cancéreuses pouvaient produire des vésicules 

extracellulaires riche en cadhérine 11 et en intégrine α5 permeƩant la formaƟon d'une niche 

pré-métastaƟque facilitant la colonisaƟon dans l’os (X.-Q. Li et al., 2022). Après validaƟon de 

la dérégulaƟon de la cadhérine 11 et des protocadhérines idenƟfiées au niveau protéique, 

nous envisageons de tester une localisaƟon préférenƟelles des cellules exposées à la 

combinaison BPS+BMP2/IL6 au niveau des ostéoblastes dans un modèle de moelle osseuse 

humaine in vitro développé au laboratoire (Voeltzel et al., 2022). Dans le même ordre d’idée, 

en présence de BMP2/IL6, le BPA et le BPS semble spécifiquement acƟver, par rapport à l’E2, 

des gènes impliqués dans la synthèse de l’acide hyaluronique. L’acide hyaluronique est 

fortement surexprimé dans de nombreuses tumeurs, incluant celles du sein, et est un 

marqueur de mauvais pronosƟc. De plus, l’acide hyaluronique provenant des cellules 

tumorales est souvent de bas poids moléculaire et est impliqué dans l’inflammaƟon, la 

croissance tumorale, l’angiogenèse et l’invasion. Au contraire de l’acide hyaluronique de haut 

poids moléculaire qui est considéré anƟ-tumoral (Karalis, 2023). Dans ce contexte, il est 

intéressant de noter que parmi les gènes dérégulés par le BPA ou le BPS, on retrouve aussi 

bien une hyaluronan synthase (HAS3) que des hyaluronidases (CEMIP et HYAL1), ce qui 

pourrait conduire à augmenter la quanƟté d’acide hyaluronique de bas poids moléculaire. 
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PerspecƟves 

 

CollecƟvement, ces analyses suggèrent qu’en présence de BMP2/IL6, le BPS pourrait 

induire, et ce spécifiquement par rapport au BPA et à l’E2, des altéraƟons largement 

considérées comme pro-tumorales. En effet, l’inducƟon d’un phénotype inflammatoire est 

supportée par l’analyse du kinome avec l’acƟvaƟon de nombreuses kinases associées à la voie 

NF-kB. De plus, le BPS induit des modificaƟons de l’expression de plusieurs molécules 

d’adhésion homotypiques, suggérant un potenƟel changement des types cellulaires 

interagissant préférenƟellement avec les cellules exposées, et pouvant modifier les Ɵssus 

cibles lors d’une disséminaƟon. Enfin, en commun avec le BPA, le BPS pourrait altérer la 

composiƟon de la matrice extra-cellulaire via l’accumulaƟon d’acide hyaluronique. Ces 

observaƟons issues d’approches -omics restent descripƟve et nécessiteront d’être confirmées 

par d’autres méthodes et validées en termes d’effets foncƟonnels. Elles permeƩent toutefois 

de proposer l’hypothèse de travail que le BPS, dans un contexte de co-exposiƟon avec 

BMP2/IL6, sans augmenter le processus de transformaƟon per se, pourrait induire un contexte 

favorable à une transformaƟon et/ou à une agressivité plus importante de cellules 

transformées par d’autres événements. Pour tester en parƟe ceƩe hypothèse, il serait 

envisageable d’évaluer l’efficacité de la transformaƟon induite par des événements 

oncogéniques (surexpression d’un oncogènes, agents génotoxiques…) de cellules exposées ou 

non à BPS+BMP2/IL6. 

 Concernant la problémaƟque de l’évaluaƟon des risques liées aux bisphénols, mon 

travail a permis de montrer qu’il était nécessaire de prendre en compte à la fois la complexité 

des types cellulaires ciblés par ces polluants et celle des voies de signalisaƟon acƟvées dans 

ces cellules, dont l’intégraƟon avec celle des œstrogènes peut induire des conséquences 

moléculaires et foncƟonnelles émergentes.  

Ainsi, l’immense majorité des études sur les bisphénols sont focalisées sur leur acƟon 

médiée par le récepteur ER66 dans des lignées cellulaires souvent transformées et exprimant 

ce dernier. Or chez la femme, seule une minorité de cellules mammaires, différenciées dans 

un phénotype luminal et dotée d’une durée de vie réduite, expriment ER66. CeƩe 

focalisaƟon sur un seul récepteur des œstrogènes est illustrée par le remplacement du BPA 

par le BPS qui s’est fait sur la seule base d’une affinité réduite pour ER66. Il n’est pas quesƟon 

ici de remeƩre en cause l’intérêt d’étudier les effets des bisphénols médiés par ER66, dont 
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l’importance dans la biologie des cellules mammaires normales et transformées est 

incontestable. Je pense toutefois qu’il est indispensable de s’intéresser également aux effets 

des bisphénols dans d’autres types cellulaires exprimant d’autres récepteurs aux œstrogènes. 

Mon travail uƟlisant un modèle de cellules souches mammaires en est un exemple. Ce type 

cellulaire à longue durée de vie, le rendant parƟculièrement vulnérable à des exposiƟons 

chroniques, n’exprime par le récepteur ER66 mais le récepteur des œstrogènes GPER 

(Henderson & Feigelson, 2000). Dans ce contexte, j’ai mis en évidence des effets spécifiques 

du BPS, probablement médiés par GPER, qui ne sont pas retrouvés avec l’E2 ou le BPA. Il restera 

nécessaire de réaliser des études dose/réponse pour confirmer une différence qualitaƟve 

entre E2, BPA et BPS. Cela pourrait conduire à moduler la noƟon de composé œstrogéno-

miméƟque dans la mesure ou le BPA et le BPS ont également des effets qui ne sont pas 

retrouvés avec l’E2. Par ailleurs, mon travail montre que dans le modèle cellulaire uƟlisé, les 

effets (en termes de transcriptomique, d’acƟvité des kinases, de fréquence de 

mammosphères) les plus marqués de l’E2 et/ou des bisphénols sont retrouvés en présence 

d’une signalisaƟon BMP2 ou BMP2/IL6. Cela suggère que la compréhension des effets des 

bisphénols dans un type cellulaire donné passe par la prise en compte de l’intégraƟon des 

autres voies de signalisaƟon qui peuvent y être acƟvées. Dans le contexte des cellules souches 

mammaires et de leur transformaƟon, les données du laboratoire montrent que la voie des 

BMP dans un contexte pro-inflammatoire est parƟculièrement perƟnente (Figure 28).  

En conclusion, la mise en évidence de la présence ou de l’absence de risques associés 

aux polluants environnementaux, dont les bisphénols, est une problémaƟque de santé 

publique majeure. La résoudre nécessitera de prendre en compte la complexité des types 

cellulaires exposés, celle des interacƟons avec les autres voies de signalisaƟon cellulaire et 

celle des conséquences foncƟonnelles qui pourrait être subƟles mais toutefois favoriser la 

mise en place d’un environnement favorable à certaines pathologies comme le cancer. 
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Figure 28. Schéma de conclusion représentant une coupe d’un canal de la glande mammaire ainsi 
que son microenvironnement.  
D’après les résultats précédemment obtenus au laboratoire, l’exposiƟon au BPA ou au BPS peuvent 
entrainer une sécréƟon dérégulée de BMP2 par les cellules stromales du microenvironnement 
mammaires (Chapellier et al., 2015). D’après la liƩérature, les adipocytes sont capables de sécréter de 
l’IL6 pouvant avoir une acƟvité pro-tumorale et représentent aussi un lieu de stockage des bisphénols 
(Wolfson et al., 2015) (M. F. Fernandez et al., 2007). Tous ces signaux présents au niveau de la niche 
mammaire vont pouvoir impacter la régulaƟon des cellules souches (en bleu). J’ai montré qu’au niveau 
de ces cellules, était présent des complexes impliquant les récepteurs BMPR1b et GPER.  De plus, la 
fixaƟon des ligands BMP2/BPS/IL6 étaient capables d’induire des régulaƟons d’expression 
transcriptomiques et des voies de signalisaƟons spécifiques non classiques comme une signalisaƟon 
NF-Κb. Enfin, j’ai montré que ces dérégulaƟons pouvaient conduire à des conséquences foncƟonnelles 
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sur les cellules souches, comme par exemple une augmentaƟon de leur capacité à former des sphères 
lorsqu’elles sont exposées au BMP2/BPS.  
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