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ABSTRACT 

From our toothbrushes, appliances, food containers, cars, phones, children's toys and 

their baby bottles; plastic is an integral part of our lives. To give all of these products their 

necessary flexibility, plasticizers are added during their manufacture. Among these plasticizers, 

the most commonly used diethylhexyl phthalate (DEHP) has been linked to the progression of 

hormone-dependent cancers through its endocrine disruptive properties. Since, DEHP is not 

covalently bound to plastics, it is gradually released into our environment, resulting in a human 

chronic exposure, detectable in blood, urine, and breast milk. There is evidence that DEHP may 

influence mammary gland carcinogenesis, but the full mechanisms are not currently understood. 

An alternative plasticizer, the diisononyl 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid (DINCH), has also 

been detected in human fluids such as breast milk since it was introduced in 2002. Some 

endocrine disruptive properties have been identified in this plasticizer, nevertheless, its effects on 

the mammary gland remain to be elucidated. 

Thus, our hypothesis was that DEHP could have an impact in breast cancer’s progression, 

but also in the development of the mammary gland, particularly if exposure occurs during the 

sensitivity windows. DINCH, on the other hand, would present deleterious effects, which may or 

may not be similar to the alterations of DEHP. In order to answer our hypotheses, and in the 

process of understanding the impact of these compounds on the health of the mammary gland, 

in vitro and in vivo experiments have been performed.  

Through this PhD, we have shown that DEHP and its primary metabolite induce an 

increase in the proliferation of mammary gland cancer cells, through the modulation of 

progesterone receptor signaling. In addition, gestational and lactational exposure to DEHP altered 

the physiology of the mammary gland stroma and its lipid component in adulthood, although the 

mechanism remains to be elucidated. A similar alteration of the stroma was observed for DINCH, 

associated with a modulation of PPAR signaling, key element of adipogenesis, lipid metabolism 

and inflammation regulation. More experiments will be needed to identify all the actors of this 

signaling. Finally, our results suggest that DINCH is not an ideal alternative to DEHP, concerning 

the mammary gland health.  

Keywords: Plasticizers, DEHP, DINCH, Endocrine disruptors, sensitivity windows, 

mammary gland, development, hormone-dependent, breast cancer, PPAR. 
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RÉSUMÉ 

Depuis notre brosse à dents, nos lunettes, nos électroménagers, nos contenants alimentaires, 

notre voiture, notre téléphone, mais aussi les jeux et les biberons de nos enfants, le plastique fait 

partie intégrante de notre vie. Pour leur donner la souplesse nécessaire à leur fonction, des 

plastifiants sont ajoutés lors de leur fabrication. Parmi ces plastifiants, le phtalate de diéthylhexyle 

(DEHP), couramment utilisé, a été associé à la progression des cancers hormono-dépendants 

via ses propriétés de perturbateurs endocriniens (PEs). Comme le DEHP n’est pas lié de façon 

covalente aux plastiques, il se relargue graduellement dans notre environnement, entraînant une 

exposition chronique, détectable dans le sang, les urines, et le lait maternel. Plusieurs évidences 

ont montré que le DEHP pourrait influencer la cancérogenèse de la glande mammaire, sans en 

comprendre actuellement tous les mécanismes. Un plastifiant de remplacement, l’acide 1,2-

cyclohexane dicarboxylique de diisononyle (DINCH), a aussi été détecté dans les fluides humains 

comme le lait maternel depuis sa mise sur le marché en 2002. Certaines propriétés de PEs ont 

été identifiées pour ce plastifiant, sans toutefois connaître son influence sur la glande mammaire. 

Ainsi notre hypothèse était que le DEHP pourrait avoir un impact sur la progression du cancer du 

sein, mais aussi sur le développement de la glande mammaire, particulièrement si l’exposition a 

lieu pendant une fenêtre de sensibilité. Le DINCH, quant à lui, présenterait des effets délétères, 

pouvant être similaire ou non aux altérations du DEHP. Ainsi, afin de répondre à nos hypothèses, 

et dans une démarche de compréhension de l’impact de ces composés sur la santé de la glande 

mammaire, des expériences in vitro et in vivo ont été réalisées.  

À travers ce doctorat, nous avons montré que le DEHP, et son métabolite primaire, induisaient 

une augmentation de la prolifération de cellules du cancer du sein, via une modulation de la 

signalisation du récepteur à la progestérone. De plus, une exposition gestationnelle et 

lactationnelle au DEHP altérait, à l’âge adulte, la physiologie du stroma de la glande mammaire 

ainsi que sa composante lipidique, sans toutefois en avoir élucidé le mécanisme. Une même 

altération du stroma a été observée pour le DINCH, associée à une modulation de la signalisation 

de PPAR, éléments régulateurs de l’adipogenèse, du métabolisme des lipides et de 

l’inflammation. Des expériences seront nécessaires pour identifier l’ensemble des acteurs de 

cette signalisation. Finalement, nos résultats suggèrent que le DINCH n’est pas une alternative 

idéale pour la santé de la glande mammaire.  

Mots-clés : Plastifiants, DEHP, DINCH, Perturbateurs endocriniens, Fenêtre de 

sensibilité, glande mammaire, développement, hormono-dépendant, cancer du sein, PPAR. 
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Avant-propos : 

Nous devons le prendre comme un fait : nous sommes quotidiennement exposé•es à un cocktail 

de composés toxiques dont nous n’avons qu’une faible compréhension de l’impact sur les 

écosystèmes et notre corps. C’est en 1962 avec la parution de « Silent Spring » de Rachel Carson 

(Carson, 1962) que la prise de conscience collective de cette pollution a débuté. À quoi sommes-

nous exposés ? Sommes-nous plus sensibles à certains moments de notre vie ? Et quelles sont 

les conséquences de cette exposition sur l’apparition des pathologies comme le cancer ? Ce sont 

les trois questions clés auxquelles les scientifiques, et tout particulièrement les toxicologues, 

cherchent à répondre. Mais pour comprendre l’impact d’un polluant sur le corps, son 

développement et sa cancérogenèse, nous devons étudier précisément chaque organe, un 

polluant à la fois, avant de pouvoir comprendre l’effet « cocktail ». Mon doctorat s’inscrit dans ce 

plan global, afin de comprendre l’effet du phtalate de diéthylhexyle (DEHP) et de son alternative, 

l’acide 1,2-cyclohexane dicarboxylique de diisononyle (DINCH), sur le développement et la 

cancérogenèse de la glande mammaire.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carson R (1962) Silent Spring. Houghton Mifflin Company. 400 p 



 

 

1 INTRODUCTION 

1.1 La physiologie de la glande mammaire 

1.1.1 De la structure à la fonction  

1.1.1.1 L’épithélium ramifié 

La glande mammaire est un organe indispensable à la survie des espèces du règne des 

mammifères par sa fonction nutritive pour le nourrisson via la production de lait. À son stade de 

maturité maximal, lors de la lactation, la glande mammaire possède une organisation semblable 

à un brocoli, dont chaque fleur représente une unité fonctionnelle, l’acinus (Figure 1-1). Ces acini 

sont regroupés en lobules eux-mêmes regroupés en lobes, autour de canaux secondaires, se 

rattachant à un canal principal, permettant le cheminement du lait jusqu’au mamelon. Dans le cas 

A) Coupe sagittale de la glande mammaire humaine. B) Localisation des glandes mammaires des rats et coupe 
frontale d’une glande mammaire de rat. C) Schéma d’un lobe de la glande mammaire. À gauche, représentation du 
feuillet cellulaire de l’acinus, composé d’une monocouche de cellules épithéliales recouverte d’un filet de cellules 
myoépithéliales. À droite, représentation d’une coupe transversale d’un canal, composé d’une couche de cellules 
luminales entourée d’une couche de cellules myoépithéliales. Adaptée de Isabelle Plante ®. 

Figure 1-1 Schéma descriptif des glandes mammaires matures humaines et de rats.  
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de l’humain, chacune des deux glandes mammaires est composée d’une vingtaine de canaux 

principaux, débouchant au niveau du mamelon par des orifices indépendants (Medina, 1996) 

(Figure 1-1.a). Le rat, quant à lui, possède six paires de glandes mammaires, soit une paire 

cervicale, deux thoraciques, une paire abdominale et deux paires inguinales, dont chacune est 

formée d’un seul canal primaire (Masso-Welch et al., 2000) (Figure 1-1.b). D’un point de vue 

cellulaire, ce réseau ramifié est composé de deux types cellulaires majoritaires : les cellules 

épithéliales luminales, permettant la production du lait, et les cellules myoépithéliales, permettant, 

par leur contraction, l’éjection du lait jusqu’au mamelon (Hassiotou & Geddes, 2013; Tobon & 

Salazar, 1974) (Figure 1-1.c). Le lait maternel est composé d’une multitude de protéine telle 

que les caséines, de lipides comme les triglycérides et des carbohydrates, mais aussi d’anticorps, 

dont les proportions varies en fonction des individues (Andreas et al., 2015) et au cours de 

l’allaitement  (Chappell et al., 1985).  

1.1.1.2 Le stroma 

a. Généralité 

Le stroma (coussin adipeux - fat pad) est une autre composante principale de la glande 

mammaire (Figure 1-1). Il est séparé physiquement de l’épithélium par la membrane basale, une 

matrice extracellulaire (ECM – extracellular matrix) spécialisée (Inman et al., 2015). Cette 

membrane est majoritairement formée de laminine et de collagène IV sécrétés principalement 

par les cellules myoépithéliales (Inman et al., 2015; Nerger & Nelson, 2019). L’ECM du stroma 

est, quant à elle, composée de collagène produit, entre autres, par les adipocytes (Figure 1-2) 

(Iyengar et al., 2003; Landskroner-Eiger et al., 2010) et les fibroblastes, qui sécrètent également 

de la fibronectine, ainsi que des enzymes métalloprotéinases matricielles (MMP) (Inman et al., 

2015). La fibronectine permet dans la glande mammaire un microenvironnement propice à la 

prolifération des cellules luminales (Williams et al., 2008), mais aussi à la différentiation alvéolaire 

pendant la gestation (Liu et al., 2010).  Les MMPs, pour leurs parts, participent à l’organisation 

de l’ECM et l’homéostasie du stroma mammaire (Albrengues et al., 2014). De façon intéressante, 

au cours de l’involution, la fibronectine induira l’activation des MMPs afin des dégrader le tissus 

alvéolaire (Schedin et al., 2000). 
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Figure 1-2 : Schéma du stroma de la glande mammaire 

 

Issu du mésenchyme, le stroma est constitué majoritairement d’adipocytes, mais aussi de 

fibroblastes, de cellules immunitaires comme les macrophages, de cellules endothéliales et de 

cellules nerveuses (Neville et al., 1998). Les proportions de chacun de ces éléments varient en 

fonction des espèces, avec une forte proportion de fibroblastes pour les femmes, 

comparativement aux femelles rongeurs (Neville et al., 1998). La présence des adipocytes est 

cruciale lors du développement de la glande mammaire, durant la grossesse et lactation, mais 

aussi au maintien de son intégrité à l’âge adulte (Landskroner-Eiger et al., 2010; Zwick et al., 

2018). En effet, en plus d’être un support structurel pour l’épithélium, les adipocytes génèrent un 

micro-environnement hormonal indispensable au développement et au maintiens de la glande 

mammaire par, entre autres, la production du facteur de croissance analogue à l'insuline (IGF-1) 

(Walden et al., 1998) et du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) (Hovey & 

Aimo, 2010). Les adipocytes sont aussi une source d’œstrogène par la production de l' (Ailhaud, 

1987). De plus, il a été montré que la leptine, cytokine produite par les adipocytes, ainsi que son 

récepteur, sont nécessaires à la prolifération des cellules épithéliales (Hu et al., 2002). Les 

adipocytes sont aussi des acteurs clés de l’homéostasie énergétique à travers leur fonction de 

réservoir lipidique, qui est fortement mobilisée au cours de la lactation (Zwick et al., 2018).  

 

 

 

Représentation d’une coupe transversale d’un canal entouré de la membrane basale et du stroma, composé de matrice 
extra-cellulaire, d’adipocytes, de fibroblaste, de cellule immunitaire et de vaisseau sanguin. Inspiré de Jysiane Cardot ®. 
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b. L’adipogenèse 

Les adipocytes représentant l’unité fonctionnelle du tissu adipeux, permettant la 

biosynthèse de novo des lipides, leur captation et leur stockage sous forme de lipides neutres. Ils 

sont formés par le processus d’adipogenèse qui a été largement caractérisée. Dans un premier 

temps, les cellules souches mésenchymateuses vont adopter un phénotype de préadipocytes, 

perdant ainsi leur capacité à se différencier en d’autres types cellulaires comme les ostéocytes 

(Ambele et al., 2020). Ces préadipocytes, présentant une forme de fibroblaste, vont alors 

proliférer par expansion clonale via, entre autres, l’intervention de CCAAT/enhancer-binding 

protein (C/EBP) beta (C/EBP) et C/EBP  (Ailhaud, 1987; Sarjeant & Stephens, 2012). Dans un 

second temps, ces préadipocytes vont se différencier en adipocytes par l’intervention de plusieurs 

facteurs de transcription comme le récepteur activé par le proliférateur de peroxysome gamma 

(PPAR), le retinoic X receptor (RXR) et C/EBP mais aussi le transducteur de signal et 

activateur de transcription 5a (STAT5a) (Fève et al., 1998; Sarjeant & Stephens, 2012; Siersbaek 

et al., 2012).  

D’un point de vue de la régulation endocrinienne, il a été démontré que les hormones 

thyroïdiennes sont liées à cette maturation cellulaire caractérisée par une hyperplasie des 

adipocytes lors d’une hyperthyroïdie, et ce, par des mécanismes différents de l’obésité (Levacher 

et al., 1984). De plus, il a été suggéré par les auteurs de la revue, que l’œstrogène et les 

androgènes atténueraient le développement des adipocytes (Sarjeant & Stephens, 2012). 

Cependant, les effets de l’œstrogène sur les adipocytes de la glande mammaire sont différents 

des autres tissus adipeux (Saunier et al., 2011). En effet, il a été montré qu’une exposition aux 

œstrogènes induisait une hyperplasie des adipocytes de glande mammaire de souris, qui serait 

potentialisée si cette exposition était suivie d’un traitement à la relaxine  (Bianchi et al., 1986). 

L’implication de l’hormone de croissance (GH) a été identifiée dans l’adipogenèse par activation 

de STAT5a/b stimulant C/EBP et PPAR dans les lignées adipocytaire 3T3-L1 (Kawai et al., 

2007). 

Cependant, dans le cas du développement de la glande mammaire, les étapes de 

l’adipogenèse permettant la formation du stroma n’ont pas été clairement identifiées. En effet, 

l’étape de différentiation des adipocytes, dans des conditions physiologiques, a été étudiée, à 

notre connaissance, uniquement au cours de l’involution (Wang et al., 2018; Watson & Kreuzaler, 

2011). 
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c. Le métabolisme des lipides 

Le métabolisme des lipides est l’ensemble des processus dynamiques autour des lipides 

comprenant leur synthèse, leur transport, leur transformation, leur stockage et leur dégradation 

(Gyamfi et al., 2019). Brièvement, au cours de l’anabolisme des lipides, il y a tout d’abord 

assimilation des acides gras libres par l’alimentation, impliquant l’intervention de la lipoprotéine 

lipase (LPL) et de transporteurs membranaires tels que CD36 (Doege & Stahl, 2005; Goldberg et 

al., 2009). Ensuite, le processus de la lipogenèse de novo, permet la transformation des acides 

gras libres en acétyl-CoA à la suite d’un enchaînement de transformations enzymatiques telles 

que l’action de l’acétyl-CoA-synthase (Ameer et al., 2014; Gyamfi et al., 2019). La lipogenèse se 

termine par la formation de palmitate sous l’action de l’acide gras synthétase (fatty acid 

synthétase – FAS) (Postic & Girard, 2008). S’en suit des étapes de désaturation, d’élongation et 

d’estérification contrôlées, entre autres, par la stéaroyl-CoA désaturase (SCD1) et la 

diacylglycérol O-acyltransférase (DGAT), elles-mêmes sous le contrôle de facteurs de 

transcription tels que PPAR et C/EBP, permettant la formation des diacylglycérols (DAG) et des 

triacylglycérides (TAG) (Postic & Girard, 2008; Roberts et al., 2011; Wang et al., 2017a). Les TAG 

seront ensuite stockés dans des gouttelettes lipidiques (lipids droplets) dans les cellules 

métaboliques comme les adipocytes et les hépatocytes (Welte & Gould, 2017).  

Lorsque les cellules nécessitent de l’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP), 

la voie catabolique des lipides se met en place via l’activation de l’adenosine monophosphate-

activated protein kinase (AMPK) (Hardie, 2014). Ainsi, les adipocytes vont subir une lipolyse afin 

d’hydrolyser des DAG et des TAG en molécules libres de glycérol et des acides gras. La lipolyse 

peut, entre autres, résulter de l’activation des récepteurs -adrénergiques ou encore de 

l’activation du récepteur EP3 à la prostaglandine E2 (PTGER3) (Townsend et al., 2017; Xu et al., 

2016). Ces acides gras pourront, par la suite, subir la -oxydation mitochondriale, impliquant entre 

autres l’acyl-CoA déshydrogénase (ACADM) (Yamada & Taketani, 2019), l’acyl-CoA oxydase 

peroxysomal (ACOX), PPAR (Roberts et al., 2011) et PPAR (Hashimoto et al., 1999), afin de 

produire de l’acétyl-CoA qui permettra la formation d’ATP, et donc d’énergie, via le cycle de Krebs 

(Nakagawa et al., 2018).  

Dans le cas de la glande mammaire, trois phases du métabolisme des lipides peuvent 

être distinguées : 1) la synthèse de lipides pour le fonctionnement cellulaire, comme les 

bicouches de phospholipides ; 2) la synthèse de lipides pour la production du lait, mais aussi de 
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vésicules lipidiques pour sa sécrétion ; et 3) le catabolisme lipidique comme source énergétique 

(Patton & Jensen, 1975). 

Le besoin d’un apport lipidique constant au cours de la lactation nécessite la formation de 

phospholipides et d’acides gras, ainsi qu’un trafic cellulaire dynamique (McManaman, 2014). En 

effet, le transport lipidique est très important dans la production de lait, car il y a une nécessité de 

traverser au moins quatre membranes cellulaires entre les vaisseaux sanguins et les cellules 

épithéliales de la glande mammaire (Patton & Jensen, 1975). 

Il a été montré que PPAR était impliqué dans le métabolisme des lipides dans les cellules 

épithéliales de la glande mammaire de ruminants isolées au cours de la lactation, entraînant 

l’augmentation du niveau d’ARNm de la SCD (Shi et al., 2013). PPAR est aussi impliqué dans 

le stockage des triglycérides (Kang et al., 2015; Yao et al., 2017). De plus, chez les ruminants, la 

prolactine (PRL) est impliquée dans la synthèse d’acide gras et de triglycérides du lait (Patton & 

Jensen, 1975). Le métabolisme des lipides des autres phases du développement de la glande 

mammaire n’a, à notre connaissance, pas été étudié. 

1.1.2 Le développement 

La glande mammaire est un des seuls organes à ne pas être fonctionnel à la naissance, 

devant se transformer tout au long de la vie des femelles afin d’atteindre leur maturité pendant la 

lactation. Après un développement hormono-indépendant minimal durant la vie embryonnaire et 

les premiers stades de vie, un développement dynamique débute à la puberté pour produire un 

épithélium ramifié entouré d’un stroma dense. À la vie adulte, des phases de 

développement/apoptose se succèdent lors des cycles ovariens, jusqu’au moment de la 

fécondation, où l’épithélium va proliférer et se différencier, afin de produire du lait lors de la 

lactation, parallèlement à la régression des adipocytes. Toutes ces étapes sont contrôlées, en 

majeure partie, par des hormones, telles que les œstrogènes, la progestérone, la PRL et 

l’ocytocine, mais aussi par des signaux paracrines entre l’épithélium et le stroma. Toutes les 

étapes du développement ont été bien documentées depuis le début du XXème siècle, en se 

focalisant en grande majorité sur le réseau épithélial mammaire. Malheureusement, malgré le 

rôle crucial du stroma et de sa composante adipocytaire au cours du développement de la glande 

mammaire, les étapes de prolifération et de différentiation ont été moins étudiées pour les 

adipocytes (Brenot et al., 2020; Couldrey et al., 2002; Hovey & Aimo, 2010; McNally & Stein, 

2017).  
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1.1.2.1 Le développement hormono-indépendant  

Malgré l’abondance d’hormones placentaires et maternelles durant la gestation et la 

lactation, le développement embryonnaire de la glande mammaire n’est pas modulé par des 

hormones (Brisken & Ataca, 2015b; Brisken & O'Malley, 2010; Rahman & Brazel, 2004).  

a. Le développement fœtal 

De façon intéressante, la majorité des études prénatales du développement de la glande 

mammaire ont utilisé la souris comme modèle (Cowin & Wysolmerski, 2010; Neville et al., 1998; 

Propper et al., 2013; Sakakura et al., 1987; Sakakura et al., 1982), à l’exception de certaines 

études comme celle de J. A. Myers ayant utilisé le rat (Myers, 1917). L’embryogenèse de la 

glande mammaire est un processus très conservé entre les espèces du règne mammifère et 

particulièrement entre les rongeurs et les humains (Hovey et al., 2002), malgré des variations 

hormonales entre les espèces.   

D’un point de vue des feuillets embryonnaires, le réseau épithélial de la glande mammaire 

est formé à partir de l’ectoderme, alors que le stroma est composé d’adipocytes dérivés du 

mésoderme et tout particulièrement du mésenchyme (Propper et al., 2013), tout comme le tissu 

conjonctif entourant l’épithélium mammaire (Sakakura et al., 1982). 

Les premières structures de la glande mammaire apparaissent à des stades précoces du 

développement, sous la forme de deux lignes de « lait » (Hovey et al., 2002), issues de 

l’épaississement du tissu ectodermique, formant une ligne de l’aisselle jusqu’à l’aine de la région 

pectorale, à 10-11 jours du développement fœtal (E10.5) pour les rongeurs (Cowin & 

Wysolmerski, 2010; Myers, 1917), et à 5-6 semaines pour l’humain (Hassiotou & Geddes, 2013; 

Hovey et al., 2002) (Figure 1-3). Les portions non nécessaires de la ligne mammaire s’atrophient 

pour ne laisser visibles que 6 paires de placodes autour de E11.5 pour le rongeur (Propper et al., 

2013) et 2 paires pour l’humain, au bout de 7 à 8 semaines (Medina, 1996). Une anomalie à cette 

période du développement peut créer des mamelons surnuméraires chez l’humain (Javed & Lteif, 

2013) par manque d’apoptose, ou une absence de mamelon. 
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 Figure 1-3 : Le développement fœtal de la glande mammaire 

Le bourgeonnement de l’épithélium mammaire, dérivant de l’ectoderme, est initié par des 

signaux paracrines entre l’épithélium et le mésenchyme mammaire (Macias & Hinck, 2012; 

McNally & Stein, 2017). Ce bourgeonnement résulte de la prolifération (McNally & Stein, 2017), 

la migration et la modification morphologique des cellules épithéliales (Cunha & Hom, 1996). Le 

bourgeon va ensuite s’invaginer dans le mésenchyme mammaire pour être visible à E13.5 (Hovey 

et al., 2002; Propper et al., 2013) et être totalement formé autour de E14 et E15 chez les rongeurs 

(Cowin & Wysolmerski, 2010; Myers, 1917) et entre la 10e et 12e semaine chez l’humain (Hovey 

et al., 2002; Medina, 1996). Par la suite, le mésenchyme composé de pré-adipocytes va 

commencer à proliférer (Hovey et al., 2002), puis va se condenser pour former le stroma (Cowin 

& Wysolmerski, 2010; Neville et al., 1998), qui est vascularisé et entouré par de collagène-IV dès 

la période prénatale, autant chez l’humain que chez les rongeurs (Hovey & Aimo, 2010). Ce 

stroma embryonnaire est indispensable à l’extension de l’épithélium mammaire (Cowin & 

Wysolmerski, 2010; Cunha & Hom, 1996; Hovey & Aimo, 2010), dépendamment de l’état de 

différentiation des adipocytes (Sakakura et al., 1987). En effet, la maturation postnatale des 

adipocytes empêchera l’initiation de la formation des canaux primaires (Sakakura et al., 1982), 

tout comme l’absence de stroma (Couldrey et al., 2002). Une fois que l’extension épithéliale a 

atteint le stroma à E16, il y a initiation de l’élongation dichotomique des branches épithéliales, 

formant un arbre primaire composé de 10 à 20 branches et d’un seul canal lactifère rejoignant le 

mamelon chez le rongeur (Cowin & Wysolmerski, 2010; Hovey et al., 2002; McNally & Stein, 

2017).  Dans le cas de l’humain, 15 à 25 arbres primaires seront formés, sans interconnexions, 

Le développement de la glande mammaire commence au 10,5ième jours post-conception (E10,5) chez le rongeur (rats 
et souris) puis se poursuit par le bourgeonnement et l’extension de l’épithélium mammaire, jusqu’à la mise en place 
des canaux principaux au sein du stroma et la formation de leur lumière, qui se finalise autour d’E.18,5. Adaptée de 
(Cowin & Wysolmerski, 2010; Macias & Hinck, 2012; Spina & Cowin, 2021b). 
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possédant chacun un canal lactifère qui s’ouvrira à la surface du sein à travers la fosse mammaire 

(Hovey et al., 2002; Javed & Lteif, 2013; Macias & Hinck, 2012). Parallèlement, la lumière se 

forme au centre des canaux (Cowin & Wysolmerski, 2010) par apoptose, autophagie et 

remodelage des cellules épithéliales autour de E18 chez les rongeurs (Macias & Hinck, 2012) et 

à partir de la 32e semaine de vie embryonnaire chez l’humain (Hovey et al., 2002). Le remodelage 

de l’ectoderme permet l’apparition des prémisses de mamelons, sous la forme d’une fosse à la 

surface de l’épithélium, à E18 chez le rat (Myers, 1917) et entre la 12e et la 16e semaine chez 

l’humain (Medina, 1996). L’ouverture du mamelon se fait à la 32e semaine chez l’humain. 

Finalement, le mésenchyme mammaire se différencie en tissu conjonctif longeant la partie interne 

du mamelon (Cowin & Wysolmerski, 2010).  

Un dimorphisme sexuel est observé chez les rongeurs à partir de E16. En effet, dès la 

formation du bourgeon mammaire, les cellules du mésenchyme l’entourant commencent à 

exprimer certains récepteurs androgéniques (Cunha & Hom, 1996). Par l’action de la testostérone 

sécrétée par les testicules fœtaux, le mésenchyme mammaire entourant le bourgeon va se 

condenser, entraînant l’apoptose des cellules épithéliales, amenant ainsi une absence 

d’ouverture au niveau du mamelon et la réduction de l’arbre mammaire chez les mâles (Astwood 

et al., 1936; Cowin & Wysolmerski, 2010; Cunha & Hom, 1996; Hovey et al., 2002). Aucun 

dimorphisme sexuel n’a été identifié chez l’humain à ce stade de développement (Hovey et al., 

2002; McNally & Stein, 2017).  

Malgré l’absence d’hormone endogène, la présence de récepteurs hormonaux a été 

démontrée au niveau de la glande mammaire au stade fœtal. Les récepteurs aux œstrogènes 

(ER) a été détecté dans l’épithélium mammaire dès le 3e trimestre chez l’humain (Howard & 

Gusterson, 2000), tandis que ER et le récepteur aux androgènes sont exprimés dans le stroma 

de glandes mammaires de souris à E19 (Cunha & Hom, 1996; Wadia et al., 2013). 

b. De la naissance à la puberté 

La période postnatale 

Chez l’humain, il est courant d’observer une sécrétion de lait par les nouveau-nés. La 

composition de ce lait est similaire au lait maternel (Yap et al., 1980). Anciennement appelée 

« Witch’s milk », cette production est liée aux hormones exogènes maternelles et placentaires, 

capables de se fixer au récepteur à la PRL (PRLR) présent chez le nouveau-né, aussi bien dans 

le stroma que l’épithélium mammaire (Hovey et al., 2002). Cette production est transitoire et sexe-

indépendant chez la souris (Howard & Gusterson, 2000). Chez l’humain, lorsque le nourrisson ne 
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sera plus en contact avec les hormones maternelles, présentes dans le lait maternel 

(Demmelmair & Koletzko, 2017), l’épithélium mammaire subira une involution par des signaux 

semblables à ceux de la ménopause (Sternlicht et al., 2006), ne laissant qu’un réseau épithélial 

rudimentaire, entouré d’un large stroma fibroblastique de façon similaire pour les deux sexes 

(Cowin & Wysolmerski, 2010; Howard & Gusterson, 2000).  

D’autres récepteurs hormonaux sont déjà présents à ce stade précoce, malgré l’absence 

de production d’hormones sexuelles avant la puberté. Ainsi, ER et le récepteur à la progestérone 

(PR) ont été détectés dans l’épithélium mammaire chez l’humain (Howard & Gusterson, 2000). 

ER a aussi été décelé dans la glande mammaire de souris naissantes, aussi bien au niveau de 

l’épithélium que du stroma (Hovey et al., 2002).  

Lors de la période postnatale, on observe un allongement lent des canaux de façon 

isométrique à la croissance générale chez l’humain comme chez les rongeurs, sans implication 

des hormones sexuelles et sans différence entre les sexes (Anbazhagan et al., 1991; Cowin & 

Wysolmerski, 2010; Hassiotou & Geddes, 2013; Knight & Peaker, 1982). Plus particulièrement 

chez l’humain, les deux premières années de vie se distinguent du reste de la période entre la 

naissance et la puberté par un développement et une différenciation plus intense de la glande 

mammaire (Howard & Gusterson, 2000). Les canaux vont s’ouvrir au niveau de petits 

renfoncements dermiques situés à la surface du mamelon, qui lui va s’invaginer sous l’influence 

de la prolifération du mésenchyme (Howard & Gusterson, 2000; Javed & Lteif, 2013). Par la suite, 

les cellules entourant le mamelon vont proliférer, formant l’aréole (Howard & Gusterson, 2000) 

qui va graduellement se pigmenter (Javed & Lteif, 2013).  Il est à noter qu’à ce stade, aucune 

différence morphologique n’a été observée dans le développement de la glande mammaire entre 

les garçons et les filles (Hassiotou & Geddes, 2013; Howard & Gusterson, 2000). À notre 

connaissance, cette période de développement plus active n’a pas été identifiée chez les 

rongeurs. 

La différence la plus marquée entre l’humain et le rongeur dans cette période du 

développement de la glande mammaire est la présence de tissu fibro-collageneux autour de 

l’épithélium (Anbazhagan et al., 1991; Hovey & Aimo, 2010), ainsi qu’une augmentation de la 

densité du stroma par la poursuite de l’angiogenèse chez l’humain (Javed & Lteif, 2013). 

Cependant une grande variabilité interindividuelle est également observée chez les humains 

(Howard & Gusterson, 2000).  
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De l’enfant en bas âge à la puberté 

Tout comme pour le rongeur, le développement de l’épithélium mammaire humaine reste 

assez quiescent entre 2 ans et le début de la puberté (Javed & Lteif, 2013), suivant simplement 

le rythme de croissance globale du corps (McNally & Stein, 2017). De plus, dans le stroma, les 

préadipocytes vont se différencier en adipocytes blancs pendant cette période (Hovey & Aimo, 

2010; Inman et al., 2015). 

1.1.2.2 Le développement hormono-dépendant 

C’est à partir de la puberté que le dimorphisme sexuel apparaît chez tous les mammifères 

(Hovey et al., 2002; Howard & Gusterson, 2000). Chez les femelles, les glandes mammaires sont 

en perpétuel remodelage tout au long de la vie sexuelle en fonction des besoins de l’organisme, 

et ce, en réponse à des changements des niveaux d’hormones et de facteurs de croissance. 

Quatre étapes clés ont été identifiées, soit : la péri-puberté, la grossesse, la lactation et 

l’involution.  

L’implication des hormones sexuelles dans le développement de la glande mammaire a 

été définie en grande majorité dans la seconde moitié du XXème siècle, par des expériences 

d’ablation d’organes endocrines ou de knockout, mais aussi de transplantations des glandes 

mammaires (Brisken et al., 1999; Brisken & O'Malley, 2010; Brisken et al., 1998; Haslam & 

Shyamala, 1981; Lyons, 1958). Ces études ont permis de déterminer l’importance de l’œstrogène 

et de la progestérone, sécrétés par les ovaires, de la PRL et de l’hormones de croissance, 

sécrétées par l’hypophyse, et du cortisol ainsi que des précurseurs stéroïdiens, sécrétés par la 

glande surrénale, dans le développement de la glande mammaire (Brisken et al., 1999; Brisken 

& O'Malley, 2010). Leur ablation entraîne un retard ou une absence de développement de la 

glande mammaire, alors que le développement est rétabli par l’ajout exogène de ces hormones 

déplétées, confirmant ainsi le statut hormono-dépendant de ce développement (Figure 1-4).  
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Figure 1-4 : Le développement hormono-dépendant de la glande mammaire chez la femelle.  

 

a. La péri-puberté et les cycles menstruels 

Définition 

Le développement péri-pubertaire débute à la mise en place de l’axe hypothalamique-

hypophyse-gonadique induisant la sécrétion des hormones ovariennes (Bell, 2018). Chez la 

femme, la gonadarche (développements des gonades) et l’adrenache (développement de la 

pilosité pubienne et axillaire) résultent de la maturation des gonades et du cortex surrénalien, 

respectivement (Bell, 2018). Lorsque le système reproducteur ainsi que les organes sexuelles 

secondaires, comme la glande mammaire, sont matures (cycles menstruels réguliers), la puberté 

est atteinte, ce qui se situe entre 30 jours après la naissance (PND30) et PND42 chez les femelles 

rats, ou entre 10 et 15 ans chez les jeunes filles (Bell, 2018). 

Les changements macroscopiques et cellulaires 

La glande mammaire est le premier organe sexuel secondaire à se développer, pour 

atteindre une maturité nullipare aux alentours de 18 ans pour une femme (Howard & Gusterson, 

2000; Javed & Lteif, 2013) et vers PND55 chez le rat (Masso-Welch et al., 2000). 

Description des modifications morphologiques et structurelles aux différents stades de développement sous 
l'influence des hormones et de la signalisation paracrine. PL (placentaire lactogène), GH (hormone de croissance), 
IGF-1 (facteur de croissance analogue à l'insuline) et VEGF (facteur de croissance de l’endothélium vasculaire). 
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Le développement péri-pubertaire de la glande mammaire implique de fortes modulations 

morphologiques. Dans un premier temps, sous l’influence de l’œstrogène, de l’IGF-1 et de la GH, 

la croissance isométrique des glandes devient allométrique (Macias & Hinck, 2012), entre PND35 

et PND42 chez le rat (Masso-Welch et al., 2000), et entre 8 à 12 ans chez les jeunes filles 

(Hassiotou & Geddes, 2013; Javed & Lteif, 2013). L’implication du stroma est cruciale pour cette 

croissance, via la formation de fibres de collagène-I axialement organisés, semblant servir de 

guide à la ramification épithéliale (Brownfield et al., 2013). À la péri-puberté, on observe des 

structures à l’extrémité des canaux, appelées bourgeons terminaux (TEB - Terminal End Bud ), 

semblable à un bouton de rose (Javed & Lteif, 2013). Les cellules des TEB vont subir une mitose, 

puis migrer à travers le stroma permettant l’élongation des canaux principaux et la ramification 

des canaux tertiaires (Brisken & O'Malley, 2010; Macias & Hinck, 2012; Masso-Welch et al., 

2000). Cette invasion épithéliale dans le stroma (Howard & Gusterson, 2000) nécessite la mise 

en place d’une fine couche de fibroblastes, décrite chez la femme (Howard & Gusterson, 2000), 

sans tout de fois avoir été identifiée chez les rongeurs. Lorsque les TEB ont atteint la lisière du 

stroma, ceux-ci vont régresser pour redevenir de simples extrémités canalaires composées de 

cellules luminales épithéliales et de cellules myoépithéliales (Masso-Welch et al., 2000; Paine & 

Lewis, 2017). Finalement, à l’âge adulte, les extrémités des canaux forment des bourgeons 

alvéolaires (McNally & Stein, 2017), prêts à se transformer en alvéoles productrices de lait en cas 

de fécondation. Il a été démontré que des cellules souches sont également présentes au niveau 

de la couche basale des canaux de la glande mammaire chez l’adulte, permettant la régénération 

des cellules nécessaires au remodelage de la glande (Hassiotou & Geddes, 2013). Des 

branchements tertiaires continueront de se mettre en place à travers les cycles menstruels 

pendant la vie adulte (Macias & Hinck, 2012). 

Pour finir, en cas d’absence de fécondation au sein d’un cycle menstruel, le 

développement temporaire de la glande mammaire va régresser par apoptose dépendamment, 

entre autres, du niveau de progestérone (Navarrete et al., 2005). 

Les changements hormonaux 

Au cours de la péri-puberté, la concentration des hormones féminines ne fait 

qu’augmenter (Bell, 2018), participant au développement des organes possédant leurs 

récepteurs, et étant ainsi sensibles à leur sécrétion. Brièvement, les hormones stéroïdiennes 

comme la progestérone et l’œstrogène vont se fixer à leurs récepteurs respectifs (PR et ER) 

permettant après dimérisation, la fixation du complexe sur leur élément de réponse dans l’ADN 

induisant l’expression de leurs gènes cibles (Fuentes & Silveyra, 2019; Grimm et al., 2016). 
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L’œstrogène est une hormone stéroïdienne produite majoritairement par les ovaires et impliquée 

dans le développement, ainsi que le maintien des fonctions sexuelles et de la reproduction, 

agissant via ER. L’œstrogène peut aussi être produite localement par l’enzyme aromatase dans 

la peau, le cerveau mais aussi le tissu adipeux (Nelson & Bulun, 2001). 

L’activation du récepteur ERα par l’augmentation des niveaux d’estrogènes est requise 

pour l’élongation des canaux, qui est inhibée chez les souris déficientes en ER natif (Mallepell 

et al., 2006). L’œstrogène est aussi important dans le stockage des graisses, l’adipogenèse et la 

différentiation des adipocytes (Burks et al., 2017). La progestérone, une autre hormone 

stéroïdienne produite par les ovaires, est aussi impliquée dans le développement de la glande 

mammaire à la péri-puberté, au moment des cycles menstruels (Brisken et al., 2015; Macias & 

Hinck, 2012). Elle est impliquée dans la prolifération de l’épithélium de la glande mammaire lors 

des cycles menstruels (Graham & Clarke, 1997) et tout particulièrement au niveau de sa 

ramification (Javed & Lteif, 2013).  

L’IGF-1, sécrété entre autres par les adipocytes du stroma, est aussi nécessaire au 

développement de la glande mammaire (Javed & Lteif, 2013; Sternlicht et al., 2006; Walden et 

al., 1998), et particulièrement au niveau de la prolifération cellulaire des TEB (Bonnette & Hadsell, 

2001). En effet, la transplantation de l’épithélium mammaire IGF-1R-/- dans un stroma IGF-1R+/+ 

résulte en un retard de croissance au cours de la période péri-pubère (Bonnette & Hadsell, 2001). 

De plus, il a été suggéré que la présence de facteur de croissance (GH) permettrait la production 

d’IGF-1 par le stroma, et tout particulièrement par les fibroblastes (Paine & Lewis, 2017), stimulant 

de façon paracrine la formation des TEB (Walden et al., 1998). Finalement,  l’IGF-1 et l’œstrogène 

agissent de façon synergique dans la prolifération des cellules du TEB (Paine & Lewis, 2017). 

Ainsi, par la présence de récepteurs au IGF-1 et à la GH au niveau de l’épithélium ou des 

adipocytes, la signalisation paracrine et autocrine en provenance du stroma participe au bon 

développement du réseau épithélial au cours de la péri-puberté et de la vie adulte (Cowin & 

Wysolmerski, 2010; Sternlicht et al., 2006). 

b. La grossesse 

Les changements macroscopiques et cellulaires 

Il y a peu d’études portant sur le développement des glandes mammaires de la femme 

lors des périodes de transitoire de la grossesse et la lactation, car la majorité des échantillons 

adultes proviennent de prélèvements lors de traitement contre le cancer ou d’opération de 

réduction mammaire (Howard & Gusterson, 2000). Par contre, il est généralement admis que son 
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développement suit les mêmes étapes que chez les rougeurs, chez qui ce développement a été 

étudié en détail.  

À chaque cycle menstruel, sous l’influence des hormones sexuelles, la glande mammaire 

se prépare à une potentielle grossesse. Une fois la femelle fécondée, ses glandes mammaires 

vont entrer dans une phase de fort remodelage appelé alvéologenèse, permettant la formation 

des premiers tissus alvéolaires matures (Knight & Peaker, 1982). Dans un premier temps, les 

cellules souches épithéliales vont proliférer de façon intensive afin de former les alvéoles 

mammaires (Inman et al., 2015), suivis d’une maturation de ces cellules en lactocytes, qui auront 

la capacité de produire et sécréter le lait en fin de grossesse (Hassiotou & Geddes, 2013; Russo 

et al., 1989). De plus, les cellules progénitrices génèrent de nouvelles cellules par mitose, 

permettant l’élongation des extrémités des canaux (Hassiotou & Geddes, 2013). Ces étapes sont 

contrôlées par des signaux paracrines provenant des cellules adjacentes, comme les cellules 

souches de la glande mammaire, sous l’influence de la PRL et de l’hormone placentaire lactogène 

(PL), mais aussi de l’œstrogène (Inman et al., 2015; McNally & Stein, 2017; Neville et al., 2002).  

Les alvéoles croissent en nombre, mais aussi en taille, augmentant ainsi le ratio du 

nombre d’alvéoles par volume de glande mammaire de façon intensive dès le 5e jour de 

grossesse chez le rat (Masso-Welch et al., 2000). À la fin de la grossesse, la glande mammaire 

est composée d’une forte proportion d’alvéoles (Russo et al., 1989), ce qui correspond à la 24e 

semaine chez l’humain. Cette période peut aussi être associée à une accumulation de la première 

sécrétion mammaire, le colostrum (Hassiotou & Geddes, 2013). De plus, il est à noter que le 

développement des glandes mammaires n’est pas synchronisé dans toutes les paires de glandes 

mammaires chez le rat, les glandes thoraciques se développant plus rapidement que les glandes 

inguinales (Russo et al., 1989). 

La nécessité d’une interaction entre l’épithélium et le stroma est primordiale à ce stade de 

développement (Couldrey et al., 2002). En effet, parallèlement à la croissance du réseau 

épithélial, un fort remodelage du stroma est opéré grâce à la plasticité des adipocytes (Zwick et 

al., 2018). Il a été démontré que les adipocytes vont croître en taille et en capacité lipogénique 

au cours de la grossesse afin d’accumuler des lipides nécessaires à la formation du lait (Zwick et 

al., 2018). De plus, dans le but de laisser la place au tissu épithélial qui subit une croissance 

importante dans le stroma, les adipocytes vont se dédifférencier en pré-adipocytes et en cellules 

semblables à des fibroblastes pour la souris (Wang et al., 2018), diminuant ainsi la réserve de 

lipides (Inman et al., 2015).  
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Les changements hormonaux  

Les deux principales hormones impliquées dans l’alvéologenèse sont la progestérone et 

la PRL. La progestérone permet le développement et la ramification des canaux nécessaires à la 

maturation de la glande mammaire. Une greffe de tissus mammaires PR-/- au niveau du stroma 

d’un individu PR+/+ ne présente pas l’alvéologenèse (Brisken et al., 1998). La progestérone 

permet aussi de bloquer la production de lait avant l’accouchement en agissant comme un 

inhibiteur du récepteur à la PRL (Graham & Clarke, 1997). 

La PRL, via son récepteur transmembranaire (PRLR- prolactin receptor), a également un 

rôle très important à jouer lors de l’alvéologenèse (Rezaei et al., 2016). Brisken et collaborateurs 

ont montré que la greffe d’un épithélium mammaire d’une souris PRLR-/- , au niveau du stroma 

d’une souris PRLR+/+ entraînait une absence de formation de lobules alvéolaires, confirmant que 

la PRL est nécessaire à la maturation de l’épithélium mammaire (Brisken et al., 1999), et tout 

particulièrement pour la formation des lactocytes (Hassiotou & Geddes, 2013).  

PL est sécrétée par les trophoblastes placentaires lors de la lactogenèse (Faria et al., 

1991; Rezaei et al., 2016). Son rôle n’a pas clairement été défini dans développement de la 

glande mammaire (Neville et al., 2002), mais il a été suggéré que la PL aurait des actions 

similaires à la PRL et la GH (Rezaei et al., 2016), ainsi qu’un rôle clé dans l’inhibition de la 

lactation avant l’accouchement (Pang & Hartmann, 2007). 

Le placenta permet aussi la production d’œstrogènes au cours de la gestation via 

l’aromatase CYP19A1 (Noyola-Martinez et al., 2019). 

c. La lactation  

Les changements physiques 

Durant la lactation, la glande mammaire est métaboliquement fortement active, avec une 

forte augmentation de la prolifération cellulaire dans les premiers jours de la lactation (Masso-

Welch et al., 2000). La taille des cellules alvéolaires augmente, entraînant un étirement des 

cellules myoépithéliales (Masso-Welch et al., 2000), en parallèle de la dégradation de la matrice 

extracellulaire par des protéases produites par les cellules du stroma (Rezaei et al., 2016). Les 

cellules épithéliales alvéolaires se retrouvent morphologiquement modifiées donnant une texture 

spongieuse due à la présence de lipide intracellulaire et des micelles de lait produites lors de la 

lactogenèse (Masso-Welch et al., 2000). Les vésicules de lait formées par les lactocytes sont 
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sécrétées au niveau de la partie apicale. Les cellules myoépithéliales permettent, par leur 

contraction, l’expulsion du lait ainsi formé, vers le mamelon (Masso-Welch et al., 2000).  

Les adipocytes restent dédifférenciés pendant la lactation (Wang et al., 2018). Cependant, 

une diminution de la taille des adipocytes et de la lipogenèse, en particulier pour les adipocytes 

proches du réseau épithélial, est associée à l’initiation de la lactation (Zwick et al., 2018). D’un 

point de vue fonctionnel, les adipocytes du stroma sont indispensables à la lactation par leur 

capacité à fournir aux cellules épithéliales les lipides nécessaires à la formation du lait (Zwick et 

al., 2018). 

L’allaitement est un processus variable chez les femmes qui dure généralement entre 0 

et 24 mois (Hassiotou & Geddes, 2013). Le niveau de développement de la glande mammaire 

pourra varier en fonction de l’intensité de la lactation (Rezaei et al., 2016). Pour les rats, la 

lactation dure environ 21 jours (Masso-Welch et al., 2000).  

Les changements hormonaux 

La progestérone et la PL agissent comme des inhibiteurs de la lactation (Pang & 

Hartmann, 2007). Ainsi l’arrêt de la sécrétion de progestérone (Neville et al., 2002) et le retrait 

total du placenta après l’accouchement, lève cette inhibition (Pang & Hartmann, 2007).  

L’ocytocine est la principale hormone impliquée dans la lactation (Neville et al., 2002). 

Secrétée par l’hypophyse, elle permet la contraction des cellules myoépithéliales, entraînant 

l’écrasement des cellules épithéliales pour expulser le lait vers la lumière, permettant le transport 

du lait dans les canaux et son éjection par le mamelon (Masso-Welch et al., 2000; Svennersten-

Sjaunja & Olsson, 2005). Il a été démontré que l’ocytocine stimule la sécrétion de PRL chez le 

rat (Kennett & McKee, 2012). Cette association a aussi été observée chez la femme dans le cas 

d’un allaitement directement au sein et absente dans le cas d’un prélèvement mécanique (Uvnäs-

Moberg et al., 2020). 

d. L’involution 

La fin de la lactation est déclenchée par l’arrêt de la succion du nouveau-né au niveau du 

mamelon entraînant une rétention de lait dans la lumière, induisant une chute du taux de PRL 

(Neville et al., 2002). Cette stagnation de lait induit plusieurs actions. D’une part, il va y avoir 

l’initiation de facteurs d’apoptose ainsi qu’un relâchement des cellules épithéliales, entraînant une 

accumulation de lipides et de fragments cellulaires dans le lumen (Masso-Welch et al., 2000). 

D’autre part, il va avoir la réapparition des adipocytes, débutant dans les régions éloignées du 
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mamelon, ainsi qu’un remodelage de la membrane basale (Masso-Welch et al., 2000), sous 

l’action de métalloprotéinases produites par les cellules adipocytaires (Watson, 2006). Les 

premiers signaux d’apoptose apparaissent dans les premières 24h d’arrêt de l’allaitement 

(McNally & Stein, 2017). 

Les adipocytes prennent plus de place et se différencient, particulièrement autour des 

alvéoles, parallèlement à une diminution de la taille des lobules principalement suite à l’apoptose 

des cellules alvéolaires ; les mêmes phénomènes d’apoptose se déroulent autour des canaux 

principaux (Macias & Hinck, 2012). De façon intéressante, il semblerait que seules les cellules 

luminales subissent cette cascade apoptotique, alors que les cellules myoépithéliales seraient 

maintenues (Masso-Welch et al., 2000). Cette involution implique également une réponse 

inflammatoire (Hassiotou & Geddes, 2013). En effet, les leucocytes, tels que les polynucléaires 

neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles, les neutrophiles et les macrophages, sont recrutés 

aussi bien dans le stroma autour des alvéoles qu’au niveau des cellules épithéliales, pour 

participer à l’involution (Masso-Welch et al., 2000; Reed & Schwertfeger, 2010). Il a aussi été 

suggéré que ces cellules pourraient empêcher de potentielle infection liée à la stagnation du lait 

dans la lumière (Reed & Schwertfeger, 2010). 

Au cours des premières étapes d’involution, le retour à la production de lait est possible, 

mais lorsque le processus de dégradation tissulaire est trop avancé, l’involution devient 

irréversible. Cependant l’étape déclenchant cette irréversibilité n’a, à notre connaissance, pas 

encore été identifiée. Il a été proposé que le remodelage de la membrane basale et de la matrice 

extracellulaire correspondait à l’étape irréversible, atteinte 2 jours après le début de l’involution 

chez la souris (McNally & Stein, 2017). Chez le rat, il a été défini que la lactation peut reprendre 

jusqu’à un maximum de 5 jours après le début de l’involution (Masso-Welch et al., 2000).  

Par la suite, les alvéoles se désorganisent, potentiellement dû à la pression du stroma 

dont le volume continue d’augmenter (Masso-Welch et al., 2000). Cette extension du stroma 

correspond à la re-différentiation des adipocytes, devenant ainsi plus volumineux, parallèlement 

au processus d’apoptose dans l’épithélium (Wang et al., 2018; Zwick et al., 2018). Les lobules 

sont tout de même toujours plus abondants que les adipocytes (Masso-Welch et al., 2000).  

L’involution se termine entre le 13e et le 21e jour chez le rongeur, lorsque les glandes 

mammaires ont retrouvé un état proche du stade pré-grossesse composées d’un épithélium 

simple dans un stroma contenant principalement des adipocytes, mais supplémenté de plusieurs 

structures lobulaires (Masso-Welch et al., 2000; McNally & Stein, 2017). Pour la femme, 
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l’involution est un processus plus progressif, donnant une glande mammaire plus granulaire que 

le stade pré-grossesse (Hassiotou & Geddes, 2013; McNally & Stein, 2017). La glande mammaire 

est ainsi considérée comme non-fonctionnelle jusqu’à la prochaine grossesse (Hassiotou & 

Geddes, 2013). 

Finalement, une seconde type d’involution se produit au cours de la ménopause par la 

diminution des hormones ovariennes (Hassiotou & Geddes, 2013). Elle est accompagnée d’une 

diminution du tissu granulaire mammaire et d’une augmentation du tissu adipeux (Hassiotou & 

Geddes, 2013). 

Les glandes mammaires des femelles subissent un remodelage continu au cours de leur 

vie reproductive, enchaînant des phases cycliques de prolifération et d'apoptose, mais aussi de 

fortes transformations dans le cas de grossesses et d’allaitements, le tout étant régulé finement 

par les hormones sexuelles et des facteurs de croissance. Il a été récemment proposé que les 

variations hormonales au cours de la vie d’une femme depuis les cycles menstruelles jusqu’à la 

ménopause pourraient être considérées comme un facteur de risque du cancer du sein (Xiaohui 

et al., 2020).  

1.2 Le Cancer du sein 

1.2.1 Le cancer : définition et mécanismes généraux  

Selon l’Organisation mondiale de la Santé le terme cancer est « un terme générique 

désignant un grand groupe de maladies pouvant toucher n’importe quelle partie de l’organisme. 

On parle aussi de tumeurs malignes ou de néoplasmes » (OMS, 2022). 

D’un point de vue général, le développement du cancer est divisé en trois grandes 

phases : initiation, promotion et progression (Ito et al., 1995). L’initiation correspond à la 

modification d’une cellule unique par une mutation génomique stable et transmissible aux cellules 

filles (Klaunig, 2020). Dans le cas du cancer du sein, la cellule initiée peut-être une cellule souche 

mammaire, une cellule progénitrice ou une cellule luminale progénitrice (Polyak, 2007). La 

seconde étape est la promotion, consistant en une expansion clonale sélective par une forte 

prolifération cellulaire et une absence d’apoptose, entraînant la formation d’une lésion pré-

néoplasique (Klaunig, 2020). La dernière étape est la progression, altérant les cellules par de 

multiples mutations, et entraînant ainsi l’acquisition de nouvelles compétences comme 

l’échappement au système immunitaire, aux signaux de mort cellulaire, ainsi qu’aux signaux 
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d’inhibition de croissance rendant la cellule immortelle (Hanahan & Weinberg, 2011). On parle 

alors de néoplasmes (Klaunig, 2020). 

1.2.2 La progression tumorale du cancer du sein 

Les grandes étapes de la progression du cancer du sein peuvent mener d’une lésion pré-

néoplasique à la formation de métastases dans des organes éloignés (Figure 1-5). Tout d’abord, 

on observe une multiplication anormale des cellules, qui vont envahir la lumière du canal ou du 

bourgeon alvéolaire ne laissant place qu’à des « microlumen », formant ainsi le carcinome in situ 

(Chatterjee & McCaffrey, 2014). Les cellules peuvent ensuite traverser la membrane basale pour 

envahir le stroma, devenant ainsi un cancer invasif (Chatterjee & McCaffrey, 2014). Il a été 

documenté que cette invasion nécessite une transition épithelio-mésenchymateuse (EMT) des 

cellules cancéreuses, au cours de laquelle les cellules perdent leurs propriétés épithéliales et 

acquièrent des caractéristiques de cellules mésenchymateuses, comme la capacité de migration 

et d’invasion (Polyak, 2007). Cependant, les cellules peuvent aussi envahir le stroma de façon 

collective, sans EMT  (Chatterjee & McCaffrey, 2014). Cette invasion est aussi facilitée par une 

modulation des cellules myoépithéliales, ainsi que par les signaux paracrines et autocrines issus 

du stroma (Polyak, 2007). Une fois dans le stroma, les cellules pourront atteindre la circulation 

sanguine après avoir traversé la barrière endothéliale des vaisseaux sanguins, dont le nombre 

augmente par angiogenèse au cours du développement du cancer (Melzer et al., 2017). Les 

cellules pourront sortir des vaisseaux sanguins afin de coloniser le nouveau tissu, ou organe, 

Dans le cas d’un développement de cancer au niveau d’une cellule épithéliale luminale (sous-type luminaux), plusieurs 
étapes vont s’enchaîner. Après le processus d’initiation et de promotion, le carcinome in situ va se former dans la 
lumière (lumen) du canal ou du bourgeon alvéolaire. Par le processus de transition épithelio-mésenchymateuse, les 
cellules cancéreuses vont pouvoir sortir de l’épithélium mammaire et ainsi envahir le stroma. L’étape finale est la 
colonisation de nouveaux organes par ces cellules cancéreuses du sein entraînant la formation de métastases. 

Adaptée de Isabelle Plante. 

Figure 1-5 : Schéma simplifié de la progression tumorale du cancer du sein. 
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formant ainsi des métastases, impliquant, dans certains cas, une transformation mesenchymo-

épitheliale (Liu et al., 2016; Melzer et al., 2017). Il a été montré que le profil génétique des 

métastases est similaire aux cellules du cancer invasif (Polyak, 2007).  

1.2.3 Les statistiques 

Le cancer du sein correspond à 25% des nouveaux cas de cancers chez les canadiennes 

annuellement (Société canadienne du cancer, 2021). De plus, au cours de leur vie, 1 canadienne 

sur 8 sera diagnostiquée avec un cancer du sein, et 1 sur 34 en mourra (Société canadienne du 

cancer, 2021).  

Même si l’incidence de ce cancer tend à se stabiliser depuis quelques années, en partie 

dû à un système de prévention plus performant, des campagnes de sensibilisation, des 

avancements dans les traitements, et la détection précoce dans les pays développés 

(Governement of Canada & Canadian cancer society, 2016), le cancer du sein reste une maladie 

mortelle, ayant fait 685 000 morts dans le monde en 2020 (OMS, 2022).   

1.2.4 Les sous-types de cancer du sein 

On parle souvent « du » cancer du sein, mais il en existe une multitude de catégories 

complexifiant leur compréhension et ainsi que leur traitement. En clinique, les tumeurs 

mammaires sont caractérisées en grades et stades en fonction de la transformation cellulaire 

(grade), et du nombre, de la localisation, de la dimension des tumeurs, ainsi que de la présence 

de métastases (stade). En plus de ces caractéristiques morphologiques, une nouvelle 

classification a été adoptée, depuis un peu plus d’une 15aine d’années, basée sur la signature 

moléculaire de ces tumeurs. Les sous-types principaux de cancer du sein sont présentés en ordre 

croissant de pronostic défavorable : Luminal A, Luminal B, enrichis en HER2 (Her2e), et les triples 

négatifs, comprenant les claudin-low, et les basal-like (Harbeck et al., 2019). Connaître le sous-

type de cancer permet d’avoir un pronostic plus spécifique et un traitement plus adapté.  

1.2.4.1 Les sous-types luminaux : Luminal A et Luminal B 

Ce sont des cancers dont les cellules expriment ER et PR, les rendant donc sensibles à 

ces hormones, et aux traitements hormonaux (Hon et al., 2016). Les sous-types luminaux A et B 

se distinguent par leur taux de prolifération, mais aussi par l’expression du facteur de croissance 

épidermique humain 2 (HER2 - human epiermal growth factor 2) (Kumar & Aggarwal, 2016). Les 
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tumeurs du sous-type luminal B sont positives pour HER2, ce qui veut dire que ces cellules 

expriment la protéine HER2. Elles ont également une croissance plus rapide que les tumeurs du 

sous-type luminal A, considérées comme HER2 négatif (Harbeck et al., 2019). Les cancers 

luminaux ont les pronostics les plus positifs (Hon et al., 2016). Cependant, le sous-type luminal 

B correspond à des tumeurs plus agressives que le sous-type luminal A (Kumar & Aggarwal, 

2016).  

1.2.4.2 Le sous-type HER2 

La caractéristique la plus importante de ce sous-type, comme son nom l’indique, est son 

grand nombre de copies du gène ERBB2 codant pour la protéine HER2 impliquant une 

croissance tumorale plus élevée que les cancers luminaux (Harbeck et al., 2019). Les tumeurs 

de ce sous-type aussi sont négatives pour ER et PR (Hon et al., 2016). Le pronostic de ce cancer 

est considéré comme intermédiaire, car malgré une croissance rapide, il existe des traitements 

efficaces ciblant le récepteur HER2 (Harbeck et al., 2019). 

1.2.4.3 Les cancers triples négatifs 

Les cancers triple-négatifs (TNBC) regroupent plusieurs sous-types comme les basal-like 

et les claudin-low (Harbeck et al., 2019; Kumar & Aggarwal, 2016). À la différence des autres 

sous-types de cancer, plusieurs modèles ont suggéré que les TNBC ne sont pas issus de cellules 

épithéliales, mais pouvaient provenir des cellules basales comprenant les myoépithéliales 

progénitrices et les cellules progénitrices ou des cellules bipotentes pour les basal-like ; et des 

cellules souches de la glande mammaire pour les claudin-low (Kumar & Aggarwal, 2016; Polyak, 

2007; Prat & Perou, 2009). Les tumeurs de ce sous-type sont négatives pour ER, PR et HER2. 

Les patients atteints de cette forme du cancer du sein ont le pronostic le plus défavorable, car il 

n’existe pas de traitement ciblé pour ce sous-type (Harbeck et al., 2019; Hon et al., 2016). 

1.2.5 L’influence du micro-environnement sur la santé de la glande mammaire 

Le micro-environnement des cellules épithéliales de la glande mammaire est 

indispensable au développement du réseau mammaire. Cette communication bidirectionnelle est 

cependant dérégulée dans un contexte pathologique comme le cancer du sein (Hoy et al., 2017), 

avec une composition cellulaire ainsi que des profils d’expression génique différents qu’en 

condition physiologique (Polyak, 2007).  
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1.2.5.1 Les adipocytes et les fibroblastes 

Il a été démontré que le stroma mammaire pouvait favoriser l’initiation et la progression 

du cancer du sein (Polyak, 2007). Plus spécifiquement, il a été démontré que les adipocytes 

favorisent la prolifération, la migration et l’invasion des cellules cancéreuses (Hoy et al., 2017). 

Les fibroblastes jouent aussi un rôle central dans la progression tumoral à travers la réaction 

desmoplastique, consistant à un fort remodelage de l’ECM via l’activité des MMPs (Albrengues 

et al., 2014). De plus, une augmentation du niveau de fibronectine pendant le cancer du sein 

participerait à l’EMT (Park & Schwarzbauer, 2014). Le remodelage de l’ECM pendant l’EMT serait 

aussi médié par les MMPs (Wang et al., 2017b). 

De plus, il a été suggéré, chez les femmes obèses, qu’une production supérieure 

d’aromatase dans l’excès de tissue adipeux mammaire augmenterait la conversion locale de 

l’androgène en œstrogène par l’aromatase, stimulant la prolifération des cellules cancéreuses 

sensibles à cette hormone (Hoy et al., 2017). Cette augmentation de l’aromatase est stimulée par 

la prostaglandine E2 (PGE2) qui est associé à la mise en place d’un environnement pro-

inflammatoire (Wang et al., 2015). Ainsi, une femme obèse aurait un risque plus élevé de 

développer un cancer du sein (Burks et al., 2017). 

Finalement, afin de permettre leur croissance rapide, les tumeurs nécessitent 

énormément d’énergie facilement accessible. Elles vont alors puiser dans leur micro-

environnement par des mécanismes d’autophagie, de glycolyse et de lipolyse afin de générer des 

substrats tels que les acides gras (Hoy et al., 2017). Les adipocytes jouent ainsi un rôle nutritif 

par transfert de substrats vers les cellules cancéreuses, mais pourraient aussi avoir un rôle de 

modulation du métabolisme tumoral, tout comme les fibroblastes (Hoy et al., 2017).  

1.2.5.2 Les cellules immunitaires 

La réaction inflammatoire est une des premières réactions du stroma au développement 

de cancer (Polyak, 2007). Les macrophages participeraient à la promotion de l’angiogenèse et à 

l’invasion, mais aussi à la propagation des métastases (Hoy et al., 2017; Polyak, 2007). De plus, 

l’élimination des macrophages du stroma amène une diminution de la progression du cancer du 

sein, pouvant être une cible thérapeutique intéressante selon les auteurs (Polyak, 2007). La 

présence des leucocytes dans le micro-environnement varie en fonction du sous-type de cancer. 

En effet, la réaction immunitaire est plus forte dans les TNBC et les cancers HER2 que pour les 

sous-types luminaux (Harbeck et al., 2019; Lehmann et al., 2016). De façon intéressante, dans 
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les phases précoces du cancer du sein, la réponse immunitaire est antitumorale alors qu’elle est 

pro-tumorale au cours des phases d’invasives (Harbeck et al., 2019).  

1.2.6 L’influence de l’environnement 

Depuis de nombreuses années, l’influence de facteurs environnementaux externes sur 

l’initiation et le développement des cancers a été pointée du doigt, et a été récemment définie 

comme responsable de 80 à 90% des tumeurs malignes (Lewandowska et al., 2019). Pour les 

cancers du sein, il a été démontré que les facteurs de risques héréditaires correspondaient à 

seulement 27% des cas (Lewandowska et al., 2019). 

Ainsi la majorité des cas de cancer du sein serait liée aux habitudes de vie, comme le 

tabac, l’alcool, l’absence d’activité physique et le régime alimentaire, mais aussi à l’exposition aux 

polluants environnementaux (Dumalaon-Canaria et al., 2014). En effet, depuis des dizaines 

d’années, plusieurs composés de notre quotidien ont été décrits comme des facteurs de risques 

pour le développement du cancer du sein. Il s’agit, entre autres, des plastifiants (bisphénol A et 

phtalates), des agents de conservation (parabènes), des retardateurs de flammes, ainsi que 

certains pesticides (Gray et al., 2017). Le point commun de tous ces composés est leur 

classification comme perturbateurs endocriniens (PEs).  

1.3 Les perturbateurs endocriniens et leurs effets sur la santé humaine 

Selon l’OMS : « Les perturbateurs endocriniens sont des substances chimiques d’origine 

naturelle ou artificielle étrangères à l’organisme qui peuvent interférer avec le fonctionnement du 

système endocrinien et induire ainsi des effets délétères sur celui-ci ou sur ses descendants ». 

1.3.1 Généralités 

La toxicologie traditionnelle répond au dogme édicté par Paracelse « tout est poison, rien 

n’est poison : c’est la dose qui fait le poison » et dont la courbe dose-réponse est monotonique. 

À l’opposé, les PEs agissent souvent à faibles doses avec une courbe dose-réponse non-

monotonique (ANSES, 2019; Del Pup et al., 2015). En effet, ces composés peuvent avoir leurs 

effets maximaux à des concentrations très basses, similaires aux concentrations des hormones 

circulantes, alors que des concentrations supérieures pourront avoir des effets moindres ou 

différents (ANSES, 2019). Cet effet s’explique, entre autres, par un nombre de récepteurs limités, 

entraînant la saturation du signal, induisant une absence de réponse supplémentaire au niveau 

de ces récepteurs à de plus fortes doses (World Health Organization & United nations 
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environment programme, 2012). De plus, de fortes doses engendreraient des mécanismes liés à 

la toxicité dans les cellules et organismes, alors que de faibles doses engendreraient des 

mécanismes liés aux réponses endocrines. 

Plusieurs mécanismes d’action des PEs ont été identifiés (ANSES, 2019; Kabir et al., 

2015; La Merrill et al., 2020), comprenant, entre autres : 

• Des propriétés agonistes, induisant une réponse similaire à l’hormone naturelle par 

fixation sur ses récepteurs, 

• Des propriétés antagonistes, en se fixant sur les récepteurs hormonaux empêchant ainsi 

la liaison avec l’hormone endogène, 

• Interférence dans la production ou élimination de l’hormone endogène ou de ses 

récepteurs, 

• Interférence avec le transport de l’hormone endogène. 

Les mécanismes moléculaires des PEs au niveau des récepteurs nucléaires ont été 

étudiés au cours des dernières années et synthétisés dans une récente revue (Toporova & 

Balaguer, 2020). Les composés agonistes sont capables de se fixer sur les récepteurs telles que 

ER, PR et AR, induisant un changement de conformation de ceux-ci, libérant leurs protéines 

chaperonnes permettant leur dimérisation et leur fixation sur l’élément de réponse associé dans 

l’ADN dans le promoteur de leurs gènes cibles, induisant ainsi leur transcription (Toporova & 

Balaguer, 2020). 

1.3.2 Les réglementations 

Le mode d’action des PEs, diamétralement opposé aux toxiques conventionnels, force 

actuellement les organismes réglementaires à repenser leurs méthodes de détermination de seuil 

de tolérance et d’acceptabilité de ces composés, aussi bien sur les animaux que chez les humains 

(ANSES, 2019). L’Union européenne a mis en place le règlement REACH en 2006, permettant 

d’encadrer la commercialisation de substances ayant des effets cancérogènes, mutagènes, 

reprotoxiques et ayant des capacités de bioaccumulation ou des propriétés de PEs (European 

Chemical Agency et al., 2018). La France a été un des pays précurseurs en santé publique en 

appliquant, dès 2012, le principe de précaution concernant l’utilisation de plusieurs PEs, et en 

mettant en place la première stratégie nationale sur les PEs (SNPE1). En 2021, l’agence 

nationale française de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail 

(ANSES) a publié une liste de 906 substances à surveiller pour leurs potentielles propriétés de 
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PEs, tout en proposant une classification des PEs, soient avérés, présumés ou suspectés, dans 

le cadre d’une stratégie nationale sur les PEs appelée SNPE2. La France participe aussi à la 

stratégie européenne sur les produits chimiques afin de réglementer l’utilisation des substances 

à propriétés de PEs des produits du quotidien, ainsi que d’obliger l’identification de la présence 

de ces composés sur l’étiquette des produits, et ce, d’ici la fin 2022 (European Commission, 

2020).  

Au Canada, la seule législation actuellement en vigueur est la Loi canadienne sur la 

protection de l’environnement datant de 1999, dont la compréhension des PEs ne reflète pas les 

connaissances actuelles. Ainsi, le gouvernement a amorcé en 2018 un travail sur la prévention 

de la pollution et les substances chimiques (Environnement et Changement climatique Canada, 

2018), mais c’est en 2021 que le projet de loi S-5 pour une meilleure protection face aux PEs a 

été initié  (Environnement et Changement climatique Canada, 2021), et devrait être finalisé d’ici 

la fin 2022 (Environnement et Changement climatique Canada, 2022). 

1.3.3 Les interférences sur la santé 

L’exposition aux PEs est délétère pour le règne animal, incluant l’humain, pouvant 

entraîner des pathologies lourdes et mortelles comme le cancer (Yilmaz et al., 2020). Parmi eux, 

les PEs lipophiles sont particulièrement dangereux pour la santé due à leur propriété de 

bioaccumulation (Yilmaz et al., 2020), se stockant dans les tissus graisseux pour une certaine 

période et se libérant dans le cas d’une élimination du tissu par, entre autres, une perte de poids. 

Ces composés font partie de la catégorie des polluants organiques persistants dont font partie 

les dioxines (Del Pup et al., 2015).  

1.3.3.1 L’impact sur la reproduction 

Par leur capacité à altérer le système endocrinien, une grande majorité des impacts des 

PEs sont observés au niveau des appareils reproducteurs femelle et mâle. C’est dans les années 

1990 que les premières études ont associé les PEs à des anomalies chez la faune, comme un 

changement de sexe chez les vertébrés marins (Cooper & Kavlock, 1997). Depuis, le nombre 

d’études sur l’implication des PEs dans des anomalies de la reproduction n’a cessé d’augmenter 

pour se chiffrer autour de 450 articles par année sur le sujet depuis 2018. Cette toxicité 

reproductive comprend aussi bien des altérations et pathologies au niveau des organes 

reproducteurs primaires et secondaires, que du ratio mâle/femelle à la naissance (Yilmaz et al., 

2020). 
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La santé reproductive englobe aussi la santé des glandes mammaires qui sont très 

sensibles aux PEs, de par la présence de récepteurs hormonaux, tels que PR et ER, au cours du 

développement. Ainsi, il a été suggéré un lien de causalité entre une exposition aux PEs et la 

formation de lésions précancéreuses dans le cas de cancers hormono-dépendants (Rochefort, 

2017). De plus, le micro-environnement tumoral, en particulier les cellules souches 

mésenchymateuses, peut aussi être la cible des PEs, influençant la tumorigènes et la progression 

cancéreuse à travers de signaux paracrine (Burks et al., 2017). Par exemple, il a été montré que 

le bisphénol A (BPA) augmentait le collagène entre les canaux mammaires, ce qui a été associé 

à une augmentation de la tumorigenèse (Burks et al., 2017).  

Les conséquences de ces PEs peuvent varier en fonction de la période de vie de 

l’exposition. Des risques élevés de pathologies, comme le cancer, sont associés à une exposition 

pendant la vie fœtale (Plante et al., 2022). 

1.3.3.2 L’origine développementale de la santé et des maladies 

Il a maintenant été établi, après 30 années de recherches, qu’une exposition 

environnementale à des composés chimiques tels que les PEs, durant les stades précoces du 

développement d’un individu, peut impacter sa santé à long terme et participer au déclenchement 

de pathologies, comme le cancer, selon le concept de la DOHaD (Developmental Origin of Health 

and Diseases) (Haugen et al., 2015; Lucaccioni et al., 2021).  

Plusieurs phases du développement ont été définies comme ayant une sensibilité accrue 

aux PEs, comme les périodes de la préconception, le développement fœtal et la période 

périnatale (Gomez-Roig et al., 2021; Yilmaz et al., 2020). La vulnérabilité chez le fœtus et le 

nouveau-né est explicable, entre autres, par l’immaturité du système de détoxification du foie des 

nourrissons (Ginsberg et al., 2016; Lucaccioni et al., 2021), la mise en place des organes 

(Gomez-Roig et al., 2021) et en particulier des gonades (Jazwiec & Sloboda, 2019), mais aussi 

par la présence de nombreux récepteurs hormonaux avant la présence des hormones endogènes 

dans le cas de la glande mammaire (Hovey et al., 2002; Howard & Gusterson, 2000). Il a été 

démontré qu’une grande partie des polluants environnementaux sont capables de traverser le 

placenta, exposant ainsi le fœtus, et sont détectables dans le lait maternel, exposant le nouveau-

né (Gomez-Roig et al., 2021). 

Dans le cas de la glande mammaire, la gestation et la période périnatale ont été identifiées 

comme des fenêtres de sensibilité aux PEs (Fenton, 2006). Deux revues de la littérature ont, 
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entre autres, recensé plusieurs études démontrant qu’une exposition fœtale à des PEs peut 

induire une altération de l’épithélium mammaire et une maturation précoce du stroma, pouvant 

mener à une augmentation du risque de cancer du sein à l’âge adulte (Brisken & Ataca, 2015b; 

Burks et al., 2017). L’une des premières crises sanitaires appuyant le principe de la DOHaD pour 

les glandes mammaires est le cas du diéthylstilbestrol (DES), un composé estrogénique. Entre 

les années 1940 et 1970, le DES a été prescrit massivement à des femmes enceintes pour 

diminuer le risque de fausses couches. Des années plus tard, cette exposition a été associée à 

une augmentation du risque de cancer du sein pour les mères, mais également pour leurs filles 

exposées in utero, lorsque celles-ci ont atteint l’âge de 40 ans (Burks et al., 2017). De façon 

similaire, il a été démontré qu’une exposition fœtale ou périnatale au BPA, à la dioxine, aux 

pesticides organochlorés, aux retardateurs de flammes bromés, mais aussi aux phtalates 

pouvaient altérer le développement de la glande mammaire et/ou augmenter les risques de 

cancer du sein chez les rongeurs et/ou les femmes (Brisken & Ataca, 2015b; Burks et al., 2017; 

Fenton et al., 2012; Gouesse et al., 2021; Plante et al., 2022; Rodgers et al., 2018). 

1.3.3.3 La modulation du métabolisme des lipides 

Il a aussi été montré que les PEs pouvaient avoir des effets obésogènes, se caractérisant 

par une augmentation de l’adipogenèse et l’accumulation lipidique, altérant ainsi l’homéostasie 

énergétique (Yilmaz et al., 2020). Par exemple, il a été démontré que le BPA, le DES et la 

genistéine avaient des propriétés obésogènes, tel que démontrés par une augmentation du 

nombre d’adipocytes et de la capacité de stockage du gras (Burks et al., 2017). De plus, il a été 

montré que le BPA était capable d’augmenter le poids des tissus adipeux en plus d’augmenter 

l’expression de marqueurs adipogéniques comme C/EBP, LPL et PPAR (Burks et al., 2017). 

Une exposition in vitro de préadipocytes au BPA, ou son plastifiant de remplacement, le bisphénol 

S (BPS), induisent une activité oestrogénique et une augmentation de marqueurs adipogéniques 

(Burks et al., 2017; Plante et al., 2022). Bien que, à notre connaissance, aucune étude n’a regardé 

les effets des PEs sur le stroma des glandes mammaires, ces études suggèrent qu’une exposition 

à des PEs pourrait déréguler son développement et/ou ses fonctions.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
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1.4 Les plastifiants 

1.4.1 Généralités 

Le premier composé plastique a été inventé au XIXème siècle, et depuis des décennies, 

l’industrie chimique n’a pas cessé d’élargir la diversité de ces polymères afin de répondre aux 

besoins du marché et de diminuer les coûts de production. Ils sont présents dans notre maison, 

dans les jeux de nos enfants, dans nos ordinateurs, dans notre réfrigérateur, nos vêtements, mais 

aussi dans le matériel médical. Les plastifiants sont des composés ajoutés aux plastiques pour 

réduire leur dureté et leur densité, tout en le rendant plus flexible. Ils représentaient un tier des 

adjuvants consommés dans les années 2000 (Rahman & Brazel, 2004), mais jusqu’à 50% en 

2013 aux États-Unis (Wypych, 2017).  

 

De par leurs propriétés physico-chimiques et leurs liaisons secondaires avec les 

polymères de plastique, les plastifiants permettent de (Czogala et al., 2021; Rahman & Brazel, 

2004) : 

• Réduire l’interaction des chaînes de polymère au sein du maillage tridimensionnel que 

forme le plastique ; 

• Lubrifier les chaînes de polymères leur permettant de bouger ; 

• Augmenter l’espace entre les chaînes de polymères facilitant leur déplacement. 

 

Il existe deux catégories de plastifiants (Rahman & Brazel, 2004): 

• Les internes : les plastifiants sont totalement intégrés aux plastiques par des liaisons 

covalentes. Cela entraîne des problèmes de stabilité du composé à fortes températures. 

Ils n’ont cependant pas les meilleures propriétés plastifiantes (Czogala et al., 2021). 

• Les externes : ces plastifiants ne sont pas liés de façon covalente aux polymères, 

entraînant leurs retraits du plastique par évaporation, migration ou extraction. Ils sont 

aussi altérés par la température, mais de façon moins sensible que les internes.  

L’exposition humaine aux plastifiants externes est plus élevée puisqu’ils se libèrent plus 

facilement de la matrice, entraînant des expositions à ces plastifiants par plusieurs façons. Cela 

peut intervenir lors de la fabrication de celui-ci ou lors de leurs utilisations, par relargage 

(leaching), migration et évaporation (Rahman & Brazel, 2004). Dans la majorité des plastiques 
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actuels, tels que le chlorure de polyvinyle (PVC), il est courant de trouver plusieurs plastifiants 

dans le même plastique impliquant la présence de plastifiants externes en plus de la présence 

de plastifiants internes. 

1.4.2 Le phtalate de diéthylhexyle, le DEHP 

1.4.2.1 La famille des phtalates 

Les phtalates représentaient 75% du marché des plastifiants en 2006 (Markarian, 2007). 

On les retrouve aussi bien dans les voitures, le matériel électronique, les produits d’étanchéité et 

les adhésifs, les planchers en PVC, les jeux pour enfants et les contenants alimentaires, que 

dans les produits médicaux comme les poches de sang et les cathéters (Tableau 1-1) (Del Pup 

et al., 2016; Lagerberg et al., 2015; Shu et al., 2019; Wypych, 2017).  

La courte chaîne des phtalates leur permet d’être mélangés rapidement lors de la 

fabrication des plastiques. Cependant, leurs liaisons non-covalentes vont induire leur relargage 

plus ou moins rapidement du plastique, dépendamment des contraintes que celui-ci va subir, par 

exemple lors d’une augmentation de la température (Zhang & Chen, 2014). En effet, il a été 

montré que plusieurs phtalates, dont le DEHP, pouvaient être détectés dans l’eau d’une bouteille 

en PET 44 jours après l’embouteillage, et que ce relargage augmentait majoritairement avec le 

temps, mais aussi avec la température de stockage (Keresztes et al., 2013). De façon 

intéressante, la quantité de phtalates, dont le DEHP, relarguée par les bouteilles en PET est 

augmentée dans le cas de PET recyclé (Mukhopadhyay et al., 2022). C’est aussi le cas pour les 

distributeurs d’aliments pour bébé (baby feeder), où le relargage de la plupart des phtalates est 

augmenté par les traitements thermiques (Surhio et al., 2017). 
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Tableau 1-1 : Présence de phtalates en fonction du type de plastiques 

Nº  
Types de 

plastique 
Utilisations Phtalates Références 

1 Polyéthylène 

téréphtalate 

(PET) 

Bouteilles d’eau, de soda, d’huile de 

cuisson, de condiments (type 

ketchup), sacs de cuisson, barquettes 

alimentaires 

DEP, DMP, 

DBP, DEHP 

DiBP, DBP, 

BBP, DEHP 

(Montuori et al., 

2008) 

(Keresztes et al., 

2013) 

2 Polyéthylène 

haute densité 

(PEHD) 

Bouteilles de lait, jus, détergents, gels 

douche et sacs d’épicerie jetables  

  

3  Chlorure de 

polyvinyle 

(PVC) 

Jeux pour enfants, planchers en 

vinyle, pellicules alimentaires, matériel 

médical 

DEHP, DnBP, 

DMP, BBP, 

DnOP,  

(Andjelkovic et al., 

2021) 

4 Polyéthylène 

basse densité 

(PEBD) 

Sacs de congélation, poubelles, 

sachets d’eau (Inde), poches zippées 

alimentaires, pellicules intérieures des 

contenants Tétrapack® 

DEP, DEHP, 

BBP, DnOP 

(Mukhopadhyay et 

al., 2022) 

5 Polypropylène 

(PP) 

Biberons, gourdes souples pour le 

sport, pots de yogourt, planches à 

découper en plastique, masques de 

procédure, serviettes hygiéniques et 

tampons 

DEHP, DEP, 

DiBP, BBP, 

DnOP 

DEP 

(Vimalkumar et al., 

2022) 

 

(Paiva et al., 2021) 

6 Polystyrène 

(PS) 

Vaisselles jetables en plastique, 

tasses et couvercles à café jetables, 

barquettes de viande et poisson 

  

7 Polycarbonate, 

résine 

époxydes, 

téflon (PTFE), 

mélanine, 

caoutchoucs 

Surface plastique des boîtes de 

conserve, bombons d’eau, casseroles 

et moules de cuisson, tétines et suces 

pour bébés 

PTFE : DEHP, 

DiBP et DBP 

(Bradley et al., 2007) 

 

 

Phtalate de diethylhexyle (DEHP), phtalate de diéthyle (DEP), phtalate de diisobutyle (DiBP), phtalate de di-n-
butyle (DBP), phtalate de diméthyle (DMP) et phtalate de benzyle et de butyle (BBP). 
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1.4.2.2 Le DEHP, le principal phtalate  

Le DEHP a été le plus médiatisé et le plus étudié des phtalates, étant le sujet principal de 

3 962 articles sur Pubmed (recherche « DEHP [Title/Abstract] ») sur les 4 256 résultats obtenus 

pour la recherche « phthaltes [Title/Abstract] ». De plus, le DEHP est considéré comme le plus 

grand contaminant de la famille des phtalates avec des concentrations pouvant atteindre jusqu’à 

600 ppm dans les produits cosmétiques, comme les parfums (Kim et al., 2020), jusqu’à 3 µg/L 

dans les bouteilles d’eau (Keresztes et al., 2013),  jusqu’à 7,7 µg/g dans les masques de 

procédures (Vimalkumar et al., 2022) et dans les produits alimentaires, avec un maximum détecté 

de 19,8 mg/kg de DEHP dans de l’huile de noix (Garcia-Fabila et al., 2020; Park et al., 2019). 

Cette présence entraîne une exposition universelle, dont les taux de phtalates maximum pour le 

DEHP ou ses métabolites sont retrouvés dans l’urine de femmes pendant la grossesse et après 

l’accouchement (Fisher et al., 2019) et d’enfants de 6 à 11 ans (Schwedler et al., 2017), mais 

aussi dans le lait maternel (Hogberg et al., 2008). 

1.4.2.3 Le relargage du DEHP 

Le relargage du DEHP est d’autant plus fort lorsque la température est élevée et que le 

plastique est en contact avec des éléments lipophiles (Lawson-Wood, 2016). Ainsi ce phénomène 

est particulièrement problématique pour le DEHP, car il est contenu dans un grand nombre de 

plastiques à usage médical. La présence de DEHP a été mesurée dans des perfusions 

d’émulsion lipidique (20%) à des concentrations pouvant atteindre 592 µg/mL (Loff et al., 2002). 

L’exposition au DEHP dans les services de néonatalogies comprend aussi un relargage de ces 

composés du plastique présent dans les systèmes de respiration artificiels (Jenkins et al., 2021). 

1.4.2.4 L’exposition environnementale 

Le DEHP, ainsi que les autres phtalates sont des polluants organiques ubiquitaires 

représentant un risque pour l’environnement (Baloyi et al., 2021). Le DEHP a été détecté dans 

les eaux stagnantes ou des rivières en France, en Iran, en Uganda, en Inde et en Chine (Baloyi 

et al., 2021), ainsi que dans l’eau de pluie et/ou des sédiments au Japon, au Canada et aux États-

Unis (Erythropel et al., 2014). Le DEHP, ou son métabolite principal ont été retrouvés dans les 

animaux marins comme les poissons, les mollusques, et les crevettes (Hart et al., 2020), ainsi 

que des mammifères marins tels que la baleine bleue et le rorqual commun (Routti et al., 2021). 
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Malheureusement, il a aussi été montré que les phtalates, et en particulier le DEHP, pouvaient 

avoir une action de PEs sur ces organismes aquatiques (Baloyi et al., 2021). 

1.4.2.5 L’exposition humaine  

Le DEHP et ses métabolites sont des grands contaminants de notre alimentation. Le pain 

est considéré comme la plus grande source alimentaire de DEHP pour les enfants et les adultes 

dans une étude belge (Sioen et al., 2012a), mais il est aussi retrouvé dans le café en capsule 

(maximum de 13.12 µg/L) (Di Bella et al., 2014), et les aliments riches en lipides (Kappenstein et 

al., 2012), comme la margarine (moyenne de 32 µg/L) (Sidlovska et al., 2017). L’humain est aussi 

exposé au DEHP par voie dermique via les vêtements en coton (Li et al., 2019), les serviettes 

hygiéniques, protège-slips et tampons (Gao & Kannan, 2020), mais aussi les couches pour bébés 

(Park et al., 2019).   

Ainsi l’exposition générale moyenne a été estimée dans les pays développés à 2 

mg/jour/individu, mais cette moyenne est augmentée lors d’un traitement en milieu hospitalier 

(Del Pup et al., 2016). En effet, il a été montré qu’une transfusion sanguine d’un patient en service 

de traumatologie induisait à elle seule une exposition de 8.5 mg/kg/jour (U.S. Food and Drug 

Administration, 2001). Plusieurs études dans les années 80 ont mesuré en moyenne entre 50 et 

200 µg de DEHP/ml dans les poches en PVC de plasma (U.S. Food and Drug Administration, 

2001). Une étude récente a déterminé que 100% des 66 types de masques de procédures testés 

contenaient du DEHP avec une concentration maximale à 7.67 µg/g, augmentant ainsi 

l’exposition humaine mondiale depuis le début de la pandémie (Vimalkumar et al., 2022).  

La population la plus en contact avec le DEHP est les nourrissons prématurés par leur 

environnement de PVC : sonde gastrique, intubation respiratoire et perfusion sanguine (Rahman 

& Brazel, 2004). Il a été montré qu’un prématuré de 2 kg pouvait recevoir un peu plus de 16 mg 

de DEHP en 24h via sa perfusion nutritive (Rahman & Brazel, 2004), pour une estimation 

journalière maximale supérieure à 10 mg/kg de poids corporels (Loff et al., 2002). Une étude plus 

récente définit la moyenne d’exposition des prématurés en néonatalogie à 2 mg/kg/jour (Jenkins 

et al., 2021).  
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1.4.2.6 La toxicocinétique 

a. L’absorption 

L’absorption quotidienne du DEHP se fait majoritairement par voie orale par sa présence 

dans les aliments et l’eau et l’ingestion des poussières de maison. Pour les enfants en bas âge, 

l’absorption par voies respiratoires est 5 fois supérieure à celle des adultes, et leur exposition est 

augmentée par la mise à la bouche de leurs jouets (Agency for Toxic Substances and Disease 

Registry, 2022; Ginsberg et al., 2016; Weiss et al., 2018). Dans une revue de la littérature, il a 

été reporté que 30% d’une dose orale est absorbée par l’organisme des rongeurs, tout comme 

certaines espèces de primates, et cette absorption peut augmenter chez un organisme immature 

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). Chez l’humain, il a été estimé que 

70% d’une dose ingérée par voie orale sera absorbée dans l’organisme (Koch et al., 2005). 

L’exposition dermique, entre autres par les cosmétiques (Kim et al., 2020; Koniecki et al., 2011), 

est également une source non négligeable de DEHP (Ginsberg et al., 2016; Hopf et al., 2014). 

Peu d’études se sont intéressées à la voie respiratoire, malgré une présence du DEHP dans l’air 

(Quintana-Belmares et al., 2018). La quantité de DEHP absorbé peut être plus importante dans 

le cas d’expositions liées en milieu de travail tel que les ongleries (Frery et al., 2020; Hines et al., 

2011). 

b. La distribution 

Chez l’humain, le DEHP a été détecté dans le sérum et l’urine (Pinguet et al., 2019; Wang 

et al., 2019), mais aussi dans le gras abdominal (Jaeger & Rubin, 1970). Chez le rongeur, une 

revue de la littérature de l’ATSDR rapporte que le DEHP est détectable dans le foie, l’intestin, les 

reins, les muscles et le gras, mais aussi dans le poumon dans le cas d’une absorption respiratoire, 

4h après une exposition orale, dermique ou respiratoire à du DEHP marqué ([14C]-DEHP) 

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). Lors d’une exposition intraveineuse, 

le DEHP a été retrouvé une heure plus tard dans le foie, l’intestin, les muscles, le tissu adipeux 

et la vessie, par ordre décroissant de proportion (Tanaka et al., 1975). Il a aussi démontré que 

l’élimination du DEHP dans le gras était un processus plus lent que pour les autres tissus, car 

après 168h, le DEHP est majoritairement détecté dans le tissu adipeux (Tanaka et al., 1975). 

Cependant, cette distribution semble varier en fonction de l’âge de l’individu lors de l’exposition 

(Kurata et al., 2012). 

Une exposition au DEHP lors de la grossesse induit également une exposition du fœtus. 

En effet le DEHP a la capacité de traverser le placenta (Mose et al., 2007) et a été détecté dans 
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le sang de cordon chez l’humain (Latini et al., 2003). Une exposition orale de rats gestantes au 

DEHP a entraîné sa détection ou celle de son métabolite primaire dans le liquide amiotique et le 

placenta (Calafat et al., 2006; Stroheker et al., 2006), mais aussi dans le foie et les reins fœtaux, 

24h après l’exposition, avec une concentration supérieure dans le sang du fœtus 

comparativement à celui de la mère (Kurata et al., 2012). Pour finir, l’exposition maternelle au 

DEHP est transmise au nourrisson lors de l’allaitement. En effet, le DEHP a été détecté dans le 

lait maternel chez l’humain (Frederiksen et al., 2007; Ginsberg et al., 2016; Wang et al., 2019; 

Zhu  et al., 2006).  

c. Le métabolisme 

Le DEHP a une demi-vie courte et sa présence concorde avec une exposition récente 

(Ginsberg et al., 2016). Une fois dans l’organisme, le DEHP va subir sa première transformation 

pour former son métabolite primaire, soit une hydrolyse en phtalate de mono-ethylhexyle (MEHP; 

Figure 1-6), qui sera plus facilement absorbable par l’organisme, et tout particulièrement au 

niveau du petit intestin (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). Cette 

transformation enzymatique a été observée dans le foie, le pancréas, l’intestin, les poumons, les 

testicules, la peau et le plasma (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). Il a 

été démontré que le maximum de capacité enzymatique (Vmax) de l’hydrolase dans les 

microsomes de foie était similaire entre l’humain et le rat, mais que la constante de Michaelis-

Menten (Km) était deux fois plus forte chez l’humain, indiquant une moins bonne affinité chez 

l’humain que chez le rat (Ito et al., 2014; Ito et al., 2005).  

Le MEHP est ensuite métabolisé par une série d’oxydation entraînant la formation de 

phtalate de mono-(2-ethyle-5-hydroxy-hexyle) (MEHHP ou 5OH-mEHP), de phtalate de mono-

(2-ethyle-5-carboxy-pentyle) (MECPP ou 5cx-MEPP), de phtalate de mono-(2-ethyle-5-oxy-

hexyle) (MEOHP ou 5oxo-MEHP) (5cx-mEPP) ainsi que de phtalate de mono-(2-carboxymethyle-

hexyle) (MCMHP ou 2cx-MMHP) (Frederiksen et al., 2007; Huang et al., 2021). Les proportions 

de ces métabolites peuvent varier au cours de la grossesse chez la femme (Zhao et al., 2018). 
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d. L’élimination 

La demi-vie d’élimination du DEHP et du MEHP varie en fonction du type d’exposition 

(oral/intraveineuse), l’espèce, et le fluide analysé, selon les données recueillies par l’ATSDR 

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). 

Chez les rongeurs et les primates, suite à une exposition orale, les métabolites primaires 

ou secondaires du DEHP ont été retrouvés dans les urines et, dans une proportion plus 

importante, dans les selles chez le ouistiti (Daniel & Bratt, 1974; Kurata et al., 2012). Chez 

l’humain, les métabolites du DEHP ont été détectés dans les urines de la population générale 

(Barr et al., 2003; Wang et al., 2019), et de façon plus importante pour les enfants en bas âge 

(Schwedler et al., 2017), mais aussi dans l’urine de femmes enceintes (Lee et al., 2020; Martinez 

Figure 1-6 : Profil de métabolisation du DEHP 

Issue de (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). 
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et al., 2020a). Le DEHP a été aussi détecté dans la transpiration humaine, et dans 60% des cas 

cette détection n’était pas observée dans le sérum des mêmes individus (Genuis et al., 2012) 

1.4.2.7 Les impacts sur la santé 

L’exposition humaine chronique au DEHP est d’autant plus préoccupante que ce composé 

a été classé en 1980 comme potentiellement cancérigène pour l’humain (Rahman & Brazel, 

2004), et a été défini comme un PE pour son impact sur les glandes endocrines des mâles et 

femelles, en particulier via des expositions in utéro et périnatales (Delbes et al., 2022; Hlisnikova 

et al., 2020; Lucaccioni et al., 2021; Marlatt et al., 2022; Nardelli et al., 2015b; Plante et al., 2022; 

Radke et al., 2019; Repouskou et al., 2021; Sedha et al., 2021). 

Une revue de la littérature a rapporté qu’une exposition de rats femelles au DEHP pendant 

la gestation induisait une diminution du niveau de testostérone des ratons mâles et de l’estradiol 

chez les femelles à PND60 (Martinez-Arguelles et al., 2013). De plus, une exposition au DEHP 

pendant la gestation et la lactation entraînerait une diminution de la distance anogénitale, ainsi 

qu’une augmentation de l’incidence des hémorragies testiculaires chez les ratons mâles (Nardelli 

et al., 2017), alors qu’une exposition au DEHP ou au MEHP diminuerait les niveaux d’estradiol et 

de progestérone chez les femelles (Hlisnikova et al., 2020). De plus, les altérations du système 

reproducteur femelle suite à l’exposition au DEHP ne se limitent pas uniquement à la génération 

exposée, mais peuvent affecter la génération F3, démontrant un impact transgénérationnel du 

DEHP (Pocar et al., 2017a). Chez l’humain, la présence des métabolites du DEHP dans l’urine 

de femmes enceintes a été associée à des avortements spontanés (Radke et al., 2019) et des 

naissances prématurées (Kahn et al., 2020). Chez de jeunes filles, une exposition au DEHP 

pendant la vie in utéro, mesuré par le dosage de MEHP dans l’urine maternelle, a été associée à 

une apparition précoce de poils pubiens (Watkins et al., 2014). 

Des effets ont aussi été observés au niveau de la glande mammaire. Il a été montré qu’un 

traitement in vitro au DEHP (10 et 100 µM) induisait une augmentation de la prolifération des 

cellules isolées de la glande mammaire de souris gestantes (Li et al., 2015). De plus, il a été 

démontré qu’une exposition au DEHP dans des lignées cancéreuses du sein entraînait leur 

prolifération cellulaire par augmentation de l’expression des récepteurs ER (Chen & Chien, 

2014) et favorisait le processus d’invasion (Zhang et al., 2016). Une récente étude a montré une 

association entre la présence de métabolites primaires et secondaires du DEHP dans l’urine de 
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femme et le risque de cancer du sein de façon dépendante de l’ethnie et du statut hormonal (Wu 

et al., 2021). 

1.4.2.8 La réglementation 

Au Canada, le DEHP (CAS 117-81-7) a été évalué en 1994 dans le « Programme 

d’évaluation des substances d’intérêt prioritaire » ; le rapport a conclu qu’il représentait un risque 

pour la santé. La dose journalière acceptable (TDI) a été établie à 50 µg/kg/jour et la valeur de 

référence (RfD) à 20 µg/kg/jour (Giovanoulis et al., 2018b), rendant l’exposition des prématurés, 

entre 2 et 10 mg/kg/jour (décrite dans la section 1.4.2.5), alarmante. En 2009, le DEHP a été 

ajouté à la liste des ingrédients interdits dans les produits cosmétiques, conformément à l’article 

16 de la Loi sur les aliments et drogues. En 2011, la concentration de DEHP a été limitée à 0.1% 

du poids des produits de puériculture. Cependant, le Canada a conclu en 2008 que « les 

expositions par voie alimentaire ne représentent pas un risque pour la santé humaine ». Le 

DEHP, ainsi que 13 autres phtalates ont été inclus dans la Loi canadienne sur la protection de 

l’environnement (1999), avec comme objectif de limiter la présence du DEHP à 0.1% de la masse 

du produit final (Santé Canada & Environnement et Changement climatique Canada, 2020). Ce 

projet n’a pas été appliqué au moment du dépôt final de cette thèse, car les commentaires du 

public sont ouverts jusqu’en décembre 2022. Actuellement les phtalates ne font pas parti de la 

liste des substances toxiques interdites au Canada (Gouvernement du Canada, 2012). 

En comparaison, en Europe, la limitation de 0.1% du poids du produit pour le DEHP, le 

DBP, le BBP et le DIBP dans les objets de puériculture ont été mis en vigueur en 2000 (European 

Commission, 1999). En 2018, un nouvel amendement a été adopté, limitant la présence des 

quatre mêmes phtalates à 0.1% du poids du produit, individuellement ou en combinaison, dans  

tous les produits en plastiques (European Commission, 2018). La mise en place de cette 

réglementation a rapidement impacté l’industrie du matériel médical. En effet, en 2015 le 

pourcentage en masse de DEHP était de 28% dans les cathéters (Bernard et al., 2015), alors 

qu’il était de 0.25% en 2018 (Bernard et al., 2018a). 

1.4.3 L’acide 1,2-cyclohexane dicarboxylique de diisononyle, le DINCH 

Étant donné son risque pour la santé humaine et l’exposition quotidienne que nous 

subissons, le DEHP est un vrai enjeu de santé publique. Ainsi, afin de réduire notre exposition, 

mais surtout de se conformer aux nouvelles réglementations en vigueur, les industriels ont créé 

des plastifiants de remplacement du DEHP.  
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Une des alternatives, l’ester d’acide 1,2-cyclohexane dicarboxylique de diisononyle, 

connu sous l’appellation commerciale Hexamoll® DINCH, a été mis sur le marché par la 

compagnie BASF en 2002. Tout comme le DEHP, ce plastifiant est ajouté au PVC et utilisé dans 

le matériel médical, comme les poches de sang, les jeux pour enfants, ainsi que les contenants 

alimentaires (BASF, 2017). Cependant, même si le DINCH a subi des tests par BASF avant son 

utilisation industrielle, le niveau de connaissances en termes de toxicocinétique et de risque pour 

la santé et l’environnement est limitée. En effet, une recherche Pubmed ne résulte qu’en 142 

articles sur le DINCH (recherche « DINCH [Title/Abstract] »). 

1.4.3.1 Le relargage 

Une des premières études s’intéressant au phénomène de relargage du DINCH a montré 

l’absence de DINCH dans de l’eau désionisée après 1 et 3 semaines de contact, alors que le 

DEHP est détectable dans les mêmes conditions dès la 1re semaine (Kastner et al., 2012). 

Cependant, le DINCH étant lipophile, sa proportion relarguée est augmentée si le produit en 

contact avec le PVC à une forte teneur en gras, comme l’huile de tournesol et les fromages 

gras (EFSA, 2006b). Il a été montré que le DINCH contenu dans du matériel médical en PVC 

migrait dès les premières 24h de contact avec une solution d’éthanol 50% à 40ºC ou à 25ºC ; 

cette migration était similaire aux propriétés de relargage du DEHP dans la condition à 40ºC 

(Bernard et al., 2015; Bernard et al., 2018a). Une autre étude a déterminé qu’un stockage de 24h 

à température ambiante suffisait au transfert DINCH et son métabolite primaire, l’ester d’acide 

monoisononylecyclohexane-1,2-dicarboxylique (MINCH), dans le sang d’une poche de 

transfusion (Lagerberg et al., 2015). 

1.4.3.1 L’exposition humaine 

Le DINCH et ses métabolites ont été retrouvés dans les planchers en PVC, la poussière 

de maison, le matériel médical, l’air et la nourriture (Bourdeaux et al., 2016; EFSA, 2006b; 

Fromme et al., 2016; Giovanoulis et al., 2018b; Malarvannan et al., 2019; Plichta et al., 2019; Shu 

et al., 2019). L’exposition humaine n’a fait qu’augmenter depuis les 20 dernières années, passant 

d’un niveau indétectable dans les urines en 1999, à 0.1 µg/L de la somme des métabolites du 

DINCH en 2009, à 0.9 µg/L en 2017 (Kasper-Sonnenberg et al., 2019b; Schutze et al., 2014). 
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1.4.3.2 La toxicocinétique 

a. L’absorption 

La voie d’absorption principale du DINCH est l’ingestion. Cependant il a aussi été montré 

que l’absorption peut se faire par les voies respiratoire et dermique (Giovanoulis et al., 2018b; 

Weiss et al., 2018). 

b. La distribution 

Très peu d’études se sont intéressées à la distribution du DINCH après une simple 

exposition, et encore moins pour une exposition chronique. Les études préliminaires de BASF 

ont montré que les tissus cibles suite à une exposition orale au DINCH chez le rat étaient le foie, 

les reins, et les glandes thyroïdes et mammaires (Bhat et al., 2014). Une étude publiée par BASF 

a montré que le DINCH pouvait être retrouvé dans plusieurs fluides et tissus comme, entre autres, 

le sang, les poumons, le cerveau, le cœur, les ovaires, les testicules, la vessie et le tissue adipeux 

chez le rat 1 h après une exposition orale de 1000 mg/kg, et ce, jusqu’à minimalement 28 h 

(Langsch et al., 2018). Malheureusement, les auteurs n’ont pas regardé la présence des 

différents métabolites dans ces tissus. Chez l’humain, les métabolites du DINCH ont été retrouvés 

dans l’urine (Frederiksen et al., 2022; Gkrillas et al., 2021), ainsi que dans les cheveux (Yin et al., 

2019). À notre connaissance, ces métabolites n’ont pas été étudiés dans d’autres fluides ou 

organes. 

c. Le métabolisme 

Le DINCH est rapidement métabolisé en MINCH (Figure 1-7). Les résultats de BASF 

estimaient sa demi-vie entre 4 et 12 h (Bhat et al., 2014). Le DINCH lui-même n’a jamais été 

mesuré dans les études d’expositions de la population humaine (Correia-Sa et al., 2017a; 

Fromme et al., 2016; Giovanoulis et al., 2016a; Plichta et al., 2022; Volkel et al., 2016; Wenzel et 

al., 2021). Le MINCH peut ensuite subir une série d’oxydation (Figure 1-7) afin de former l’ester 

de 1,2-(cyclohexane-dicarboxylate) mono-(7-oxo-4-méthyle) octyle (oxo-MINCH), l’ester de 1,2-

(cyclohexane-dicarboxylate)-mono-(7-hydroxy-4-méthyle) octyle (OH-MINCH), et l’ester de 1,2-

(cyclohexane-dicarboxylate)-mono-(7-carboxylate-4-méthyle) heptyle (cx-MINCH), dont les 

demi-vies sont similaires (Plichta et al., 2022; Volkel et al., 2016). L’ensemble des métabolites du 

DINCH précédemment cités peuvent s’hydrolyser en un métabolite non spécifique, l’acide de 

cyclohexane-1,2-dicarboxylique (CHDA) (Koch et al., 2013; Silva et al., 2012). Le CHDA semble 

être le métabolite principal du DINCH (Volkel et al., 2016), mais n’a cependant pas été mentionné 
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dans l’article de 2022 de la même équipe de recherche (Plichta et al., 2022). Le MINCH est le 

métabolite le moins retrouvé dans les urines humaines, comparativement aux métabolites 

secondaires (Fromme et al., 2016; Volkel et al., 2016), et n’est pas systématiquement mesuré 

dans les urines humaines (Correia-Sa et al., 2017a; Frederiksen et al., 2022; Giovanoulis et al., 

2016a). En effet, le MINCH a une demi-vie relativement plus courte que les métabolites 

secondaires (Plichta et al., 2022; Volkel et al., 2016). 

 

Figure 1-7 : Le profil de métabolisation du DINCH 

d. L’élimination 

Le DINCH est en partie éliminé par les urines, sous forme de métabolites (Gkrillas et al., 

2021). Il a été montré que 100% des femmes enceintes espagnoles (60 femmes) et françaises 

(479 femmes) présentaient du OH-MINCH et du oxo-MINCH dans leurs urines (Martinez et al., 

2020a; Philippat et al., 2021), et que 98.6% des femmes enceintes suédoises (1674 femmes) 

présentaient du oxo-MINCH dans leurs urines (Shu et al., 2019). Ces mêmes métabolites 

secondaires ont été mesurés dans l’urine de 30 à 74% de femmes enceintes israéliennes, 

L’ester d’acide 1,2-cyclohexane dicarboxylique de diisononyle (DINCH), l’acide monoisononylecyclohexane-1,2-
dicarboxylique (MINCH), l’ester de 1,2-(cyclohexane-dicarboxylate)-mono-(7-oxo-4-méthyle) octyle (oxo-MINCH), 
l’ester de 1,2-(cyclohexane-dicarboxylate)-mono-(7-hydroxy-4-méthyle) octyle (OH-MINCH), l’ester de 1,2-
(cyclohexane-dicarboxylate)-mono-(7-carboxylate-4-méthyle) heptyle (cx-MINCH) et  l’acide de cyclohexane-1,2-
dicarboxylique (CHDA). Issue de (Koch et al., 2013) 
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coréennes et thaïlandaises (Lee et al., 2020; Machtinger et al., 2018). Les métabolites du DINCH 

ont été détectés dans l’urine de nouveau-nés (Urbancova et al., 2019), de nouveau-nés aux soins 

intensifs (Pinguet et al., 2019), de nourrissons et de leur mère (Frederiksen et al., 2022), ainsi 

que dans l’urine d’enfants de 3 à 11 ans (Lee et al., 2021; Schwedler et al., 2020a). Lors d’une 

exposition orale de porcelets, le DINCH commence à être éliminé dans les urines sous forme de 

métabolites, majoritairement sous forme de MINCH et OH-MINCH, 1 h après l’exposition, mais le 

pic d’élimination est atteint à 24 h post-exposition, alors que ce même pic est atteint à 3 h pour le 

DEHP (Plichta et al., 2019). Pour les volontaires humaines, une grande variabilité interindividuelle 

est observée. Seulement 19% du DINCH ingéré était éliminé après 36 h d’exposition chez 

certains volontaires humains, avec un pic d’élimination à 3h pour le OH-MINCH, et à 30 h pour le 

MINCH, le cx-MINCH et l’oxo-MINCH (Plichta et al., 2022). D’autres études d’exposition de 

volontaires humains ont montré que le pic d’élimination se trouvait dans les 10-12 premières 

heures suite à l’ingestion, mais surtout que les différents métabolites étaient toujours quantifiables 

au bout de 48 h, représentant une élimination d’environ 40% du DINCH ingéré (Koch et al., 2013; 

Schutze et al., 2015; Schutze et al., 2017). Le DINCH est aussi éliminé via les selles chez les rats 

(Bhat et al., 2014). 

Au moment du dépôt final de ce manuscrit, aucune étude concernant le potentiel passage 

du DINCH à travers le placenta ni rapportant une quantification dans le lait maternel n’a été 

publiée. Cependant une étude a montré que les métabolites du DINCH pouvaient être retrouvés 

dans l’urine de nouveau-nés de 3-4 jours (Urbancova et al., 2019) ainsi que de bébés uniquement 

nourris au sein (FOOD study dans l’article) (Frederiksen et al., 2022), suggérant une potentielle 

exposition pendant la vie fœtale ou pendant la lactation. De plus, la similarité structurelle entre le 

DINCH et le DEHP et sa lipophilie laisse supposer un passage du DINCH et de ses métabolites 

jusqu’au fœtus pendant la gestation et dans le lait maternel pendant la lactation.  

1.4.3.3 Les impacts sur la santé 

Avant la production de masse et la vente de ce plastifiant, BASF a investi 7 millions € 

(10.7 millions CAD) pour la recherche en évaluation du risque toxicologie pour le Hexamoll® 

DINCH, afin de démontrer qu’il ne possède pas de propriétés de PEs, procancérigènes, 

tératogène, et n’affecte pas le développement et la reproduction (BASF, 2019). Cependant, les 

résultats non publiés obtenus par BASF ont été retranscrits par Bhat et collaborateurs, et ont 

montré des altérations au niveau des reins à partir de 300 mg/kg chez le rat mâle, ainsi que 

plusieurs anomalies au niveau de la thyroïde, comme une augmentation de l’hormone de 
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stimulation thyroidienne (TSH - Thyroid-stimulating hormone), dès 30 jours d’exposition chez le 

rat femelle adulte. Ils ont aussi démontré une augmentation de l’hyperplasie et des adénomes 

folliculaires de la thyroïde pour les rats mâles et femelles ; le nombre de lésions augmente lorsque 

les femelles ont été exposées in utéro  (Bhat et al., 2014). 

D’autres études ont identifié que le DINCH semble avoir également des propriétés de PEs. 

En effet, ses métabolites sont capables d’activer ER, PPAR et PPAR, et d’amplifier l’activation 

du récepteur androgénique (AR) induite par la dihydrotestostérone, in vitro dans des cellules 

H295R (lignée corticosurrénale produisant des stéroïdes) (Engel et al., 2018). Une étude in silico 

a montré une potentielle capacité du DINCH à se fixer sur la globuline humaine liant les hormones 

sexuelles (SHBG - Human sex hormone-binding globulin) (Sheikh et al., 2016).  Une exposition 

durant la vie fœtale et la lactation a induit, chez les ratons à l’âge adulte, des altérations dans 

l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme des lipides activés par PPAR, mais aussi 

des gènes impliqués dans l’inflammation (Campioli et al., 2019a). Les mêmes auteurs ont montré 

une chute du niveau de testostérone circulante lorsque les ratons exposés in utéro à 1 et 100 

mg/kg de DINCH atteignaient l’âge adulte, ainsi que plusieurs altérations morphologiques des 

testicules telles qu’une augmentation de l’apparition d’atrophie testiculaire à 100mg/kg de DINCH 

(Campioli et al., 2017b). De plus, une modulation de la production stéroïdienne a été observée 

dans des cellules de Leydig in vitro et dans des cultures de testicule fœtale de rats suite à une 

exposition au DINCH (Boisvert et al., 2016). Une augmentation du nombre des hémorragies 

testiculaires a été mesurée chez des ratons à PND8 après une exposition gestationnelle et 

lactationnelle au DINCH (Nardelli et al., 2017). Chez l’humain, la présence de métabolites du 

DINCH a été associée avec une diminution de la testostérone pour les hommes âgés de 40 ans 

et plus (Woodward et al., 2020).  

En ce qui concerne la santé reproductive féminine, les données produites par BASF et 

compilées par Bhat et collaborateurs ont démontré un impact de l’exposition au DINCH au niveau 

de la glande mammaire, par une tendance à l’augmentation du taux d’adénocarcinomes et une 

augmentation significative des fibroadénomes chez la femelle à partir de 200 mg/kg (Bhat et al., 

2014). In vitro, une exposition au DINCH augmentait la synthèse d’estradiol et de testostérone, 

mais dans une moindre mesure, dans les cellules H295R (Moche et al., 2021). Une étude 

épidémiologique a montré une association négative entre la présence urinaire de OH-MINCH, 

appelé MHiNCH dans l’article, et le taux d’estradiol circulant, ainsi que le nombre d’ovocytes 

prélevés en clinique de fertilité (Minguez-Alarcon et al., 2016). Une autre étude populationnelle a 
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montré une association entre le DINCH, de forts taux de testostérone et l’indice d’androgène libre 

chez les femmes postménopause (Long et al., 2021). 

1.4.3.4 La réglementation 

La dose journalière acceptable (TDI) pour le DINCH (CAS # 474919-59-0) a été définie à 

1000 µg/kg/jour et la valeur de référence (RfD) à 700 µg/kg/jour (EFSA, 2006b; Giovanoulis et 

al., 2018b). Cependant, il n’y a actuellement pas de réglementation pour le DINCH dans les 

produits en plastique, que ce soit au Canada ou en Europe. En effet, en 2006, l’European 

chemicals agency (ECHA), a défini le DINCH comme sécuritaire pour l’utilisation en contact 

alimentaire et le Scientific Committee on Emerging and Newly-identified Health Risks (SCENHR) 

a publié en 2008 son avis sur l’absence de repro-toxicité, génotoxicité ou carcinogénicité du 

DINCH dans le matériel médical (ANSES, 2016). La révision du document par le SCENHR en 

2016 pour le matériel médical, a conclu à une absence de toxicité systémique en dessous de 300 

mg/kg/jr (European Commission, 2016). Le DINCH ne fait pas partie de la liste des restrictions 

sur les composés chimiques (Annexe XVII de REACH). L’équivalent australien de l’EFSA, le 

NICNAS, considérait en 2012 le DINCH sans risque pour les professionnels, pour la santé 

publique, mais aussi pour l’environnement, d’après le rapport de l’ANSES (ANSES, 2016). 

Au Canada, le cas du DINCH est évoqué dans le rapport sur la biosurveillance humaine 

des substances chimiques. Ce rapport se base sur les conclusions européennes de 2016 et 

l’article de Bhat et collaborateurs de 2014, tout en minimisant les effets reprotoxiques publiés par 

Campioli et collaborateurs (Santé Canada, 2021), et sans mentionner les études citées dans la 

section 1.4.3.3 datant d’avant 2020. Ce rapport conclu alors que la détection des métabolites du 

DINCH indique une exposition récente sans entraîner des effets néfastes sur la santé (Santé 

Canada, 2021).  

La réglementation sur le DINCH n’étant pas aussi sévère que pour le DEHP, celui-ci est 

retrouvé dans le matériel médical à une hauteur de 44.27% pour le matériel de perfusion, alors 

que le DEHP est limité à 0.1% pour la même utilisation (Bernard et al., 2018a). Il n’y a pas non 

plus de limitation du DINCH dans les jeux pour enfant. Ainsi, il a été retrouvé dans 13 jouets en 

PVC sur 38 analysés, avec des concentrations entre 3 et 25% (United States Consumer Product 

Safety Commision, 2010). 
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1.5 Le contexte de recherche 

Par la présence ubiquitaire du plastique dans notre quotidien et les propriétés de relargage 

des plastifiants qu’il contient, comme le DEHP et le DINCH, nous sommes exposés de façon 

chronique à ces composés. Nous les buvons, les mangeons, les respirons, ils traversent notre 

peau, le placenta et ils sont mêmes injectés directement dans notre sang. Cette exposition ne 

serait pas problématique si ces composés ne représentaient pas de risque pour notre santé. 

Malheureusement, le DEHP a été défini comme un PE ayant des impacts multiples, comme une 

altération des systèmes reproducteurs féminin et masculin, et ce de façon transgénérationnelle. 

Le DINCH, une des principales alternatives du DEHP, possède des priorités similaires aux PEs, 

sans avoir officiellement été classifié comme tel. Ainsi, les risques conférés par ces composés 

sur la santé humaine et leur présence constante dans l’environnement font du DEHP et du DINCH 

de réels enjeux de santé publique. Ce danger est d’autant plus grand que nous savons que les 

enfants en bas âge, et particulièrement les nourrissons en néonatalogie, sont les populations les 

plus exposées au DEHP, mais aussi au DINCH, alors qu’ils se trouvent dans des fenêtres de 

sensibilités des plus critiques. La glande mammaire, par son développement majoritairement 

post-natal et hormono-dépendant est un modèle clé pour l’étude des PEs. Cet organe est d’autant 

plus une cible potentielle du DEHP et du DINCH qu’il s’agit de deux composés lipophiles 

détectables dans le tissu adipeux, respectivement 168h et 28h après une exposition, ce qui est 

problématique pour des composés auxquels nous sommes chroniquement exposés. 
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1.7 Problématique, hypothèses et objectifs 

Le DEHP a été mis sur le marché dans les années 1950, impliquant que nous sommes la 

3e génération à y être exposés chroniquement. Les nouveau-nés et les enfants en bas âges, par 

leur exposition particulière aux poussières de maison, mais aussi la mise à la bouche de leurs 

jouets, y sont le plus fortement exposés. En effet, même si les objets de puériculture sont 

maintenant assujettis à une limitation du pourcentage de DEHP (seuil de 0.1%) au Canada, 

l’économie circulaire continue d’exposer les plus jeunes aux objets produits ou importés avant la 

mise en vigueur de la réglementation de 2011. Contrairement à l’Europe, le DEHP n’est pas 

encore limité dans le matériel médical au Canada (projet de loi S-5), entraînant une exposition 

intense pour les nourrissons en néonatalogies. Des altérations transgénérationnelles sur la 

reproduction ont été reportées suite à une exposition chronique au DEHP, et particulièrement si 

cette exposition se produit pendant la fenêtre de sensibilité périnatale. En ce qui concerne le 

DINCH, nous sommes la 1re génération à y être exposés, et ce, à des quantités toujours plus 

élevées. Même si ses effets sur la santé sont encore peu documentés, certaines propriétés de 

PEs ont été identifiées suite à l’exposition de ce composé sur les mammifères.  

Cependant, aussi bien pour le DEHP que le DINCH, l’impact de leurs expositions sur la 

santé des glandes mammaires, et particulièrement chez les femmes, n’a pas, ou peu, été 

documenté. Il est donc nécessaire de comprendre l’influence de ces polluants environnementaux 

sur le développement et la cancérogenèse de la glande mammaire, aussi bien au niveau du 

réseau épithélial, que du stroma. 

 

Ainsi, selon l’état des connaissances, mon hypothèse de doctorat était que le DEHP, par 

ses propriétés de PEs, pourrait entraîner une altération du développement de la glande 

mammaire à long terme lors d’une exposition à la fenêtre de sensibilité qu’est la vie in utéro et la 

lactation. De plus, le DEHP, par sa capacité d’activation de certains récepteurs nucléaires telles 

que ER et PPAR, pourrait promouvoir la progression du cancer du sein. Le DINCH, par ses 

potentielles propriétés de PEs, pourrait induire des altérations de la glande mammaire, similaire 

ou non aux altérations du DEHP. 
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Les objectifs de mon doctorat ont donc été de :  

1. Déterminer si le DEHP peut altérer la signalisation hormonale de l’œstrogène ou de la 

progestérone dans des cellules de la glande mammaire in vitro, pouvant ainsi avoir un 

impact sur la progression du cancer du sein. 

2. Déterminer in vivo si une exposition au DEHP, pendant la fenêtre de sensibilité qu’est la 

vie in utéro et la lactation, peut altérer le développement de la glande mammaire des 

ratons femelles à l’âge adulte et participer à la progression du cancer du sein. 

3. Déterminer in vivo si une exposition au DINCH pendant la fenêtre de sensibilité qu’est la 

vie in utéro et la lactation, pouvait induire des altérations du développement de la glande 

mammaire des ratons femelles similaires ou différents à celle du DEHP, ou encore une 

absence d’effet. 
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2 ARTICLE 1 : ÉTUDE IN VITRO DE L’IMPACT DU DEHP SUR LES 
CELLULES CANCEROGENESES DE LA GLANDE MAMMAIRE 

Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) increases proliferation of 

epithelial breast cancer cells through progesterone receptor 

dysregulation 

Le phtalate de bis(2-éthylhexyle) (DEHP) augment la proliferation des 

cellules épitheliales cancereuses de la glande mammaire via une 

dérégulation de récepteur à la progesterone.  
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Résumé : 

Le phtalate de di(2-éthylhexyle) (DEHP) est un plastifiant incorporé aux matrices 

plastiques d’une grande partie des produits consommations. Cependant, il est progressivement 

libéré de ces produits, entrainant une exposition humaine chronique. Bien que le DEHP, comme 

les autres membres de la famille des phtalates, soit généralement considéré comme un 

perturbateur endocrinien, les mécanismes impliqués dans sa toxicité sont encore mal compris. 

Notre objectif était de déterminer les effets d'une exposition au DEHP et à l'un de ses principaux 

métabolites, le mono(2-éthylhexyl) phtalate (MEHP), sur plusieurs marqueurs de la 

carcinogenèse mammaire. Les cellules T-47D ont été exposées à des doses représentatives de 

l’exposition humaine, ainsi qu’à des doses élevées de DEHP et de MEHP (0,1-10 000 nM) 

pendant 4 jours. Nos résultats ont montré qu'une exposition à 10 000 nM de DEHP et 0,1 nM de 

MEHP augmentait significativement la prolifération des cellules T-47D, sans induire d'apoptose. 

De plus, une augmentation significative des niveaux de protéines de l'isoforme A du récepteur de 

la progestérone (PR) et des niveaux nucléaires de PR a été observée dans les cellules T-47D 

exposées à 10 000 nM de DEHP. Il est important de noter que la prolifération accrue et les 

niveaux nucléaires de PR ont respectivement été totalement et partiellement inhibés, par la 

mifépristone, un antagoniste de PR. Ces résultats suggèrent qu'une exposition au DEHP ou au 

MEHP augmente la prolifération cellulaire en activant la signalisation du PR, ce qui pourrait 

augmenter les risques de développer un cancer du sein. Le mécanisme d'activation de la voie de 

la progestérone par le DEHP et les conséquences à long terme de cette activation restent à 

élucider. 
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Abstract: 

The di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) is a plasticizer incorporated to plastic matrices of 

widely used consumer products. However, it is gradually released from these products, resulting 

in a chronic exposure for humans. Although DEHP, similar to other members of the phthalates 

family, is generally considered as an endocrine disruptor, the mechanisms implicated in its toxicity 

are yet poorly understood. Our objective was to determine the effects of an exposure to DEHP 

and to one of its major metabolite, the mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) on markers involved 

in breast carcinogenesis. T-47D cells were exposed to environmentally relevant and higher doses 

of DEHP and MEHP (0.1–10 000 nM) for 4 days. Our results showed that an exposure to 10 000 

nM of DEHP and 0.1 nM of MEHP significantly increased the proliferation of T-47D cells, without 

inducing apoptosis. In addition, a significant increase in the protein levels of the isoform A of the 

progesterone receptor (PR) and of nuclear levels of PR were observed in T-47D cells exposed to 

10 000 nM of DEHP. Importantly, the increased proliferation and nuclear levels of PR were totally 

and partially inhibited, respectively, by Mifepristone, a PR antagonist. These results suggest that 

an exposure to DEHP or MEHP increase cell proliferation by activating PR signaling, which could 

potentially increase the risks to develop breast cancer. The mechanism of activation of the 

progesterone pathway by DEHP and the long-term consequences of this activation remained to 

be elucidated. 

Graphic abstract: 

 

Key words: Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP), 

Endocrine disruptors, Mammary gland, Proliferation, Progesterone receptor, Mifepristone. 
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2.1 Introduction  

Despite advances in diagnosis and treatment, breast cancer is still an important public 

health problem and a major cause of death for women worldwide (Ferlay et al., 2015). In 2015, 

more than half a million people died of breast cancer (World Health Organization, 2016). While 

the causes of breast cancer are pleomorphic and mostly unknown, it is admitted since almost four 

decades now that many cancers are linked to behavioral, dietary and environmental factors 

(Akhtar & Bansal, 2017; Doll & Peto, 1981; Dumalaon-Canaria et al., 2014; Lichtenstein et al., 

2000). Over the years, studies have demonstrated that breast cancer rates are typically higher in 

industrialized countries compared to emergent or third world countries (DeSantis et al., 2015; 

Pfeifer, 2015). Interestingly, women who move from countries with lower rates of risk to 

industrialized countries “acquire” the higher risk associated with their new country, especially if 

they migrate at a younger age (Maskarinec & Noh, 2004). These studies suggest that living in an 

industrialized environment increases the risk of breast cancer. 

Breast cancer is a heterogeneous disease encompassing multiple subtypes with different 

molecular characteristics, prognoses and responses to therapies. Tumors are generally divided 

into, at least, four major molecular subtypes: Luminal A, Luminal B, HER2-overexpressing and 

triple-negative subtypes (Hon et al., 2016), Luminal A and Luminal B subtypes being the most 

common tumors. This classification is based mainly on the presence/absence of molecular 

markers such as the estrogen receptor (ER), the progesterone receptor (PR) and the 

overexpression of human epidermal receptor 2 (HER2) (Komen, 2015). These receptors allow, 

among others, the activation of signaling pathways involved in cell proliferation, in the control of 

the cell cycle and in apoptosis (Brisken & O'Malley, 2010). Hormonal imbalances and over-

activation of those receptors are associated with development and progression of breast cancer 

(Brisken & O'Malley, 2010; Fenton & Birnbaum, 2015). 

Endocrine disruptors (EDs) are defined as chemicals that interfere with the endocrine 

system and produce adverse developmental, reproductive, neurological, and immune effects 

(Monneret, 2017). Studies have demonstrated that some phthalates are able to dysregulate the 

steroidogenesis, and are thus considered as EDs (Martinez-Arguelles et al., 2013; Zoeller et al., 

2012) inducing modulation of, among other, the tanner score of young boy (Watkins et al., 2017), 

and reproductive behavior of mouse (Wang et al., 2016a). Phthalates are widely used plasticizers 

found in a lot of customer's products, such as food container, medical device and children toys 

(Del Pup et al., 2016). These plasticizers are added to plastic, and especially to polyvinyl chloride 

(PVC) matrices, to make them more flexible and sustainable. Among the family, di(2-ethylhexyl) 
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phthalate (DEHP) is the most produced and thus more abundant in our environment (Ceresana, 

2013; Markarian, 2007). Because DEHP is not covalently bond to the PVC, it is released from the 

plastics, inducing chronic human exposure (Koch et al., 2006a). Once ingested, DEHP is 

metabolized in different compounds; one of its major metabolites is the mono(2-ethylhexyl) 

phthalate (MEHP) (Kessler et al., 2012). Phthalates and their metabolites have been found in a 

variety of human tissues and fluids, including breast (U.S. Food and Drug Administration, 2001) 

and breast milk at concentration around 1.8 nM for DEHP (Fromme et al., 2011), although one 

study showed exceptionally high levels in a few women (up to 2.5 μM (Zhu  et al., 2006)), and 

between 4.8 and 13.2 nM for MEHP (Kim et al., 2018; Kim et al., 2015; Lin et al., 2011). Exposure 

to DEHP have been linked with many health issues such as infertility, premature puberty and 

obesity (Kim et al., 2016; Rozati et al., 2002; Wang et al., 2016b; Wolff et al., 2010). In addition, 

DEHP was defined as potentially carcinogenic for human (Rahman & Brazel, 2004; World Health 

Organization, 2013). A case-control study suggested that the highest urinary concentrations of 

MEHP observed in a group of women is associated with breast cancer mortality (Parada et al., 

2018). It has also been shown that an exposure to DEHP increased invasive proprieties of breast 

cells (Zhang et al., 2016). However, the effects of DEHP and MEHP on mammary gland 

development and carcinogenicity are still remained poorly understood. 

During cancer progression, a process called Epithelial-to-Mesenchymal-Transition (EMT) 

causes the epithelial cells to lose their polarity and gain motility (Eger et al., 2000; Kalluri & 

Neilson, 2003). EMT is characterized by a dysregulation of some epithelial markers, including 

proteins involved in cell-cell interactions, such as E-cadherin and β-catenin, and increased 

expression of mesenchymal markers (Eger et al., 2000). Interestingly, some environmental 

pollutant, including EDs, can disrupt cell-cell interactions, thus potentially promoting cancer 

(Chipman et al., 2003; Delisle et al., 2015; Dianati & Plante, 2017; Dianati et al., 2017; Plante et 

al., 2002). This study aimed to evaluate the impact of DEHP and MEHP exposures on epithelial 

breast cancer cells. More specifically, the goal was to assess the endocrine-disrupting effects of 

DEHP and MEHP in breast cancer progression by looking at cell proliferation, junctional proteins 

and hormonal receptors status. 
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2.2 Materials and methods 

2.2.1 Compounds 

Plasticizers, progesterone and Mifepristone were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-

Louis, MO) (di(2-ethylhexyl) phthalate, purity > 99.5%) and from Chromatographic Specialties Inc 

(Brockville, ON) (mono(2-ethylhexyl) phthalate, 100 μg/mL) and were dissolved in 

dimethylsulfoxide (DMSO) as 10mM stock solutions. Progesterone (purity ≥99%) was also 

dissolved in DMSO, while Mifepristone (purity ≥98%) was dissolved in ethanol. 

2.2.2 Cell culture 

T-47D cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC). T-47D cells 

is a commercial cell line immortalized from a human breast ductal carcinoma. These cells express 

receptors implicated in hormone-dependent breast cancer, ER and PR (Jiang et al., 2016; Mota 

et al., 2017), and the presence of many progesterone responsive elements was demonstrated 

(Yu et al., 2017). T-47D cells were grown in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 

without phenol red, supplemented with 10% of foetal bovine serum, 0.2 Units/ml of bovine insulin, 

1mM of HEPES, 2.4 μg/mL of glucose and 1mM of sodium pyruvate (all from ThermoFisher 

Canada, Mississauga, ON). Cells were kept in a humidified incubator with 5% CO2 at 37 °C and 

used for a maximum of 10 passages. 

2.2.3 DEHP/MEHP exposures 

T-47D cells were starved with 2% stripped-foetal bovine serum (ThermoFisher) 3 days 

before treatments. Treatments were initiated on subconfluent cell cultures by the addition of 

starving media containing 0.1% (v/v) DMSO as a vehicle, 0.01 to 10 000 nM of DEHP or MEHP. 

These concentration were selected based on concentrations found in human breast milk (Fromme 

et al., 2011; Kim et al., 2018; Kim et al., 2015; Lin et al., 2011; Zhu  et al., 2006). Cells were 

treated daily for 4 days, one treatment per day. 

2.2.4 Progesterone and mifepristone exposure 

All treatments were initiated on subconfluent cell cultures in starving media. To 

demonstrate the efficiency of the compounds, cells were first treated with 10 nM of Progesterone 

(Sigma-Aldrich, Oakville, On), as positive control of progesterone receptor activation, and/or 10 

nM of Mifepristone, an inhibitor of progesterone receptor (Sigma-Aldrich). In a second series of 
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experiments, cells were treated with 0.1–10 000 nM of DEHP or MEHP, with or without 

Mifepristone. Vehicle controls used for treatment were starving media containing 0.1% (v/v) 

DMSO, 2×10−5% (v/v) ethanol, or 0.1% (v/v) DMSO plus 2×10−5% (v/v) ethanol. 

2.2.5 Analysis of apoptosis by annexin V/PI in flow cytometry 

Cells were treated with DEHP or MEHP for 4 days and then harvested with trypsin, 

centrifuged and stained with propidium iodide (PI) and annexin V-FITC following the 

manufacturer's recommendations (Dead Cells Apoptosis kit, Molecular probes, OR, USA). The 

percentage of cells in each quadrant was determined by Cell Quest Pro software (Becton 

Dickinson) and analysed with Flow Jow software. Cells challenged with 1 μM of staurosporine for 

24 h were used as a positive control. 

2.2.6 Assessment of cell attachment and proliferation in real-time using 
xCELLigence technology 

T-47D cells were seeded at 60 000 cells by well in 96 wells plate (ACEA Biosciences) and 

treated as described above. Cellular attachment and proliferation were measured quantitatively 

and in real-time using an xCELLigence™ RTCA DP instrument (ACEA Biosciences; 

https://www.aceabio.com). Cell index, which correlates to the number of cells in a specific well, is 

measured by the changes in impedance detected by gold electrode microarrays at the bottom of 

each well. The cell impedance was measured every 10 min during a 5 days period using the 

ACEA Biosciences RTCA software program (version 2.0), from the seeding to the end of the 4th 

day of treatment, thus generating proliferation curves for each treatment. Following the 

manufacturer's recommendations, the proliferation was measured by analysing the area under 

the proliferation curve, normalized to the vehicle control (set as baseline). 

2.2.7 Western blot analysis 

Cell monolayers were washed twice with PBS before the addition of lysis buffer (pH: 8) 

(Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 0.02% sodium azide, 0.1% SDS, 1% Nonidet P40, 0.5% sodium 

deoxycholate) supplemented with NaF 50 nM, NaVO3 10mM and Halt Protease and Phosphatase 

Cocktail Inhibitor (Fisher Scientific Canada). Cells were scraped, collected and incubated on ice 

for 5 min. Cells lysates were centrifuged for 10 min at 2500 rpm at 4 °C. The supernatants were 

aliquoted and stored at −80 °C until further processing. Lysate protein concentrations were 

measured using the Bicinchoninic acid protein assay reagent kit (Thermo scientific). To perform 
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semi-quantitative western blot analysis (Taylor & Posch, 2014), protein samples (20 μg) were 

resolved on Stain-Free™ acrylamide gels (TGX Stain-Free FastCast Acrylamide kit, 10%, Bio-

Rad, Mississauga, On) and transferred onto polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad 

Laboratories). Total lane proteins were visualized using the ChemiDoc MP imaging system (Bio-

Rad Laboratories). Membranes were blocked with TBS-T (TBS containing 0.1% Tween 20) 

containing 5% of bovine serum albumin (BSA) or of dry milk, according to manufacturer 

instructions, for 1 h, and incubated overnight at 4 °C with primary antibodies: anti-PR 1/1000 

(#16661, Abcam, Cambridge, MA), and anti-β-catenin 1/1000 (#8840), anti-Ecadherin 1/1000 

(#3195), anti-HER2 1/1000 (#2165), anti-p-HER2 1/1000 (#2243) anti-ERα 1/1000 (#8644), anti-

PARP 1/1000 (#9532) (all from Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Bound primary antibody 

was detected using HRP-conjugated secondary antibodies (goat-anti-rabbit 1/10 000 (#7074) or 

horse-anti-mouse 1/10 000 (#7076) from Cell Signaling Technology). Chemiluminescent signals 

were detected using the Clarity or Clarity Max western ECL substrates (Bio-Rad Laboratories) 

and visualized using the Bio-Rad ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories). The density of 

each band was normalized on total lane proteins and normalized using Image Lab software (Bio-

Rad Laboratories). 

2.2.8 Immunofluorescence 

Cells were grown on coverslips and fixed with ice-cold 80% methanol, 20% acetone for 10 

min before being blocked with PBS containing 2% BSA and permeabilized with 0.1% Triton. Cells 

were then immunolabeled overnight with primary antibodies for 2 h: anti-PR 1/100 (or 1/200 for 

the Mifepristone assay) (#16661, Abcam, Cambridge, MA). After being washed, cells were 

exposed to appropriate secondary antibodies for 1 h: Alexa Fluor 555-conjugated anti-mouse 

1/1000 (#4409, Cell Signaling Technology) and Alexa Fluor 568-conjugated anti-rabbit 1/1000 

(#A10042, Life Technologies). DAPI staining was used to visualize nuclei prior to mounting with 

Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, Al)(Delisle et al., 2015). Immunofluorescence 

images were obtained with a Nikon A1R + confocal microscopic laser equipped with a spectral 

detector and analysed using NIS-elements software (version 4). Nuclear intensity of PR was 

measured post acquisition by quantifying the mean fluorescence of PR that overlap with DAPI 

(stained nucleus) using NIS-elements software (version 4). 
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2.2.9 Statistical analysis and n-values 

All in vitro experiments were repeated 5 to 9 times with different cell passages and were 

independently processed. Values are presented as the mean ± SEM. Data were analysed using 

a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn's multiple comparison test. p < 0.05 was considered 

significant. Statistical analysis were performed using GraphPad Prism version 6.0 (Graph-Pad 

Software, San Diego, CA). 

 

2.3 Results 

2.3.1 An exposure to DEHP and MEHP does not induce apoptosis in T-47D 
cells 

Because we were expecting that DEHP and MEHP would have tumor promoting effects 

through endocrine-disrupting properties, we used T-47D cells epithelial cancer cells that express 

ER and PR (Jiang et al., 2016; Mota et al., 2017). To verify that DEHP and MEHP treatments 

were not toxic for the cells, apoptosis was assessed in cells exposed to phthalates (Fig. 2-1). 

Protein quantification by Western blot analysis showed an increase in the levels of cleaved-PARP 

in cells exposed to 1 μM of staurosporine for 24 h as compared to DMSO-treated cells (Fig. 2-

1A). A band for cleaved-PARP was observed in T-47D cells for all conditions, but was not 

significantly increased by DEHP and MEHP treatments (Fig. 2-1A). To further confirm that 

apoptosis was not affected by exposure to the phthalates, T-47D cells were stained with Annexin 

V and Propidium iodide (PI) and analysed by flow cytometry. A significant increase of cells positive 

for Annexin V and PI was observed in cell treated with staurosporine (Supplementary Fig. 2-1). 

Similar to the previous results, approximatively 10% of T-47D cells were in apoptosis (positive for 

both Annexin V and PI) for all tested conditions. However, no difference was observed in the 

percentage of Annexin V or PI positive cells between the control cells and the cells exposed to 

DEHP and MEHP (Fig. 2-1B), confirming that the treatments did not induce apoptosis in T-47D 

cells. 
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Figure 2-1: Environmentally relevant and higher exposures to DEHP and MEHP does not trigger apoptosis in 
T-47D cells. 

 

 

T-47D cells were exposed to doses of DEHP and MEHP ranging from 0.1 to 10 000 nM for 4 days. (A) T-47D cells 

were lysed and total proteins were extracted. PARP (Full-length and cleaved) protein expression was determined by 

western blot analyses. (B) Apoptosis was evaluated using Annexin V/PI staining of T-47D cells and flow cytometric 

analysis. In each graph, the lower left quadrant (Q4) indicates viable cells, the upper left quadrant (Q1) represents 

necrotic cells (PI positive only), the lower right quadrant (Q3) shows early apoptotic cells (Annexin V positive only), 

and the upper right quadrant (Q2) represents late apoptotic cells (PI and Annexin V positive). (A–B) Representative 

results of N≥3 independent experiments are presented. 
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Supp.Figure 2-1 : Staurosporine exposure induces apoptosis in T-47D. 

 

 

2.3.2 A four-day exposure to DEHP and MEHP increases cell proliferation of 
T-47D 

To assess proliferative effects of environmentally relevant and higher doses of DEHP and 

MEHP on mammary gland epithelial cells, T-47D cells were exposed daily for 4 days to different 

concentrations of phthalates (Fig. 2-2). The cell index was measured in real time using the 

xCELLigence RTCA technology and the E-plate system. While an increase in proliferation was 

observed for T-47D cells at all doses tested for both DEHP and MEHP, it reached significance 

only at 10 000 nM and 0.1 nM for DEHP and MEHP, respectively (Fig. 2-2). 

 

 

 

T-47D cells were exposed to 1μM of staurosporine for 24h. (A) Cells were analysed by flow cytometry without being 

stained. (B) Single staining with Propidium Iodide. (C) Single staining with Annexin V. (D) Double staining with Annexin 

V and Propidium Iodide. 
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2.3.3 Junctional proteins and markers of EMT are not affected in DEHP- and 
MEHP-treated T-47D cells 

It has been demonstrated that intercellular junctions are important in cells homeostasis 

and are commonly decreased during breast cancer and EMT. Therefore, we then looked at the 

effects of DEHP and/or MEHP exposures on the expression of junctional proteins and EMT 

markers. Our results showed that protein levels of the epithelial markers E-cadherin were not 

affected by the treatments (Supplementary Fig. 2-2). A small decrease in β-catenin levels was 

observed only at 100 nM of MEHP. Similarly, none of the treatments impacted the levels of the 

mesenchymal markers vimentin and N-cadherin (data not shown). 

T-47D cells were exposed to doses of DEHP or MEHP ranging from 0.1 to 10 000 nM daily for 4 days. T-47D cells 

proliferation was assessed in real-time using the xCELLigence system. The area under the curve of proliferation 

over 4 days was measured for each treatment and normalized to DMSO (set as the baseline) (A, B). Graphs 

represent means of at least 4 independent experiments for MEHP and DEHP (Means ± SEM) **P < 0.01. 

Figure 2-2 : A four-day exposure to DEHP and MEHP increases cell proliferation of T-47D. 
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Supp. Figure 2-2: Junctional protein are not affected by exposure to DEHP and/or MEHP in T-47D cells. 

 

 

2.3.4 The progesterone receptor A (PR-A) protein levels are increased by 
DEHP exposure in T-47D cells 

The mammary gland being a hormone-dependant organ, a dysregulation of hormonal 

signaling can impact breast cancer or its progression. Furthermore, it has been shown that DEHP 

owns some endocrine-disrupting properties, which led us to study the expression of the hormonal 

T-47D cells were exposed to DEHP or MEHP at doses ranging from 0.1 to 10 000 nM daily for 4 days. Cells were 

lysed, and total protein was extracted. E-cadherin (A) and β-catenin (B) expression were determined by western blot 

analyses and are shown by representative immunoblots. Graphs represent means at least 5 different independent 

experiments for DEHP and MEHP exposure for T-47D cells (C-F) (Means ± SEM). *P<0.05. 
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receptors involved in the classification of breast cancer subtypes. Our results showed that ER, 

HER2, and p-HER2 were not affected by DEHP or MEHP in T-47D cells (Fig. 2-3B–D, I-N). PR-

A, but not PR-B, was significantly increased in T-47D cells exposed to 10 and 10 000 nM of DEHP 

(Fig. 2-3A, E-H). While the lowest concentrations of MEHP treatment also increase PR-A levels, 

these results were not statistically significative. 

 

Figure 2-3 : PR-A protein expression is increased by DEHP exposure in T-47D cells. 

 

 

T-47D cells were exposed to DEHP or MEHP at doses ranging from 0.1 to 10 000 nM daily for 4 days. Cells were 

lysed, and total proteins were extracted. PR-A and PR-B (A, E-H), HER2 (B, I, J), p-HER2 (C, K, L) and ERα (D, M, 

N) expression were determined by western blot analysis and are shown by representative immunoblots. Graphs 

represent means of at least 5 different independent experiments (Means ± SEM). Total protein lane signal was used 

for normalization. *P < 0.05, **P < 0.01. 
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2.3.5 The nuclear levels of the progesterone receptor are increased in T-47D 
cells exposed to MEHP and to DEHP 

To determine whether the up-regulation of PR-A was associated with increased nuclear 

localization, typically associated with increased activity of PR, PR localization was assessed by 

immunofluorescence in cells exposed to 0.01, 10 and 10 000 nM of DEHP, and 0.1 and 10 000 

nM of MEHP. These doses were chosen based on previous results on proliferation and changes 

in PR protein expression. In both control and treated cells, PR was localized in the nucleus, but 

the staining was more intense in DEHP- and MEHP-treated cells (Fig. 2-4A–F). These 

observations were confirmed by measuring the nuclear fluorescence intensity of PR overlapping 

the nucleus (Fig. 2-4G–H). While the signal seems to be increased for all doses tested, the 

nuclear intensity of PR was significantly increased only at 10 000 nM of DEHP (Fig. 2-3I). 

 

Figure 2-4: The nuclear levels of the progesterone receptor are increased in T-47D cells exposed to DEHP and 
MEHP. 

 

 

T-47D cells were exposed to DEHP (D,E,F) or MEHP (B,C) at doses ranging from 0.01 to 10 000 nM daily for 4 days. 

Cells were fixed and processed for immunofluorescent staining. PR nuclear localization in cells was measured by 

superposition of the fluorescence intensity of PR (red signal) and DAPI (bleu) signals (arrows on images A and F) for 

DMSO (A,G) and for 10 000 nM of DEHP (F,H). Graph represents means of 5 different independent experiments (I) 

(Means ± SEM). *P < 0.05.  
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2.3.6 The DEHP- and MEHP-induced increased in nuclear PR levels is 
inhibited by an antagonist of PR signaling in T-47D cells 

To confirm that the observed increased of PR nuclear levels following DEHP and MEHP 

treatments is dependent of its activation, we have inhibited PR signaling using Mifepristone, a 

pharmacologic antagonist competitor of PR. T-47D cells were treated with 10 000 nM of DEHP 

or 0.1 nM of MEHP daily for 4 days, with and without 10 nM of Mifepristone, and PR nuclear levels 

were measured. Mifepristone treatment reduced the fluorescence intensity of the nuclear PR for 

10 000 nM of DEHP (Supplementary Fig. 2-3 A, B) and for 0.1 nM of MEHP (Supplementary 

Fig. 2-3 C, D). These observations were confirmed by measuring the nuclear fluorescence 

intensity of PR, showing a 30% reduction in nuclear levels of PR upon treatment with Mifepristone 

for both compound (Supplementary Fig. 2-3E). 

 

Supp. Figure 2-3: The levels of nuclear PR in T-47D cells exposed to DEHP and MEHP were decreased with 
Mifepristone (MIF) treatment. 

 

 

T-47D cells were exposed to 10 000 nM of DEHP (A,B) or 10 nM of MEHP (C,D) without and with 10 nM of Mifepristone 

daily for 4 days. Cells were fixed and processed for immunofluorescent staining. The localization of nuclear PR was 

determinated by measurement of the superposition of the fluorescence intensity of PR (red signal) and DAPI (bleu) 

signals. Graph represents means of 6 different experiments (I) (Means ± SEM). 
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2.3.7 DEHP- and MEHP-induced T-47D cells proliferation is dependent of PR 
signaling 

Progesterone signaling has been associated with increased epithelium proliferation and 

ramification during mammary gland development, and also cells proliferations in Luminal A and 

B breast tumors. To determine if PR is involved in the proliferation increment induce by DEHP 

and MEHP, we have inhibited PR signaling using Mifepristone. As expected, Mifepristone 

treatment reduced by 50% the cells proliferation induced by the progesterone in T-47D cells (Fig. 

2-5). Ours results showed that Mifepristone also decreased DEHP- and MEHP-induced cells 

proliferation in T-47D cells at a significant manner for MEHP (Fig. 2-5). 

 

Figure 2-5 : The DEHP- and MEHP-induced cells proliferation is inhibited by an antagonist of progesterone. 

 

 

 

2.4 Discussion 

Breast cancer remains an actual problem in our society, although its survival rate has 

increased in the last decades. There is an actual need for understanding the precise effects of 

endocrine disruptors on breast cancer promotion. Thus, our study aimed to evaluate the impact 

of DEHP and MEHP exposure on the promotion of breast cancer cells. Our results showed that 

T-47D cells were exposed to 10 nM Mifespritone (MIF) or/and to 10 nM of progesterone (PRO) (controls), or to 10 000 

nM of DEHP or 0.1 nM of MEHP, with or without 10 nM of Mifepristone for 4 days. Proliferation was assessed in real-

time using the xCELLigence system. Vehicle controls were set up as baseline, and area under the curve was 

determined for all treatments. The graphs represent the inhibition of DEHP- or MEHP-induced proliferation in presence 

of Mifepristone, for each dose of plasticizers. Graph represents means of at least 3 independent experiments (Means 

± SEM) *P < 0.05. 
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the exposure to DEHP and MEHP significantly increase the proliferation of T-47D cells at the 

highest and the lowest doses, respectively. This increase in proliferation is associated with 

increased nuclear levels of PR, which can be prevented by an antagonist of PR. Together, these 

results suggested that DEHP and MEHP can induce proliferation of breast cancer cells in a PR-

dependent manner. 

2.4.1 DEHP exposure increases levels and nuclear localization of PR-A in T-
47D cells 

Progesterone is essential for the mammary gland development and has a proliferative 

effect on epithelial cells (Hilton et al., 2015; Humphreys et al., 1997; Obr & Edwards, 2012). 

Furthermore, a dysregulation in the progesterone pathway is known to be a risk factor for breast 

cancer (Anderson, 2002; Brisken et al., 2015). Two isoforms of PR are expressed at similar levels 

in the mammary gland, PR-A and PR-B (Mote et al., 2002). In our study, PR-A expression was 

significantly increased when T-47D cells were exposed to 10 and 10 000 nM of DEHP. Using 

immunofluorescence assays, we confirmed that PR nuclear levels were significantly higher upon 

exposure to 10 000 nM DEHP, the same dose that showed a significative increase in proliferation, 

thus suggesting higher PR activity. Consistently, inhibition of PR by Mifepristone reduced DEHP- 

and MEHP-induced proliferation. While Mifepristone is also an inhibitor of the glucocorticoid 

receptor (GR), T-47D cells only weakly express GR (Mikosz et al., 2001). It is thus unlikely that 

this receptor is involved in the observed results, but it cannot be totally excluded. In addition, an 

in silico study recently showed that DEHP have the potential to compete with the endogenous 

ligand of PR (Sheikh & Beg, 2017; Sheikh et al., 2016), thus supporting our results. Interestingly, 

while PR-B levels were also increased at the highest dose, they were not significantly affected. It 

has been suggested that the two PR isoforms are functionally distinct in mammary gland, PR-B 

acting mostly as a transcriptional activator, whereas PR-A can act as a trans-dominant inhibitor 

of PR-B in situations where PR-A has little or no transactivational activity (Vegeto et al., 1993). 

Maintaining the balance between the two isoforms of PR is essential for the mammary gland 

homeostasis (Sampayo et al., 2013). Dysregulation of the PR-A/PR-B ratio has been suggested 

as an early marker of breast cancer development and is observed in premalignant lesions (Mote 

et al., 2002). In addition, an elevated PR-A/PR-B ratio is linked with more aggressive tumors and 

to higher resistance to endocrine treatments (Hopp et al., 2004; Sampayo et al., 2013). 

Consistently, an overexpression of PR-A can result in increased ductal elongation, hyperplasia, 

disorganization of the basement membrane and decreased cell-cell adhesion (Shyamala et al., 

1998). Similarly, overexpression of PR-A in T-47D genetically modified cell lines promoted the 
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acquisition of phenotypes associated with cancer, such as decreased cell adhesion, and 

increased angiogenesis and migration into bone marrow stroma (Graham et al., 2009; 

Kougioumtzi et al., 2014; McGowan & Clarke, 1999; McGowan et al., 2004). Together, these data 

suggested that DEHP and MEHP can activate PR-A, resulting in enhanced tumorigenic activity in 

T-47D cells by an increment of cells proliferation. 

Moreover, it has been shown that PR stability, localization, protein-protein interactions and 

transcriptional activity is regulated, among other, through post-translational modifications, such 

as phosphorylation, acetylation, ubiquitination and SUMOylation (Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014; 

Knutson et al., 2017). Whether or not DEHP and MEHP exposure can result in post-transcriptional 

modifications of PR remained to be elucidated. Finally, it is also possible that DEHP and MEHP 

dysregulate PR signaling via a non-genomic pathway. An increasing number of evidence 

demonstrated the existence of a nonclassical signaling, that could play a role in the proliferation 

of breast cancer cells (Garg et al., 2017). More experimentations are needed to determine if the 

effects of DEHP and MEHP observed in T-47D cells involved signaling of PR through its classical 

and non-classical signaling. 

2.4.2 MEHP affects T-47D cells proliferation at lower, environmentally 
relevant, doses compared to DEHP 

Some of the DEHP effects on cells were found in high doses that were not necessarily 

representative of the human exposure (Chen et al., 2013; Kim et al., 2010; Sims et al., 2014; 

Zhang et al., 2016). In human breast tissues and milk samples, levels around 13.6 nM and 1.8 

nM of MEHP and DEHP have been measured, respectively (Fromme et al., 2011; Kim et al., 

2015; Zimmermann et al., 2012). Approximately the same concentrations have been found in 

serum and urine (Frederiksen et al., 2010; Meeker et al., 2009). Therefore, we used concentration 

ranging from 0.1 nM to 10 000 nM to get an environmentally relevant doses, as well as extreme 

human exposure, similar to what other studies have used. For MEHP, we found a statistically 

increases in proliferation at 0.1 nM. In contrast, DEHP treatment significantly affected cell 

proliferation and PR-A levels at 10 nM and 10 000 nM. In accordance, in MCF-7 cells, it has been 

showed that cell proliferation was significantly increased for DEHP treatments from 10 nM to 1000 

nM (Chen & Chien, 2014), while Blom and collaborators (Blom et al., 1998) found that 10 000 nM 

was the lowest concentration at which proliferation was increased. Similarly, while an exposure 

from 0.1 to 100 μM of DEHP induced proliferation in both MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer 

cells in a study (Das et al., 2014), 10 μM of DEHP increased proliferation in MCF-7 cells, but not 
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in MDA-MB-231 cells in another study (Kim et al., 2004). While there is some variation between 

the results, our results using T-47D cells, which express ER and PR similar to MCF-7 cells, are 

consistent with have been showed by others. In the past few years, some studies have been 

shown that DEHP and other phthalates could enhance proliferation on both normal and cancerous 

breast cells lines (Blom et al., 1998; Chen & Chien, 2014; Chen et al., 2016; Kim et al., 2004; Wu 

et al., 2018), but to our knowledge, the effects of DEHP metabolites were never studied in breast 

cells. Interestingly, our results showed that MEHP also induced proliferation in T-47D cells, but it 

was significant only at the 0.1 nM dose. This non-monotonic dose-response relationship is 

consistent with an endocrine-disrupting effect (Monneret, 2017; Vandenberg et al., 2013). 

Because humans are mainly exposed to DEHP by food and dust ingestion, and because DEHP 

is rapidly metabolized in MEHP, breast cells are more likely exposed to MEHP than DEHP in 

human, as reflected by the mean levels of both compounds found in breast tissues and milk 

(Fromme et al., 2011; Kim et al., 2015; Zimmermann et al., 2012). Moreover, it has been showed 

that breast cells, including T-47D cells, are capable of metabolizing some pollutants (Agarwal et 

al., 1997; John et al., 2010; Spink et al., 2008). As a result, it is crucial and relevant to determine 

the effects of MEHP on cells. Although MEHP induced proliferation of T-47D cells and that this 

proliferation was significantly observed when comparing effects induced by the highest dose of 

DEHP and by the lowest dose of MEHP. Those data suggest that both DEHP and MEHP can 

induced PR signaling, resulting in increased cell proliferation, at an environmentally-relevant dose 

for MEHP.  

2.5 Conclusion 

Overall, our results have demonstrated that DEHP and MEHP can increase cell 

proliferation of T-47D cells at environmentally-relevant and higher doses, which are not toxic for 

the cells. We also demonstrated that PR-A levels, as well as PR nuclear levels, were increased 

upon DEHP exposure. Importantly, inhibition of PR activation decreased DEHP- and MEHP-

induced cell proliferation and PR nuclear levels. Together, these data suggested that exposure to 

DEHP and MEHP can enhance tumorigenic characteristics of breast cells in a PR-dependent 

mechanism. 
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3 ARTICLE 2 : ÉTUDE IN VIVO DE L’IMPACT D’UNE EXPOSITION 
GESTATIONNELLE ET LACTATIONNELLE AU DEHP ET AU DINCH 
SUR LE DEVELOPPEMENT POST-NATAL DE LA GLANDE 
MAMMAIRE 

Gestational and lactational exposure to the emergent alternative 

plasticizer 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid diisononyl ester (DINCH) 

impairs lipid metabolism to a greater extent than the commonly used 

Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) in the adult rat mammary gland. 

L'exposition gestationnelle et lactationnelle au plastifiant alternatif 

émergent, le 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid diisononyl ester (DINCH), 

altère le métabolisme des lipides dans une plus grande mesure que le Di(2-

ethylhexyl) phthalate (DEHP), couramment utilisé dans la glande mammaire 

du rat adulte.  
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Résumé : 

En raison de leurs propriétés de perturbation endocrinienne, les plastifiants tels que le 

phtalate de di(2-éthylhexyle) (DEHP) peuvent affecter le développement hormonal de la glande 

mammaire. Au cours des dernières années, le DEHP a été partiellement remplacé par l'ester 

diisononyle de l'acide 1,2-cyclohexane dicarboxylique (DINCH) qui présente également des 

potentielles propriétés de perturbateurs endocriniens. L'objectif de la présente étude est de 

comprendre l'impact d'une exposition gestationnelle et lactationnelle au DEHP et au DINCH sur 

le développement de la glande mammaire en utilisant des rats Sprague-Dawley. Les deux 

plastifiants ont altéré les adipocytes du stroma de la glande mammaire de la progéniture adulte, 

comme le démontre une diminution de leur taille, un repliment de leur membrane et des 

modulations des profils lipidiques. Les traitements au DEHP ont diminué respectivement 

l'expression de Rxrα et Scd1 à faible et forte dose, mais n'ont affecté aucun des autres gènes 

étudiés. La modulation du métabolisme lipidique par le DINCH a pu être observée à la puberté 

par une diminution de l'expression des gènes impliqués dans la synthèse des triglycérides, le 

transport des lipides et la lipolyse, et par une augmentation de l'expression des gènes de la -

oxydation et des gènes impliqués dans le stockage des lipides et la synthèse des acides gras à 

l'âge adulte, par rapport aux rats témoins et aux rats traités au DEHP. Une forte augmentation de 

différents marqueurs inflammatoires a été observée uniquement après l'exposition au DINCH. 

Ensemble, nos résultats indiquent qu'une exposition gestationnelle et lactationnelle au DINCH a 

des effets plus précoces et plus significatifs sur l'homéostasie lipidique, l'adipogenèse et l'état 

inflammatoire de la glande mammaire adulte que l'exposition au DEHP. La conséquence à long 

terme de ces effets sur la santé de la glande mammaire reste à déterminer.  
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Abstract : 

Due to their endocrine disruption properties, phthalate plasticizers such as di(2-ethylhexyl) 

phthalate (DEHP) can affect the hormone-dependent development of the mammary gland. Over 

the past few years, DEHP has been partially replaced by 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid 

diisononyl ester (DINCH) which also have potential endocrine disrupting properties. The goal of 

the present study is to understand the impact of a gestational and lactational exposure to DEHP 

and DINCH on mammary gland development using Sprague-Dawley rats. Both plasticizers 

altered the adipocytes of the mammary gland fat pad of adult progeny, as demonstrated by a 

decrease in their size, folding of their membrane and modulations of the lipid profiles. DEHP 

treatments decreased the expression of Rxrα and Scd1 at the low and high dose, respectively, 

but did not affect any of the other genes studied. DINCH modulation of lipid metabolism could be 

observed at puberty by a decreased expression of genes implicated in triglyceride synthesis, lipid 

transport and lipolysis, but by an increased expression of genes of the -oxidation pathway and 

of genes involved in lipid storage and fatty acid synthesis at adulthood, compared to control and 

DEHP-treated rats. A strong upregulation of different inflammatory markers was observed 

following DINCH exposure only. Together, our results indicate that a gestational and lactational 

exposure to DINCH has earlier and more significant effects on lipid homeostasis, adipogenesis 

and the inflammatory state of the adult mammary gland than DEHP exposure. The long-term 

consequence of these effects on mammary gland health remained to be determined.  
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3.1 Introduction   

From fetal period to adulthood, humans are constantly exposed to various mixtures of 

endocrine disruptive chemicals (EDC). The phthalate family has been identified as EDCs having 

anti-estrogenic, anti-androgenic, anti-progestogenic, and thyroid disrupting properties, depending 

of the phthalate and the tissue or cells studied (Culty et al. 2008; Hannon et al. 2015; Huang et 

al. 2021; Johns et al. 2015; Parks et al. 2000; Wang and Qian 2021). Phthalates are plasticizers 

that are added to plastics to increase their flexibility and softness. Di(2-ethylhexyl) phthalate 

(DEHP), one of the most common phthalates, is used in food containers, medical devices, PVC 

flooring, clothes, toys, diapers and tampons (Bornehag et al. 2004; Den Braver-Sewradj et al. 

2020; Erythropel et al. 2014; Park et al. 2019; Zarean et al. 2016). DEHP is not linked by covalent 

bonds in these products, and hence it is gradually released in the food (Sidlovska et al. 2017; 

Sioen et al. 2012), liquids (Erythropel et al. 2014), air and house dust (Bornehag et al. 2004; Xu 

and Li 2021). This results in chronic exposure to humans not only by ingestion or inhalation (Ding 

et al. 2019a; Fong et al. 2014), but also by direct physical contact by mouthing of PVC toys or 

dermal genital exposure through diapers for infants and toddlers (Ginsberg et al. 2016). Once it 

enters the body, DEHP is rapidly metabolized to one of its primary metabolites, the mono-

ethylhexyl phthalate (MEHP). Both DEHP and MEHP have been measured in different human 

fluids, such as urine, sweat, umbilical cord blood (Latini et al. 2009; Mose et al. 2007), and breast 

milk (Hogberg et al. 2008; Latini et al. 2009; Mortensen et al. 2005; Zhu  et al. 2006). DEHP or its 

metabolites have been found in 100% of urine samples in worldwide studies, demonstrating a 

global exposure (Ding et al. 2019a; Hogberg et al. 2008; Koch et al. 2006; Koch et al. 2003; 

Sidlovska et al. 2017). Newborns, especially in neonatal intensive care units, are the most 

exposed population (Koch et al. 2006; Lucaccioni et al. 2021). Infants and toddlers are also highly 

exposed due to their close contact with house dust through behaviors such as crawling and 

mouthing of objects (Ginsberg et al. 2016; Xu and Li 2021). 

The perinatal period is one of the most sensitive windows for EDC exposure, in part due 

to immature detoxification pathways in the liver of infants (Ginsberg et al. 2016). Furthermore, 

increased evidence demonstrates that exposure during this vulnerability window can have long-

term impact on health (Haugen et al. 2015; Lucaccioni et al. 2021). Accordingly, correlations 

between gestational and/or lactational exposure to DEHP with short and long-term pathologies, 

as well as transgenerational effects, have been demonstrated by in vivo studies (Ambe et al. 

2019; Brehm and Flaws 2021; Brehm et al. 2018; Chen et al. 2015; Hayashi et al. 2019; Pocar et 

al. 2017; Zarean et al. 2016), and by epidemiological studies (Swan et al. 2015). Furthermore, 
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fetal and postnatal exposure to DEHP has been associated with reproductive anomalies (Nardelli 

et al. 2017), with dysregulation of glucose (Martinelli et al. 2006) and of lipid metabolism (Zhang 

et al. 2020), as well as with obesity in mice (Hao et al. 2013) and humans (Harley et al. 2017). A 

delay of the estrous onset has been observed for mice exposed to MEHP in utero and hyperplasia 

of their mammary gland was detected at one-year-old (Moyer and Hixon 2012). 

The increased evidence that DEHP can cause endocrine, reproductive, and metabolic 

issues have led to its replacement in certain products by newer non-phthalate plasticizers, such 

as the 1,2-cyclohexane dicarboxylic acid diisononyl ester (DINCH). DINCH is an ester glycol 

commercialized since 2002. Once ingested, it is rapidly metabolized, mainly to cyclohexane-1,2-

dicarboxylicmono hydroxyisononylester (OH-MINCH), cyclohexane-1,2-

dicarboxylicmonooxoisononylester (oxo-MINCH) and cyclohexane-1,2-

dicarboxylicmonocarboxyisooctyl ester (cx-MINCH) (ANSES 2016). DINCH is gradually replacing 

DEHP for PVC products such as food containers, toys and medical devices (Bernard et al. 2018; 

Den Braver-Sewradj et al. 2020). Similar to phthalates, DINCH can migrate out of the plastic 

matrix, especially into high-fat products (EFSA 2006), inducing a human exposure mainly through 

dietary intake (Giovanoulis et al. 2018). DINCH metabolites have been detected in 84% of urine 

from a Norwegian population (Giovanoulis et al. 2016), while OH-MINCH has been found in 100% 

of urine samples of young adults (Kasper-Sonnenberg et al. 2019), pregnant women (Martinez et 

al. 2020), and children (Schwedler et al. 2020). Similar to DEHP, children are five times more 

exposed to DINCH than adults (Correia-Sa et al. 2017). However, little is known about the toxicity 

of DINCH or its metabolites. Like DEHP, DINCH seems to affect the reproductive system, as an 

in vitro exposure to DINCH decreased steroid production of Leydig cells (MA-10 cells) and in 

neonatal testis organ culture (Boisvert et al. 2016). Another in vitro study using bioengineered 

HEK293 cells showed that DINCH metabolites modulate the estrogen receptor α (ERα), ERβ and 

androgen receptor (AR) activities (Engel et al. 2018). There is thus a need to better understand 

the effects of DINCH on endocrine tissues and to determine whether it can act as an EDC.   

The mammary gland is one of the most sensitive organs to EDCs. Its postnatal 

development is hormone-dependent, being mainly orchestrated by progesterone and estrogens 

during puberty, and by prolactin and oxytocin during gestation and lactation (Brisken and Ataca 

2015). Importantly, although the in utero and early life stages of development are considered as 

hormone-independent, some hormonal receptors are expressed, rendering these stages 

sensitive to dysregulation by EDCs (Fenton 2012). Furthermore, the proper development of the 

mammary gland epithelium requires an indispensable crosstalk with the stroma (also known as 
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the fat pad) (Brenot et al. 2020; Paulose et al. 2015). This fat pad is mainly composed of white 

adipose tissue (WAT), which surrounds the epithelium, and represents the biggest proportion of 

the nulliparous mammary gland (Hovey and Aimo 2010). WAT of the mammary gland is known 

to act as a structural support, an energy source through its lipid storage, and to deliver lipids to 

adjacent epithelial cells during lactation (Zwick et al. 2018). Adipose tissues are also known to 

have endocrine properties (Booth et al. 2016), although this role during mammary gland 

development is less well understood, and all the actors of the interaction between epithelial cells 

and adipocytes are poorly identified (Brenot et al. 2020). Nevertheless, the peroxisome 

proliferator-activated receptors (PPARs) are thought to be key regulators of adipose tissues; they 

are involved in adipocyte differentiation, maturation, fat accumulation and lipid metabolism 

(Ambele et al. 2020; Desvergne and Wahli 1999; Lowe et al. 2011; Schoonjans et al. 1996). There 

are three isoforms of PPARs, PPARα, PPARβ/δ, and PPARγ, all expressed in the nulliparous rat 

mammary gland (Gimble et al. 1998), as well as in human breast cells (Kilgore et al. 1997; 

Suchanek et al. 2002a; 2002b; Suchanek et al. 2002c). PPARγ is the preponderant form in 

adipose tissues (Janani and Ranjitha Kumari 2015). PPARs heterodimerize with retinoid X 

receptor alpha (RXRα) in association with context specific cofactors to alter the expression of 

different downstream genes upon ligand activation (Grygiel-Górniak 2014). Using an in silico 

approach, DEHP has been shown to bind to PPARγ and RXRα (Kambia et al. 2016; Sarath Josh 

et al. 2014), while docking studies demonstrated that MEHP, but not DEHP, could induce the 

activation of the receptor and modulate lipid metabolism (Kratochvil et al. 2019). Accordingly, 

many studies have reported a dysregulation of the PPARs pathway upon DEHP or MEHP 

exposure, in both in vitro and in vivo models (Hao et al. 2012; Nardelli et al. 2015; Shoaito et al. 

2019; Venkata et al. 2006). CCAAT/enhancer-binding protein alpha (C/EBPα), a transcription 

factor know to work in synergy with PPARγ (Madsen et al. 2014b; Wagner et al. 2010), is also 

involved in adipocytes differentiation  (Guru et al. 2021) and can be affected by DEHP (Campioli 

et al. 2014) or MEHP (Campioli et al. 2015; Chiang et al. 2016). Although less documented, it has 

been suggested that oxo-MINCH, but not DINCH, induces PPARα and PPARγ activation in 

HEK293 cells (Engel et al. 2018), while DINCH can dysregulate the PPAR pathway in the liver 

after in utero exposure in rats (Campioli et al. 2019).  

In this study, we hypothesized that, similar to DEHP, DINCH can have endocrine disruptive 

properties. Therefore, we propose that an exposure to either DEHP or DINCH during the sensitive 

window of gestation and lactation can alter the mammary gland development. More specifically, 
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we postulated that exposure to DEHP and DINCH will result in the dysregulation of the PPAR 

pathways and lead to metabolic disorder which may result in developmental defects. 

3.2 Material and Method 

3.2.1 Animal Treatments  

All animal care and handling were done in accordance with the guidelines outlined by the 

Canadian Council on Animal Care (McGill Animal Resources Centre protocol #7317).  Detailed 

treatment method and animal procedures were described previously (Albert et al. 2018b; Nardelli 

et al. 2017). Briefly, nulliparous female and proven-breeder male Sprague-Dawley rats were 

purchased from Charles River Laboratories (St-Constant, Quebec). Two females in proestrus 

were placed in mating cages with one male. The next morning, the presence of sperm in vaginal 

smears was considered as pregnancy day (PD) 0 in positive females. These females were placed 

in individual cages. At PD8, dams were randomly assigned to vehicles (corn oil, Sigma-Aldrich – 

ON, Canada) as the control group, DEHP or DINCH treatments. DEHP (purity ≥99.0%) was 

purchased from Sigma-Aldrich Corporation (CAS #117-81-7; Cat #80030, St. Louis, MO). DINCH 

(purity =99.5%) was purchased from BASF Canada (CAS #474919-59-0 USA and 166412-78-8 

outside USA, Mississauga, ON). Animals were weighed and administered doses of 30 or 300 

mg/kg of body weight daily by gavage during gestation and lactation, up to weaning (from PD8 to 

postnatal day (PND) 21), except on the day of birth where litters were left undisturbed. This period 

covers the murine mammary gland embryonic development which begins at embryonic day 10.5 

(Filgo et al. 2016). In human, the most exposed populations are infants and toddlers, particularly 

premature infants, which can be exposed to 16 mg/kg/day of DEHP (Mallow and Fox 2014). The 

30 mg/kg dose is thus representative of this high human exposure to DEHP (U.S Food and Drug 

Administration, 2002) with an adjustment for interspecies metabolism (Nair and Jacob, 2016), and 

considering that the exposure is indirect. The 300 mg/kg dose was selected based on previous 

literature that reported deleterious reproductive outcomes following exposure to DEHP during 

gestation and lactation (Gray et al. 2009).  

For each litter, one female pup was sacrificed at each following stages: at weaning 

(PND21) to assess pre-pubertal development, around puberty (PND46) for the first hormone-

dependent peak of proliferation, and during adulthood (after PND90) when the mammary gland 

ductal elongation is over, and animals have reached the full maturity of nulliparous rats. For this 

last group, females were sacrificed on their first day of estrous after they reached 90 days old to 
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limit variations in mammary gland structure linked with phases of the estrous cycle. A schema of 

the experimental design is present in supplementary figure 1. For each condition (treatments and 

age groups) between 11 and 15 animals were sacrificed; the size of each group vary due to the 

number of dams by condition, the size of the litter and the female/male ratio for each litter.  

From all animals, four glands were dissected. The 4th right inguinal was used for the weight 

measurement; the right thoracic was used for cryosections to perform Masson’s trichrome 

staining; the 4th left inguinal was used for RT-qPCR experiments; the abdominal glands were 

powdered on dry ice and used for Thin Layer Chromatography (TLC) and western blot 

experiments. For morphological experiments (weight, epithelium area and branching density), 

adipocytes histological experiments as well as RT-qPCR, evaluations were conducted blindly.  

 

Supp – Figure 3-1: Experimental design of the gestational and lactational exposition. 

 

 

 

Dams were treated from PD8 until weaning with one of five treatments (Corn oil; DEHP, 30 or 300 mg/kg/day; DINCH, 

30 or 300 mg/kg/day). Pups were sacrificed at different key stages of development (postnatal day (PND)21, PND46 

and PND90). Rats’ illustrations come from Servier Medical Arts, and the schematic is inspired from (Albert et al., 

2018). 
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3.2.2 Weight measurements 

Each animal was weighed prior to sacrifice. After sacrifice, the 4th right inguinal mammary 

gland was excised and weighed. Results were expressed in mammary gland weight (g)/100 g of 

the total body weight.  

3.2.3 Whole mount 

3.2.3.1 Staining 

As previously described (Gouesse et al. 2021), after being weighed, the 4th right inguinal 

mammary gland was excised, spread on glass slides and fixed in Carnoy’s fixative solution (100% 

ethanol, chloroform, glacial acetic acid; 6∶3∶1). The mammary gland was washed in 70% ethanol, 

progressively rehydrated in water, and stained in carmine alum (2% carmine and 5% aluminum 

potassium sulfate in water). Tissues were then gradually dehydrated through serial ethanol baths 

and cleared in xylene. Finally, slides were mounted with Permount™ (FisherChemical™, ON, 

Canada - # SP15-500). Mammary gland images were captured with a digital camera (Sony DSC-

HX50V) on a lightbox (Henning Graphics). To allow proper comparison of the size of the 

mammary glands, a ruler was placed beside every captured image.  

3.2.3.2 Epithelial area measurement 

The epithelium area was quantified for all animals (n = 11-15 per group) from whole 

mounts images using Fiji, distributed by ImageJ software (https://imagej.net/Fiji/Downloads). After 

setting the scale of the image, a line was drawn around the epithelium and this area was 

measured according to the procedure shown in supplementary figure 2A.  Results were 

expressed in mm2. 

3.2.3.3 Assessment of epithelial branching density 

The density of the mammary gland tree was measured using the skeletonize tool of Fiji 

software, accordingly to a method developed by the team of Dr. Fenton (Stanko and Fenton 

2017).  Using skeletonize tool, whole mount images were transformed into simplified images of 

the mammary gland network (supplementary figure 3-2B). To avoid variations due to impaired 

mammary gland excision and/or coloration, and because of the higher of complexity in adult 

mammary glands compared with young animal, a representative section of the whole skeleton 

https://imagej.net/Fiji/Downloads
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was chosen for every picture for further analysis (supplementary figure 2C). Within this section, 

the Sholl analysis of Fiji was applied to determine the number of interactions (N) by surface units. 

Results are expressed in N/mm2. 

 

 

 

3.2.4 Cryosection and Masson’s trichrome 

The right thoracic mammary gland was dissected for each animal, immediately embedded 

in cryomatrix (Leica) and stored at -80°C. Cryosections of 8 µm were cut and fixed in Bouin’s 

solution (FisherChemical) overnight. After being rinsed, sections were sequentially incubated 

in Weigert’s iron hematoxylin, in Biebrich scarlet-acid fuchsin, in phosphomolybdic-

phosphotungstic acid, and in aniline blue solution (all from FisherChemical), interspersed by 

rinsing with water. Sections were then rinsed once with 1% acetic acid before being dehydrated 

in serial alcohol 95% EtOH, absolute EtOH, and xylene. Sections were mounted with Permount 

(FisherChemical™ - # SP15100). Cryosections from randomly picked animals (n = 5-9 per group) 

were used for analysis. Images were obtained using a Nikon A1R+ confocal microscope equipped 

with a digital camera (Nikon). All the analyses were done using the NIS elements analysis 

software (Nikon, version 4). The size of each adipocyte with an intact structure within a field was 

measured using the drawing tool; for each animal, the mean size of 11-29 adipocytes per field 

(85 500 µm2) was used for statistical analysis.  

3.2.5 Lipid extraction and Thin Layer Chromatography (TLC) 

Lipids were extracted from abdominal snap-frozen PND90 mammary glands according to 

the standard technique (Bligh and Dyer 1959; Ralston et al. 2014). Mammary glands were 

The inguinal mammary gland was processed for whole mount and imaged using a numeric camera. After setting the 

scale of the image with the ruler, a line was drawn around the epithelium and the area were measured in mm2 (A). 

The epithelium was analyzed using skeletonize tool of Fiji software. Mammary gland excision or coloration issues can 

result in areas that are missing or cannot be skeletonized (black arrows) (B). Representative section of the 

skeletonized mammary gland epithelium used to analyze the mammary gland branching networks (C). 

 

Supp Figure 3-2: Representative images of macroscopic analysis of the mammary gland using Fiji from 
ImageJ. 
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weighed, and equal quantities of tissues were pulverized on dry ice. The resulting powders were 

then sonicated in 2:1 methanol/chloroform (v/v); chloroform and water were added, and the 

samples were vortexed. After centrifugation at 700 G for 20 minutes, the bottom phase was 

collected, corresponding to the organic phase containing the lipids. The lipid extractions were 

dried under nitrogen and all samples were resuspended in equal volume of hexane. Lipids were 

separated by TLC on silica-coated plates (Sigma Aldrich - # 105748001) using a mixture of 

hexane/diethylether/acetic acid (80:20:1 v/v) as a developing solvent (Lounis et al. 2017). Lipids 

were visualized by exposure to iodine vapors. Spots were identified using lipid standards for 

triacylglycerides (TAG), free fatty acids (FFA), cholesterol esters (CE), free cholesterol (CHOL) 

and phospholipids for each treatment, and their density was analyzed using ImageJ software, and 

normalized to the control group, for each silica-coated plate.  

3.2.6 RNA extraction 

The 4th left inguinal mammary gland was excised and immersed in RNA Later solution 

(Qiagen, ON, Canada). After 24 hours of incubation at 4°C, samples were stored at -80°C. Total 

mRNAs were extracted from 20 to 100 mg of mammary gland tissues using the Aurum total RNA 

fatty and fibrous tissue kit (Biorad, ON, Canada - # 7326830) according to the manufacturer 

instructions. RNA integrity was verified using the Experion RNA StdSens analysis kit (Biorad) and 

the Experion™ bioanalyzer (Biorad). Samples were only used when the RNA quality indicator 

(RQI) was over 8. RNA concentration and purity were measured using a Nanodrop 

spectrophotometer (ThermoScientific). Extracted RNA samples were stored at -80ºC until 

utilization for RT-qPCR. 

3.2.7 Protein extraction and western blot 

Detailed methodology for protein extraction and western blotting was described in a 

previous publication (Gouesse et al. 2021). Briefly, abdominal snap-frozen mammary glands were 

mechanically ground into a powder on dry ice and lysed with a triple detergent lysis buffer (50 mM 

tris-Base, 150 mM sodium chloride, 0.02% sodium azide, 0.1% SDS, 1% Nonidet P40, 0.5% 

sodium deoxycholate – pH 8) supplemented with 1.25M Sodium Fluoride, 1M Sodium 

Orthovanadate and 1% Halt Protease and Phosphatase Cocktail Inhibitor (Thermo-scientific - 

#PI78430). Samples were sonicated and centrifuged to collect the supernatants which were 

aliquoted and stored at -80°C until further processing. All steps were performed on ice. Protein 

concentrations were determined using the Pierce™ BCA protein assay kit (Thermo Scientific - # 
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0023250). 25 mg of protein for each sample were separated by migration using SDS-PAGE gels, 

TGX Stain-Free™ FastCast™ 10% acrylamide, (Bio-Rad - # 1610183) and transferred onto PVDF 

membranes using the Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad - # 1704273). Total lane proteins of each 

well were visualized using the “Stain-free” technology and imaged using the ChemiDoc™ MP 

imaging system (Bio-Rad). Membranes were blocked with 5% dry milk dissolved in TBS-

Tween 0.1% and incubated with PPARγ antibody (Santa Cruz - # sc-7273) diluted (1/1000) in the 

blocking solution, overnight at 4°C in a shaker. Following 3 washes (5 minutes each) with TBS-

Tween 0.1%, membranes were incubated with anti-rabbit secondary antibodies conjugated with 

horseradish peroxidase (HRP) (CellSignaling – NEB – ON, Canada - # 7074) diluted in the 

blocking solution (1/10 000). The chemiluminescent signals were obtained using Clarity™ 

Western ECL Blotting Substrate (Bio-Rad, # 1705061) or Clarity Max™ Western ECL Blotting 

Substrate (Bio-Rad, # 1705062) and measured using the ChemiDoc™ MP imaging system (Bio-

Rad). Density of each protein band was quantified and normalized to the total lane proteins using 

ImageLab 6.0 software (Bio-Rad). 

3.2.8 RT-qPCR 

The reverse transcription was done using the iScript™ cDNA synthesis kit (Biorad- # 

1708891) and the Mastercycler Gradient (Eppendorf- # 5331). qPCR assays were next performed 

with the SsoAdvanced™ SYBR®green Supermix (Biorad-# 1725274) using a C1000™ thermal 

cycler (Biorad) and results were analyzed using the CFX Manager Sofware (Biorad). Primers 

(Supplementary Table 3-1) were designed using Primer 3 website (http://primer3.ut.ee/) and 

Primer blast, a tool from NCBI website (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). For 

each pair of primers, the efficiency and the specificity of qPCR reactions were verified by the 

standard curve and analysis of dissociation curves of the PCR products, respectively (Lanoix et 

al., 2012; Taylor et al., 2019). The size of the amplicon was also verified using agarose gel 

electrophoresis. mRNA level for each gene was normalized using four different reference genes, 

selected for each developmental stage based on their stability between the different treatments 

using the geNorm algorithm (Gaston et al., 2020; Lanoix et al., 2012). Rpl13a, Actb, Hprt1 and 

Uxt were used to normalize PND46, and Eef1a1, Hprt1, Sdha and Atp5b were used for PND90. 

Amplification curves were next analyzed using the comparative cycle threshold method (ΔΔCt 

method).  

http://primer3.ut.ee/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Supp Table 3-1: Representative images of macroscopic analysis of the mammary gland using Fiji from ImageJ. 

For each gene (target or used as reference), the nucleotide sequences of the primers (forward ® or reverse (R)) are 

presented. 
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3.2.9 Statistical analysis 

All statistical analyses were done using GraphPad Prism 8. For all experiments, outliers 

were removed, when applicable, with the “identify outliers” tool of Prism, using ROUT method for 

which the false discovery rate was set at 1%. The normality of the distribution was verified using 

d’Agostino-Pearson omnibus normality test. Data were analyzed using Kruskal-Wallis test 

followed by a Dunn’s multiple comparison test or using One way ANOVA test followed by Tukey’s 

test. For TLC experiments, p-values were calculated for each treatment individually as results had 

to be normalized to the control (value of 1) for each silica-coated plate. Statistics were thus 

realized using the one sample t-test compared to a hypothetical value of 1. 

3.3 Results 

3.3.1 Morphological characteristics  

No change of the body weight was observed with either the DEHP or DINCH treatments 

when compared to the control group (data not shown). Although it was not significant using an 

ANOVA analysis, the relative mammary gland weight (normalized to body weight) tended to 

increase at PND90 for pups treated with 300 mg/kg DEHP and 30 mg/kg DINCH compared to the 

control group (Figure 3-1G). No modulation of the mammary gland weight was observed at 

PND46 (Figure 3-1D) nor PND21 (Figure 3-1A). No differences were observed in the mammary 

gland’s epithelium ductal network, as assessed by the epithelial area (Figure 3-1B, E, H) and 

branching density (Figure 3-1C, F, I), upon DEHP or DINCH treatments for all ages. These results 

suggested that the small increase in the mammary gland’s weight was not associated with 

epithelial expansion. Therefore, the focus was turned to the mammary gland fat pad at PND90. 

Using histology, a significant decrease of the adipocytes size was measured for 30 mg/kg DEHP 

and both doses of DINCH (Figure 3-2F). In addition, we observed more adipocytes with 

membrane folding and features similar to crown-like structures (CLS) for the four treatments 

compared to the control group (Figure 3-2A-E). 
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Pups were exposed during gestation and lactation by gavage to corn oil (0, control diet), DEHP or DINCH (30 or 300 

mg/kg of body weight/day (mg/kg of BW/day)) and sampled at postnatal day (PND) 21 (A, B, C), 46 (D, E, F) and 90 

(G, H, I). Mammary glands weight was normalized on total body weight (g/100 g of body weight) (A, D, G). Epithelium 

area (mm2) (B, E, H) and branching density (N/ mm2) (C, F, I) were measured using whole mount images. Histograms 

represent the means ± SEM (n  = 11-15 pups) for each condition. P-values were calculated between each group with 

Kruskal-Wallis test with Dunn’s test or One way ANOVA with Tukey’s test. 

 

Figure 3-1 : Morphological characteristics of the pups’ mammary glands at different stages of development. 
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3.3.2 Lipid profile of the Mammary Gland 

In order to understand better the functional impact of the adipocyte’s modification, the 

quantification of the lipid profile of the mammary gland was done for the PND90 samples using 

thin-layer chromatography. Relative levels of phospholipids, free cholesterol, and cholesterol 

ester (Figure 3-3C-E) were modulated neither by DEHP nor by DINCH at PND90. Interestingly, 

free fatty acid levels (FFA) (Figure 3-3B) were decreased by DEHP and DINCH exposures, while 

TAG levels were significantly decreased (Figure 3-3A) only by the higher dose of DEHP and 

DINCH. 

Figure 3-2: Adipocyte size analysis 
in mammary glands of pups 
sampled at PND90. 

Mammary gland cryosections from 

the control diet (A) or animals treated 

with 30 (B) or 300 (C) mg/kg of 

BW/day of DEHP, or with 30 (D) or 

300 (E) mg/kg of BW/day of DINCH 

were processed for Masson’s 

trichrome staining. Size and number 

of each complete adipocyte were 

measured using NIS analysis. Scale 

represents 50µm. Plain arrows show 

membrane folding. Dotted arrows 

show feature similar to crown-like 

structure. Histograms represent the 

means adipocyte size ± SEM (n = 5-9 

pups) for each diet (F). p-values were 

calculated between the control group 

and each treatment with Kruskal-

Wallis test with Dunn’s test. a different 

from controls (P < 0.05). 
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3.3.3 PPARs/RXRalpha pathway  

The PPAR pathways have been implicated in lipids metabolism. We thus next wanted to 

evaluate if these pathways could be dysregulated by DEHP and DINCH treatments. mRNA levels 

of Ppars, as well as their partners C/Ebpα and Rxrα, were thus measured at PND90 (Figure 3-

4). For all three isoforms of PPAR (Pparα, Pparδ and Pparγ), no effects were observed upon 

DEHP treatments while mRNA levels were downregulated by DINCH treatments compared to the 

control group and DEHP treatments (Figure 3-4A-C). C/ebpα mRNA levels were drastically 

increased by DINCH treatments compared to both control and DEHP treatments (Figure 3-4E). 

Rxrα mRNA levels were significantly downregulated for the 30 mg/kg DEHP and 300 mg/kg 

DINCH treatments at PND90 compared to controls (Figure 3-4D).  

 

Lipids were extracted from mammary glands of pups exposed during gestation and lactation by gavage of corn oil, DEHP 

or DINCH at 30 or 300 mg/kg of body weight/day (mg/kg of BW/day) at PND90. Lipids were separated by thin-layer 

chromatography on silica-coated plates. After an exposure of iodine vapors, lipids were visualized as yellow dots and 

their density were analyzed using ImageJ software. Results for each lipid as triacylglycerides (A), free fatty acids (B), 

phospholipids (C), free cholesterol (D) and cholesterol esters (E), were normalized on the control diet. Histograms 

represent the means ± SEM (n =7 pups) for each Diet. p-values were calculated for each treatment individually comparing 

of a hypothetical value of 1 (as control diet) using the one sample t test, *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01. 

 

Figure 3-3: Lipid profile of mammary glands of pups sampled at PND90. 
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Figure 3-4: Transcriptomic expression of PPARs and RXR in mammary glands of pups sampled at PND90. 

RNA was extracted and reverse transcript from mammary glands of pups exposed during gestation and lactation by 

gavage of corn oil, DEHP or DINCH at 30 or 300 mg/kg of body weight/day (mg/kg of BW/day) at PND90. mRNA levels 

of PPARα (A), PPARδ (B), PPARγ (C), Rxrα (D) and C/EBPα (E) have been measured by qPCR and normalized using 

4 reference genes (Eef1a1, Hprt1, Sdha and Atp5b). Histograms represent the means ± SEM (n =11-14 pups) for each 

diet. p-values were calculated between each group with Kruskal-Wallis test with Dunn’s Test or One way ANOVA with 

Tukey’s test. a different from controls (P < 0.05); b different from the 30 mg/kg DEHP (P < 0.05); c different from the 300 

mg/kg DEHP (P < 0.05). 
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As PPARγ is the main isoform in adipose tissue (Cristancho and Lazar 2011; Grygiel-

Górniak 2014; Lowe et al. 2011) and has been shown to be activated by MEHP in human breast 

cells (Venkata et al. 2006) and by DINCH metabolites in HEK293 cells (Engel et al. 2018), we 

decided to further study this isoform. Interestingly, while no changes were observed at the protein 

levels upon DEHP treatments, western blot analysis showed a tendency of increase of PPARγ 

protein levels for the DINCH treatments (Figure 3-5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4 mRNA expression of genes implicated in adipogenesis and lipid 
metabolism 

To further characterize the effects of DEHP and DINCH, mRNA levels of downstream 

targets of PPARs as well as of other genes implicated in adipogenesis and lipid metabolism were 

analyzed by RT-qPCR. For DEHP treatments, a decrease in the levels of Olr1 and Scd1 (Figure 

3-6A, F), implicated in the lipid transport and TAG synthesis respectively, was observed, but was 

only significant for Scd1 mRNA level for the 300 mg/kg dose. A small non-significant decrease of 

Stat5a and Stat5b (Figure 3-7G-H), implicated in adipocytes development and differentiation, 

Figure 3-5: PPAR protein expression in 
mammary glands of pups sampled at PND90 

Proteins were extracted from mammary glands of 

pups exposed during gestation and lactation by 

gavage of corn oil, DEHP or DINCH at 30 or 300 

mg/kg of body weight/day (mg/kg of BW/day) at 

PND90. A representative blot showing PPARγ 

protein expression and the total lane protein used for 

normalization is shown (A). Histograms represent 

the means ± SEM (n=11-14 pups) of PPARγ relative 

protein expression at PND90 normalized to the total 

protein level of the same well (B). p-values were 

calculated between the control group and each 

treatment with One way ANOVA with Tukey’s test.  
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was also observed. For DINCH treatments, mRNA levels of Olr1, Lpl and Apoa2 (Figure 3-6A-

C), implicated in lipid transport, were decreased at PND90, although it was not statistically 

significant for Lpl. DINCH treatments also decreased Ptger3 and Dgat1 mRNA levels (Figure 3-

7D, F), implicated in the regulation of lipolysis and TAG synthesis, compared to control and DEHP-

treated groups. In contrast, mRNA levels of Acadm, Acox1, Scd1, Plin4 and FasnN (Figure 3-6D, 

E, F; Figure 3-7B, E) involved in the β-oxidation, TAG synthesis, lipid storage and fatty acid 

synthesis, respectively, were increased upon DINCH treatments at PND90 compared to either 

the control group, DEHP treatments or both. The mRNA levels of other downstream targets of 

PPARs implicated in gluconeogenesis (Aqp7), lipid storage (Leptin) and adipocyte differentiation 

(Adipoq, FabP4 and Plin1) were modulated neither by DEHP nor DINCH at PND90 (Figure 3-

6G-I and Figure 3-7A, C).  

To determine whether the effects of the treatments on adipogenesis and lipid metabolism 

can be observed earlier, mRNA levels of the studied target genes were analyzed at PND46 

(Figure 3-8). Treatments with DEHP showed no effects for any of the transcripts examined. 

However, Pparδ, Rxrα, Plin4, and Acox1 were downregulated by DINCH treatments (Figure 3-

8B-D, and H), compared to the control group or DEHP treatments, while no effect was observed 

for the other genes examined (Figure 3-8A, E-G and I-L).   
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Figure 3-6: mRNA levels of genes implicated in lipid metabolism, downstream genes of PPARs pathways of 
the mammary gland of pups sampled at PND90. 

RNA was extracted and reverse transcript from mammary glands of pups exposed during gestation and lactation by 

gavage of corn oil, DEHP or DINCH at 30 or 300 mg/kg of body weight/day (mg/kg of BW/day) at PND90. mRNA levels 

of OLR1 (A), LPL (B), APOA2 (C), ACADM (D), ACOX1 (E), SCD1 (F), ADIPOQ (G) FABP4 (H), and AQP7 (I) have 

been measured by qPCR and normalized using 4 reference genes (Eef1a1, Hprt1, Sdha and Atp5b). Histograms 

represent the means ± SEM (n = 11-14 pups) for each diet. p-values were calculated between each group with Kruskal-

Wallis test with Dunn’s Test or One way ANOVA with Tukey’s test. a different from controls (P < 0.05); b different from 

the 30 mg/kg DEHP (P < 0.05); c different from the 300 mg/kg DEHP (P < 0.05). 
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Figure 3-7 : mRNA levels of genes implicated in adipogenesis or lipid metabolism of the mammary gland of 
pups sampled at PND90. 

RNA was extracted and reverse transcript from mammary glands of pups exposed during gestation and lactation by 

gavage of corn oil, DEHP or DINCH at 30 or 300 mg/kg of body weight/day (mg/kg of BW/day) at PND90. mRNA 

levels of PLIN1 (A), PLIN4 (B), Leptin (C), PTGER3 (D), FASN (E), DGAT1 (F), STAT5a (G) and STAT5b (H). All 

genes have been measured by qPCR and using 4 reference genes (Eef1a1, Hprt1, Sdha and Atp5b). Histograms 

represent the means ± SEM (n= 11-14 pups) for each diet. p-values were calculated between each group with Kruskal-

Wallis test with Dunn’s Test or One way ANOVA with Tukey’s test. a different from controls (P < 0.05); b different from 

the 30 mg/kg DEHP (P < 0.05); c different from the 300 mg/kg DEHP (P < 0.05). 
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Figure 3-8: mRNA level of genes implicated in lipid metabolism of the mammary gland of pups sampled at 
PND46. 

mRNA levels of PPARγ (A), PPARδ (B), Rxrα (C), PLIN4 (D), LPL (E), APOA2 (F), ACADM (G), ACOX1 (H), SCD1 

(I), DGAT1 (J), STAT5a (K) and STAT5b (L) have been measured by qPCR and normalized using 4 reference genes 

(RPL13A, ACTB, HPRT1 and UXT). Histograms represent the means ± SEM (n = 11-15 pups) for each diet. p-values 

were calculated between each group with Kruskal-Wallis test with Dunn’s Test or One way ANOVA with Tukey’s test. 

a different from controls (P < 0.05); b different from the 30 mg/kg DEHP (P < 0.05); c different from the 300 mg/kg 

DEHP (P < 0.05). 
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mRNA expression of genes implicated in inflammation 

To further understand the slight increase of mammary gland weight at PND90 while TAG 

levels were lower, and given the appearance of features similar to CLS, as well as the known link 

between metabolic disorders, obesity and inflammation (Hotamisligil 2006), we then assessed the 

mRNA levels of genes involved in inflammation (Figure 3-9). Only trends toward decrease were 

observed for DEHP treatments for Nlrp3, Ccl2, Ccl19, F4/80 and Cd68 (Figure 3-9). In contrast, 

significant increases were observed for Nlrp3, Ccl19 and F4/80 mRNA levels compared to the 

control group or DEHP treatments for both treatments of DINCH (Figure 3-9B, D, E), and for 

Cd68 and Cdl2 mRNA levels only at 30 mg/kg of DINCH (Figure 3-9C, F), compared to 30mg/kg 

DEHP. A non-significant increase was observed for NFkB rats exposed to DINCH-treatments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-9: mRNA levels of 
inflammatory genes in mammary 
glands of pups sampled at PND90. 

RNA was extracted and reverse 

transcript from mammary glands of 

pups exposed during gestation and 

lactation by gavage of corn oil, DEHP or 

DINCH at 30 or 300 mg/kg of body 

weight/day (mg/kg of BW/day) at 

PND90. mRNA levels of NFKB (A), 

NLRP3 (B), CCL2 (C), CCL19 (D), 

F4/80 (E) and CD68 (F) have been 

measured by qPCR and normalized 

using 4 reference genes (Eef1a1, 

Hprt1, Sdha and Atp5b). Histograms 

represent the means ± SEM (n = 11-14 

pups) for each diet. a different from 

controls (P < 0.05); b different from the 

30 mg/kg DEHP (P < 0.05); c different 

from the 300 mg/kg DEHP (P < 0.05). 
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3.4 Discussion  

In this study, we have observed a dysregulation of key metabolic features in the mammary 

fat pad: (1) a decrease in adipocyte size, (2) the appearance of membrane folding, (3) the 

presence of features similar to CLS, and (4) a decrease of TAG and FFA levels in adult female 

rats following a gestational and lactational exposures to DEHP and DINCH. For DINCH, but not 

for DEHP, a dysregulation of PPARs signaling, its target genes and other genes involved in the 

regulation of lipid metabolism were also observed. Significant modulations of the transcript levels 

of genes implicated in β-oxidation, lipolysis, lipid transport, TAG synthesis and lipid storage were 

measured, concomitantly with a modulation of Ppars, Rxrα, and C/ebpα, and an increase in 

inflammation markers. Most of those modulations were observed in adult animals (PND90), but 

lipid metabolism variations were also observable at puberty (PND46). Together, our results 

suggest that DINCH has more effects on the mammary gland than DEHP, and that these effects 

are observable earlier in life. 

3.4.1 DEHP treatments 

3.4.1.1 DEHP have no visible impact in the mammary gland 

epithelium 

Some EDCs have been shown to impact the mammary gland epithelium proliferation, 

differentiation, and ramifications, which could lead to breast cancer (Fenton 2012; Rodgers et al. 

2018; Rudel et al. 2011; Teitelbaum et al. 2015). Only a few studies have looked at the effects of 

DEHP on mammary epithelial cells and showed an increase of epithelial proliferation after DEHP 

or MEHP exposure (Chen and Chien 2014; Crobeddu et al. 2019; Moyer and Hixon 2012). 

Interestingly, in the present study, exposure to DEHP resulted in a small increase of the mammary 

gland weight, but had no observable effects on the epithelial development, as measured by whole 

mount (Figure 3-1), which suggest a potential effect on the fat pad. This was supported by another 

study that showed an increased weights of the perirenal, parametrial and epididymal fat pads of 

mice upon a perinatal exposure to DEHP and MEHP (Hao et al. 2013; Hao et al. 2012).   

3.4.1.2 DEHP affects the biology of adipocytes within the 

mammary gland fat pad 

DEHP treatments induced an important decrease of the size of the adipocyte in the 

mammary fat pad (Figure 3-2). To our knowledge, adipocytes from the mammary gland have 
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never been studied following DEHP exposures; however, some studies reported effects in 

adipose tissues of other origins. Indeed, a similar decrease from abdominal, lumbar and 

epidydimal adipose tissues or a mix of different adipose tissues (under peritoneum and 

mesenteric, around the kidneys and epididymis) was reported upon exposures to DEHP in both 

female and male rats  (Martinelli et al. 2010; Zhang et al. 2020; Zhang et al. 2019; Zhou et al. 

2019), while another study reported that DEHP exposure was associated with an increase of 

visceral adipocyte size in female mice (Schmidt et al. 2012). Discrepancies between these results 

could potentially be due to the type of adipocytes analyzed, the protocol of exposure, as well as 

the difference between species. We also observed the presence of membrane folding in the 

adipocyte in the four treated groups (Figure 3-2). The folding seems to be more extensive upon 

DEHP treatments than DINCH, although no quantification was realized (Figure 3-2B and C). 

Supporting our results, a similar membrane folding can be observed in adipocytes from various 

adipose tissue of rats exposed to 500 mg/kg of DEHP, although it was not reported as such by 

the authors (Zhang et al. 2020; Zhang et al. 2019; Zhou et al. 2019). Decreased size of the 

adipocytes and increased membrane folding have been associated with lipolysis of epididymal 

adipocytes (Carpentier et al. 1977) and observed in the lactating mammary gland to support milk 

production (McCready et al. 2014). Exposure to MEHP treatment has been shown to increase the 

lipolysis activity of adipocytes in vitro (Chiang et al. 2016). However, no strong evidence of 

lipolysis or activation of lactation (data not shown) was observed in our study after DEHP 

treatments. We also observed a decrease of TAG content in animals treated with 300 mg/kg of 

DEHP, and of FFA for both doses of DEHP, compared to the control group (Figure 3-3A and B). 

Decrease of TAG serum levels or content in lumbar and epididymal adipose tissue has been 

reported following a perinatal or a direct DEHP exposure, respectively (Hao et al. 2013; Martinelli 

et al. 2010). Decreased size of adipocytes and modulation of TAG or FFA following DEHP and 

MEHP exposure have been associated with the proliferation of adipocytes in vitro (Engin 2017; 

Kloting et al. 2015; Qi et al. 2019). Unfortunately, the number of adipocytes in the fat pad could 

not be measured in our conditions of embedding, as our study was not initially designed to study 

the fat pad. Whether or not DEHP induced the proliferation of adipocytes in our samples remained 

to be determined. 

3.4.1.3 DEHP downregulates RXR/PPARs  

To further understand the mechanisms involved in the effects of DEHP on adipocytes 

within the fat pad, we analyzed the mRNA levels of genes involved in adipogenesis. A few studies 
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have demonstrated that DEHP or MEHP can dysregulate PPAR/RXR signaling in different 

adipose tissues by decreasing PPARg protein expression (Kloting et al. 2015), increasing Lpl  

(Martinelli et al. 2010), as well as  Pparγ, Fas (Fasn) and Ap2 (Fabp4) mRNA (Hao et al. 2013; 

Hao et al. 2012). In other studies, MEHP exposure increased PPARγ and C/EBPα mRNA level in 

3T3-L1 cells line (Chiang et al. 2016; Manteiga and Lee 2017) and in Leydig stem cells (Hao et 

al. 2021). In our study, although DEHP did not affect Pparγ mRNA (Figure 3-4C) or protein levels 

(Figure 3-5), nor the levels of C/ebpα (Figure 3-4E) Rxrα mRNA levels were significantly 

decreased in the animals treated with the 30 mg/kg dose (Figure 4D), suggesting that Rxrα can 

be a potential target for DEHP. This finding is supported by an in silico study that shows a higher 

affinity of DEHP for RXRs compared with PPARs (Sarath Josh et al. 2014). In our study, a 

significant decrease of Scd1, which are implicated in the fatty acid transport and TAG synthesis, 

respectively, was also observed, but for the highest dose only. No changes were observed in 

other genes implicated in the fatty acid transport (Lpl, Apoa2), adipocytes differentiation (Adipoq, 

Fabp4, Plin1) or fatty acid synthesis (Fasn) mRNA level (Figures 3-6 – 7). Thus, DEHP exposure 

seemed to impact only a small part of the downstream genes of PPARs pathways that we have 

studied. 

Overall, these results indicate that DEHP treatments could lead to a decrease of Scd1 

transcripts levels, a key lipogenic gene resulting in a decrease of TAG proportion, which is 

consistent with the decrease of adipocyte size, as well as the decrease of FFA. As Ppars, C/ebpα 

and Stat5 have not been upregulated, the small increase of the mammary gland weight is likely 

not linked with increased adipogenesis.  

3.4.2 DINCH treatments 

As was the case for DEHP treatments, DINCH treatments induced a slight increase of the 

mammary gland weight, without affecting the total body weight (data not shown) and the 

mammary gland epithelium (Figure 3-1). This result is important as it demonstrates that the 

emergent plasticizer DINCH can affect the fat pad of the mammary gland, similarly to the 

commonly used DEHP. In fact, our study showed that the effects of DINCH on the mammary 

gland were more numerous and appeared at an earlier stage of development than DEHP. 

3.4.2.1 DINCH exposure affects the PPARs pathways 

In our study, we observed that in addition to the reduced Rxrα mRNA levels that we 

observed for DEHP, DINCH also reduced the expression of Pparα, Pparδ and Ppraγ mRNA 
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levels, compared to the control group as well as DEHP treatments, showing that key regulators 

of lipid metabolism are more impacted by DINCH compared to DEHP. Surprisingly, we observed 

an important upregulation of C/ebpα following DINCH exposure compared to control group and 

DEHP treatments. Indeed, Pparγ and C/ebpα mRNA are typically modulated in the same way as 

it is thought that C/EBPα cooperates with PPARγ to regulate gene transcription by binding to 

adjacent sites, leading to increase lipid metabolism (Lefterova et al. 2008; Schmidt et al. 2011), 

particularly in case of metabolic disorder (Engin 2017). In addition, PPARγ and C/EBPα can 

mutually induce the expression of each other (Madsen et al. 2014a). It has been suggested that 

an upregulation of C/ebpα RNA levels is not sufficient to induce transcriptional activity without a 

concomitant upregulation of Pparγ  (Rosen et al. 2002). However, other studies have suggested 

that C/EBPα can activate some adipogenesis genes without the binding of PPARγ (Madsen et al. 

2014a) and can be implicated in early adipogenesis before the activation of PPARγ (Rosen et al. 

2002; Zuo et al. 2006). Whether or not this is the case here remains to be determined. While in 

our study C/epbα mRNA levels were increased , but not Pparγ, in the mammary gland of DINCH-

treated animals, Campioli and co-workers observed an increase of both C/ebpα and Pparγ mRNA 

levels in an ex vivo culture of epididymal adipose tissue exposed to MINCH, whereas DINCH did 

not modulate C/ebpα mRNA levels, and induced a smaller increase of Pparγ mRNA levels, only 

at the higher doses (Campioli et al. 2015). Furthermore, an in vitro study using embryonic kidney 

cells showed that DINCH metabolites (M2NCH, MINCH, OH-MINCH and oxo-MINCH), but not 

DINCH, could activate PPARγ in a dose-dependent way (Engel et al. 2018). Those articles 

highlighted the implication of DINCH metabolites in its toxicity. Furthermore, discrepancies 

between these results and ours could be explained by our used of rats exposed in utero and 

through lactation, thus providing for the possibility of metabolism of the compound, whereas other 

studies were done in vitro using cell or organ culture. Additional studies are needed to understand 

the interconnection between DINCH, C/EBPα and PPARγ, and the implication of DINCH, or its 

metabolites, in the downstream regulation of lipid metabolism and adipogenesis pathways. 

Interestingly, Ptger3, Cebpα and Pparγ, which are all dysregulated by DINCH, are known to be 

involved in insulin sensitivity (Wu et al. 1999). A few studies have demonstrated that DEHP and 

DINCH can affect insulin sensitivity or pathways related to this process (Ding et al. 2019b; James-

Todd et al. 2022; Rajesh et al. 2013; Schaffert et al. 2021). Our study suggests that an effect of 

DINCH on insulin sensitivity is likely and could therefore be further investigated in future studies. 
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3.4.2.2 DINCH activates lipid metabolism pathways 

In our study, we observed a decrease of TAG and FFA content (Figure 3-3A-B), which is 

supported by the results of Campioli and collaborators who have shown a decrease of serum TAG 

at PND60 in rats exposed in utero exposure to 1 mg/kg DINCH (Campioli et al. 2017). However, 

they also showed that MINCH increased lipid accumulation in epididymal adipose tissue culture 

ex vivo (Campioli et al. 2015). The discrepancies between these results and ours could be linked 

with the time/type of exposure, as well as the target tissue. Parallel to the TAG decrease (Figure 

3-3A), DINCH treatments induced an important decrease of the adipocyte size as well as the 

apparition of membrane folding (Figure 3-2) and a drastic decrease of Ptger3, which activation is 

inversely correlated with lipolysis, compared to the control and DEHP-treated groups (Strong et 

al. 1992; Xu et al. 2016). Those results suggest that DINCH could increase lipolysis in our 

condition, although Lpl, is slightly downregulated. Furthermore, the downregulation observed for 

Dgat1 (Figure 3-7F), implicated in the synthesis of TAG, was confirmed by the decrease of TAG 

proportion (Figure 3-3A), which is a marker of a decrease of lipid storage. In the other hand, the 

decrease of FFA levels, as well as the upregulation of Acadm (Figure 3-6D), Acox1 (Figure 3-

6E) and downstream genes of PPARs pathway, correlated with an activation of FFA’s β-oxidation, 

which produced energy for the cells.  

All our results suggested that following DINCH treatments, the mammary gland turn into 

a more catabolic process than control or DEHP-treated animals, likely linked with a dysregulation 

of the PPARγ, RXRα and C/EBPα balance, that could lead to increase energy production. 

Interestingly, we observed a non-significant downregulation of Lpl, a lipase implicated in lipid 

transport and in lipolysis (Figure 3-6B), an upregulation of Plin4 (compared to DEHP treatment), 

involved in lipid storage (Figure 3-7B), and an upregulation of Fasn, involved in fatty acid 

synthesis (Figure 3-7E), highlighting the complexity of the lipid metabolism in the mammary 

gland.  

A gestational-lactational exposure to DINCH affects the mammary gland at puberty 

Although we focused most of our experiments on adult animals (PND90), we also 

observed that some genes were already modulated at PND46 upon DINCH, but not DEHP, 

treatments. While at PND46 some effects were similar to PND90 (Pparδ and Rxrα), others 

showed different patterns. Interestingly, we observed a downregulation of Plin4 and Acox1 at 

PND46 (Figure 3-8D and H), while these genes were upregulated at PND90. These results 

suggest that adipogenesis and lipid metabolism, especially β-oxidation, were downregulated at 
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PND46, but up-regulated at PND90. Contrary to DEHP exposure, dysregulation of lipid 

metabolism in the mammary gland is visible from puberty after DINCH exposure; how this earlier 

dysregulation impacts long-term health remains to be determined.  

3.4.2.3 DINCH increases inflammation of the mammary gland  

Crosstalk between lipid metabolism disorder and inflammation is well documented 

(Hotamisligil 2006), especially for obesity where the link between lipolysis and macrophage 

infiltration in the WAT and the presence of CLS have been described (Tong et al. 2021). Recent 

studies have shown that an exposure to DINCH and its metabolite enhances the inflammatory 

responses of macrophages (Schaffert et al. 2021) and is associated with inflammation in pregnant 

women (van 't Erve et al. 2019). In addition, a perinatal exposure to 100 mg/kg DINCH led to an 

increase of CD68 in the interstitial areas of the testis of adult rats (Campioli et al. 2017). In our 

study, we observed the formation of features similar to CLS in the mammary gland fat pad, a 

significant increase in mRNA levels of Nlrp3, Ccl19, and F4/80, and a significant increase in Cd68 

mRNA levels (30 mg/kg) upon DINCH treatment compared to the control group or/and DEHP 

treatments. These markers have all been associated with inflammation and/or macrophages 

(Andrysik et al. 2013; Martinez-Pomares et al. 1996), suggesting that DINCH can also lead to 

inflammation within the mammary gland. Interestingly, the chemokine CCL19 is linked with 

disruption of lipid metabolism (Hayashi et al. 2021) and is implicated in the chemotaxis of pro-

inflammatory macrophages (Xuan et al. 2015) as well as modulates the induction of T cell 

activation (Yan et al. 2019). NLRP3 is part of the inflammasome, which is implicated in polarization 

of the pro-inflammatory macrophages; its abnormal activation could lead to metabolic disorder 

such as type 2 diabetes (Kelley et al. 2019; Lee et al. 2013). All those results suggest that DINCH 

exposure may lead to the recruitment of macrophages and inflammation in the mammary gland. 

Interestingly, clustering of macrophages within the mammary gland has been strongly associated 

with obesity and breast cancer in humans (Chang et al. 2021; Maliniak et al. 2021). In addition, 

an in vivo study showed an increase in mammary gland adenocarcinoma and fibroadenoma after 

200 mg/kg DINCH exposure (Bhat et al. 2014). Whether or not the DINCH-induced inflammation 

within the mammary gland is linked to increased risk for breast cancer remains to be evaluated.  
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3.4.3 Gestational and lactational exposure to DEHP or DINCH impact the 
mammary gland health at adulthood 

Finally, it is important to highlight that most of the results presented in this study are 

obtained from adult animals, more than 69 days after the last exposure to DEHP or DINCH 

through lactation. The half-life of both DEHP and DINCH, as well as their metabolites, are thought 

to be lower than 24h (Dominguez-Romero and Scheringer 2019). A half-life of 19h was calculated 

after an oral exposure of 40 mg/kg of DEHP (Koo and Lee 2007), while it was around 4.5h for an 

oral exposure of 50mg/kg of DINCH (Bhat et al. 2014). Interestingly, a recent study with human 

volunteers showed that the majority of DINCH’s metabolites are secreted around 30h after the 

exposure while those for DEHP metabolites were secreted between 2 to 6 h (Plichta et al. 2022). 

These results suggest that the observed effects are “imprinted” during early life. Although long-

term effects of DEHP have been observed in different perinatal or transgenerational studies 

(Brehm and Flaws 2021; Brehm et al. 2018; Lopez-Rodriguez et al. 2021; Schmidt et al. 2012), 

to our knowledge, only a few animal studies have evaluated the effect of a perinatal exposure to 

DINCH, by looking at body weight of the pups from PND1 to PND21 (Langsch et al. 2018), 

showing reproductive alteration of male rats (Albert et al. 2018b; Nardelli et al. 2017) and 

demonstrating metabolic disorder of the PND60 pups (Albert et al. 2018a; Campioli et al. 2017). 

In human, high levels of OH-MINCH in pregnant women’s urine was associated with low birth 

weight of their babies (Martinez et al. 2020). Together, these results suggested that early 

exposure to both DEHP and DINCH can have long-term health issues, particularly affecting lipid 

metabolism. Transgenerational experiments are needed to determine if DINCH exposure can 

impact more than one generation. 

3.5 Conclusion  

Our results suggest, for the first time, that a gestational and lactational exposure to the 

commonly used plasticizer DEHP and in a stronger way to its alternative, DINCH, can dysregulate 

lipid metabolism in the mammary gland at adulthood. The crucial role of the crosstalk between 

the epithelium and the fat pad, an imbalance in adipocyte function, and the presence of 

inflammation all may have important deleterious impact on mammary gland development and 

function. Finally, results from our studies suggest that the exposure to DINCH leads to a greater 

and earlier dysregulation of the mammary gland fat pad compared to DEHP. More research is 

needed to better evaluate DINCH impact on the mammary gland and general risk for health. 
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4 DISCUSSION GÉNÉRALE  

Le DEHP et le MEHP sont des composés reprotoxiques par leurs capacités à altérer la 

fonction des organes reproducteurs, pouvant également participer à la promotion et la 

progression des cancers hormono-dépendant, in vitro et in vivo, tels que le cancer de la prostate, 

des ovaires, du col de l’utérus et le cancer du sein (Blom et al., 1998; Chou et al., 2018; Kim et 

al., 2010; Lacouture et al., 2022; Leng et al., 2021; Yang et al., 2018; Zhang et al., 2019a; Zhang 

et al., 2013). Ces résultats ont été confirmés par des études épidémiologiques, ayant associé une 

exposition au DEHP, ou ses métabolites, avec l’augmentation de l’incidence ou le caractère 

invasif des cancers hormono-dépendants (Fu et al., 2017; Hsieh et al., 2022; Lopez-Carrillo et 

al., 2010; Wu et al., 2021). De façon intéressante, cette association était plus forte chez les 

personnes souffrant d’obésité dans le cas du cancer de la prostate (Chuang et al., 2020). La 

signalisation de la perturbation endocrinienne par le DEHP a été très documentée au cours des 

dernières décennies, et notre étude a permis d’amener des éléments supplémentaires au niveau 

de la glande mammaire. Concernant le DINCH, nous avons, à l’heure actuelle, qu’une faible 

compréhension de ces mécanismes d’action, et une quasi-absence de connaissance de son 

implication dans le développement des cancers hormono-dépendants. Seule l’étude de Bhat et 

collaborateurs a montré une augmentation des fibroadénomes mammaires, et une tendance à 

l’augmentation des adénocarcinome (5 rats sur 50 exposés au DINCH, contre 1/50 pour le groupe 

témoin) (Bhat et al., 2014).  

Le DEHP et le DINCH sont respectivement considérés comme des PEs avérés ou 

potentiels, impliquant que leurs mécanismes d’action, comme l’altération de la signalisation des 

hormones ou de leurs récepteurs associés, pourraient promouvoir le développement des cancers 

hormono-dépendants. Il est donc indispensable de comprendre plus finement les interactions du 

DEHP et du DINCH avec les acteurs moléculaires de ces signalisations hormonales.   

4.1 Altérations de la signalisation hormonale : le cas particulier de la 
progestérone  

4.1.1 Les propriétés de PEs du DEHP 

4.1.1.1 L’altération de l’expression de PR et ER 

Nous avons montré que le DEHP, et le MEHP, induisaient l’augmentation de la 

prolifération via l’activation du récepteur à la progestérone des cellules de la lignée cancéreuse 
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de la glande mammaire T47-D (Crobeddu et al., 2019). Depuis la publication de cet article en 

2019, une nouvelle étude a montré que le DEHP augmentait la prolifération des cellules de la 

lignée cancéreuse de la glande mammaire MCF-7, et que cette prolifération pouvait être inhibée 

lors de l’utilisation d’un anti-oestrogénique (Moche et al., 2021). Les deux lignées MCF-7 et T47-

D sont connues pour posséder les récepteurs hormonaux ER et PR, car elles sont issues de 

cancers luminaux, donc hormono-dépendants (Holliday & Speirs, 2011). De façon intéressante, 

dans notre étude, l’inhibition de prolifération en présence de l’antagoniste de PR est totale, 

suggérant que le DEHP pourrait influencer la prolifération des cellules cancéreuses 

principalement via la modulation de PR. D’autres part, l’inhibition de prolifération induite par l’anti-

oestrogénique, observée par Moche et collaborateurs, en présence d’œstrogène ou de DEHP, 

n'est pas totale, suggérant un autre système de stimulation, comme potentiellement PR. De plus, 

il a été montré qu’une exposition au DEHP induisait l’augmentation des capacités d’invasion des 

cellules de la lignée de cancer triple négatif MDA-MB-231 (ER- et PR-), dans une matrice 

extracellulaire (matrigel), par des mécanismes impliquant les métalloprotéinases (Zhang et al., 

2016). Ainsi l’impact du DEHP dans la progression cancéreuse ne se limite pas aux récepteurs 

hormonaux, mais implique aussi des mécanismes plus complexes comme l’interaction avec une 

matrice extracellulaire, supportant l’importance de regarder également le stroma lorsqu’on évalue 

les effets d’un PEs sur le cancer du sein. 

Nous nous sommes donc interrogés sur l’influence du DEHP sur la signalisation de PR dans des 

conditions in vivo, afin d’avoir une compréhension non seulement de l’interaction entre 

l’épithélium et le stroma, mais aussi dans un système endocrinien complet. Pour cela, nous avons 

utilisé les échantillons de glande mammaire étudiés dans notre deuxième article, soit les glandes 

mammaires de rats suite à une exposition gestationnelle et lactationnelle à de l’huile de maïs, 30 

et 300 mg/kg DEHP (voir section 3.2.1 pages 91-92). Nous avons mesuré l’expression relative 

des isoformes de PR (Figure 4-1). Contrairement aux résultats in vitro, aucune modification de 

l’expression de PR-A, ni de PR-B, n’a été observée suite à l’exposition au DEHP pour les ratons 

femelles à PND90. Cela ne peut pas être dû à un faible taux physiologique de PR, car les rats 

femelles ont été sacrifié en estrus, phase du cycle où PR-A et PR-B sont bien présents au niveau 

l’épithélium de la glande mammaire (Mote et al., 2006). Cette discordance entre les résultats in 

vitro et in vivo pourrait être expliquée par la nature cancéreuse des cellules T47-D. En effet, dans 

une récente revue, Brisken et Scabia ont émis l’hypothèse que la signalisation de PR pourrait 

différer entre les cellules normales et les cellules cancéreuses de la glande mammaire (Brisken 

& Scabia, 2020). Afin de vérifier cette hypothèse, il pourrait être intéressant de regarder l’influence 
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d’une exposition au DEHP, au MEHP, mais aussi à ses métabolites secondaires, sur des lignées 

non-cancéreuses de la glande mammaire comme les les MCF10-A (PR+) (Juarez, en 

préparation), en utilisant le même protocole que nous avons utilisé pour le premier article (section 

2.2.3 pages 64-65). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-1 : Expression protéique de PR dans les glandes mammaires des rats femelles à PND90 

  

 

 

 

 

4.1.1.2 Altération de la signalisation des hormones  

Une autre explication concernant la différence entre les résultats in vitro et in vivo au 

niveau de l’expression de PR pourrait être l’implication d’un système endocrinien d’un organisme 

entier. En effet, il a été montré que le DEHP, par ses capacités de PE, était capable de modifier 

la signalisation de la progestérone directement au niveau des ovaires. Il a été rapporté qu’une 

exposition à 400 µM de DEHP diminuait le niveau d’estradiol et de progestérone dans des 

Les protéines ont été extraites des glandes mammaires des rats femelles à PND90, ayant été exposés pendant la 

gestation et la lactation par gavage à d'huile de maïs (contrôle) et à 30 ou 300 mg/kg de poids corporel/jour (mg/kg 

PC/jour) de DEHP. Les expressions relatives des deux isoformes de la protéine PR ont été déterminés par immun-

buvardage de type western blot (Anti-PR #16661, Abcam, Cambridge, MA). Une membrane représentative des réplicas 

montre l'expression relative de PR-A et PR-B et les bandes de protéines totales ont été utilisés comme normalisateur 

(A). Les histogrammes représentent les moyennes ± SEM (n=8 ratons à PND 90) de l'expression relative de la protéine 

PR-A (B) et PR-B (C) normalisée par les protéines totales du même puits (B). Les données ne suivant pas la loi 

normale, un test de Kruskal-Wallis suivi du post-test de Dunn’s ont été réalisé.  
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cultures de cellules granulaires isolés de follicules de rats (Tripathi et al., 2019). À l’opposé, une 

exposition à 100 µM de MEHP diminuait la présence du récepteur à l’hormone de stimulation 

folliculaire (FSHR), PR et ER, tout en augmentant la production de progestérone et d’œstradiol 

(Li et al., 2018). De façon similaire, dans la lignée de trophoblaste placentaire JEG-3, il a été 

observé, sept jours après une exposition à 20µM de MEHP, qu’une augmentation de la production 

de progestérone induisait une diminution de la prolifération de ces cellules, suite à une diminution 

de l’expression protéique de PR par une boucle de rétrocontrôle (Zhang et al., 2020a). 

In vivo, il a été démontré qu’une exposition néonatale au DEHP diminue les concentrations 

d’œstrogène et de progestérone produite par les ovaires, mais aussi de l’hormone lutéinisante 

(LH), chez les souris prépubère (Lai et al., 2017). Il a aussi été montré qu’une exposition à 50 et 

200 mg/kg de DEHP entre GD0 et GD14 induisait, chez les femelles gestantes, une augmentation 

de la concentration de progestérone dans le sérum maternel à GD15, ce qui entrainerait une 

diminution de l’expression de PR dans l’extrait placentaire de ces souris, parallèlement à une 

diminution du marqueur de prolifération Ki-67 (Zhang et al., 2020a). Une diminution du niveau 

d’aldostérone à différentes phases du cycle menstruel a aussi été rapportée après une exposition 

in utéro à 50 et 300 mg/kg de DEHP chez les femelles rats adultes, parallèlement à une 

augmentation des gouttelettes de lipides dans les glandes surrénales (Martinez-Arguelles & 

Papadopoulos, 2016). Pour finir, des effets transgénérationnels ont été observés suite à une 

exposition in utéro au DEHP. En effet, il a été montré qu’une exposition in utéro à 300 mg/kg 

DEHP par gavage induisait une diminution de l’estradiol circulant et une augmentation de 

l’hormone de stimulation folliculaire (FSH) pendant la phase proestrus du cycle estral chez les 

femelles ayant attend l’âge adulte, mais était aussi associée à une diminution de la distance ano-

génitale à la 3ième génération (Meltzer et al., 2015). 

Ces résultats suggèrent qu’une exposition au DEHP pourrait induire un changement de la 

signalisation des hormones hypothalamo-hypophysaires, mais aussi des hormones sexuelles, 

pouvant impacter la présence de PR au niveau des ovaires et du placenta, mais également au 

niveau des glandes mammaires. Dans le cas de notre étude, nos collaborateurs ont montré que 

l’exposition gestationnelle et lactationnelle au DEHP ne modulait pas le niveau sérique de la FSH, 

de la LH et de la progestérone à PND21 (Nardelli et al., 2017). Cependant à cet âge juvénile, les 

cycles menstruels ne sont pas mis en place, induisant une faible présence de la progestérone 

(Bell, 2018) et le taux de FSH et LH est aussi au plus faible (Bhattacharya et al., 2019), ce qui ne 

permettrait pas nécessairement de voir une diminution du taux hormonal circulant. L’influence du 

DEHP sur la signalisation de ces hormones aurait été mieux appréciée à l’âge adulte, à chaque 
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phase du cycle menstruel, et particulièrement en fin de proestrus avant l’ovulation, où les taux 

circulants de FSH, de  LH et de progestérone sont au plus fort (Donner & Lowry, 2013). Cette 

expérience nous permettrait de déterminer si le DEHP module la signalisation des hormones 

circulantes. 

De plus, peu de connaissance sont disponibles concernant la modulation des hormones 

stéroïdiennes, comme la progestérone ou l’œstrogène, suite à une exposition gestationnelle et/ou 

lactationnelle au DEHP, tout comme la modulation de leurs récepteurs respectifs au niveau de la 

glande mammaire, au cours du développement.  Ainsi, il serait intéressant de déterminer la 

modulation des récepteurs aux hormones stéroïdiennes au niveau des différents tissus qui 

composent la glande mammaire (stroma versus épithélium), aux différents stades de 

développement disponible dans notre étude in vivo, soit PND90 et PND46 pour le développement 

hormono-dépendant, ainsi que PND 21 et PND 3 (échantillons non utilisés pour la publication, et 

reflétant le développement hormono-indépendant de la glande). Les contrastes entre les résultats 

in vitro et in vivo démontrent bien qu’un modèle cellulaire se limite à une exposition directe, sans 

intégrer les effets globaux sur l’organisme et le système endocrinien, qui pourraient affecter 

indirectement le tissu cible, et ce, tout particulièrement dans le cas d’une exposition à des PEs. 

Cependant, il est à noter que le système endocrinien des rongeurs présente des différences avec 

celui des humains, l’utilisation de souris génétiquement transformé permettrait d’obtenir un 

modèle plus représentatif.  

4.1.2 La signalisation de la progestérone et le cancer du sein 

La signalisation de la progestérone est aussi un élément central dans le développement 

du cancer du sein.  En effet, Obr et Edwards ont synthétisé dans leur revue que la tumorigenèse 

de la glande mammaire était associé à une stimulation autocrine des cellules PR+ et ER+, 

entrainant leur prolifération (Obr & Edwards, 2012). De plus, une délétion de BRAC1 (BReast 

CAncer gene), gène central dans le développement du cancer du sein, induirait une 

surexpression de PR dans la glande mammaire et une intense prolifération en réponse à la 

progestérone (Ma et al., 2006). Il a également été démontré qu’une augmentation du nombre de 

cycles menstruels (ménarche précoce, ménopause tardive, 1er grossesse après 35 ans, un temps 

d’allaitement court) (Kelsey et al., 1993), ainsi que l’utilisation de pilules contraceptives étaient 

des facteurs de risques de développement du cancer du sein par, entre autres, l’exposition de la 

glande mammaire à la progestérone (Brisken & Scabia, 2020; Obr & Edwards, 2012; Trabert et 

al., 2020). Bien que l’implication des pilules contraceptives dans le cancer du sein soit sujet à 
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controverse, une récente étude à montrer une association entre l’utilisation de contraceptifs 

oraux, et particulièrement la présence de progestatif, avec les cancers du sein invasifs (Burchardt 

et al., 2022).  Le risque de cancer du sein associé aux thérapies de remplacement hormonale n’a 

pas atteint le consensus de la communauté scientifique. Cependant, même si une absence 

d’évidence conforte certains dans l’utilisation de ces thérapies (Deli et al., 2020), plusieurs articles 

les ont définis comme des potentiels facteurs de risque. Il a ainsi été montré que l’utilisation 

récente et combiné d’œstrogène et de progestatif étaient associé à des cancers du sein invasif 

comparativement au placebo ou à l’œstrogène seul (Chlebowski et al., 2020), et à de fort risque 

de cancer du sein, odds ratio pouvant monter à 2.05 pour les expositions supérieures à 10 ans 

(Vinogradova et al., 2020). L’ensemble de ces données suggère que la signalisation de la 

progestérone et de son récepteur est impliquée dans le développement de cancer.  

Connaissant l’implication de PR dans le développement de la glande mammaire et sa 

cancérogenèse, et les effets du DEHP sur les lignées cancéreuses de la glande mammaire, on 

peut se poser la question de l’impact du DEHP dans la progression des cancers du sein hormono-

dépendants. Ainsi, il serait intéressant de déterminer si une exposition gestationnelle ou 

lactationnelle au DEHP pourrait promouvoir la progression du cancer du sein hormono-dépendant 

via une modulation de PR. Pour se faire, le cancer du sein pourrait être induit chez des animaux 

exposés au DEHP à l’aide d’un initiateur de tumeurs, par exemple le DMBA, afin de caractériser 

les tumeurs résultant de cette double exposition (voir plus de détails dans la section 7-2 pages 

142-143). L’implication de la signalisation de la progestérone dans les effets du DEHP pourrait 

être étudier par l’utilisation de rats PR-/-, où nous devrions observer une absence de synergie 

entre l’action du DMBA et du DEHP, confirmant ainsi que l’effet du DEHP sur la progression du 

cancer du sein est PR-dépendant.  

4.2 Le métabolisme des lipides au cœur de la signalisation croisée entre 
l’épithélium et le stroma 

4.2.1 Le DEHP et le DINCH altèrent la physiologie des adipocytes 

4.2.1.1 Des mécanismes différents pour une même altération du 

stroma 

Des modifications de la physiologie des adipocytes et de la composante lipidique de la 

glande mammaire ont été observés suite à l’exposition au DEHP et au DINCH. Ces altérations 

semblent découler de la modulation de la voie des PPARs pour le DINCH, sans que ce ne soit le 



128 

 

cas pour le DEHP. Cependant, nous avons observé une diminution du niveau d’ARNm de Rxr 

par le DEHP (Figure 3-4). RXR, n’est pas uniquement un co-facteur de PPAR, mais peut aussi 

s’hétérodimériser avec d’autres facteurs de transcriptions comme le récepteur à la vitamine D 

(VDR) (Abbas, 2017; Mangelsdorf & Evans, 1995). De façon intéressante, il a été synthétisé dans 

deux revues que la vitamine D, via l’implication de VDR, est associée à la régulation de gènes 

impliqués dans l’adipogenèse, en amont ou en aval de PPAR (Abbas, 2017; Mutt et al., 2014). 

Finalement, nos collaborateurs pour le projet in vivo ont déterminé, dans leurs données 

transcriptomiques supplémentaires, que 30 mg/kg de DEHP semblait impacter l’activation de 

VDR/RXR dans les testicules des rats à PND90 par une analyse de voies de signalisation (IPA) 

à partir d’un microarray (Albert et al., 2018b). L’implication du DEHP dans le dimère VDR/RXR 

serait intéressant à étudier, surtout qu’il ne fait l’objet, à notre connaissance, d’aucun article 

scientifique.  

4.2.2 Potentielles implications sur le développement de la glande mammaire 

Nos travaux ont mis en évidence qu’une exposition gestationnelle et lactationnelle au 

DEHP ou au DINCH entrainait une diminution de la taille des adipocytes du stroma (Figure 3-2), 

mais aussi diminuait la proportion de triglycérides et d’acides gras libres (Figure 3-3) dans les 

glandes mammaires de rats femelles à PND90. La morphologie ainsi que l’état de différenciation 

des adipocytes sont finement régulées afin de permettre le développement de l’épithélium 

mammaire. En effet, depuis le développement embryonnaire jusqu’aux cycles de 

grossesse/allaitement/involution, la communication entre le réseau épithélial et le stroma 

mammaire est indispensable pour le maintien de l’intégrité et la santé de la glande mammaire. 

Ainsi les modifications de la physiologie des adipocytes que nous avons décrites pourraient 

altérer la dynamique d’interaction entre l’épithélium mammaire et le stroma, et particulièrement 

au cours du développement. Cependant, aucune altération de l’élongation ou de la complexité de 

l’arbre mammaire n’a été observé à PND21, PND46 et PND90 (Figure 3-1), laissant supposer 

que le développement de l’épithélium mammaire n’a pas été impacté à ces stades. On peut alors 

se demander si les altérations observées pourraient impacter la fonction de production de lait de 

la glande mammaire, que ce soit au niveau du développement même de la glande pendant la 

grossesse et lactation, voire la composition lipidique du lait produit. En effet, à la fin de gestation 

et au cours de la lactation, afin de laisser de la place aux alvéoles en cours de formation, les 

adipocytes vont se dédifférencier en cellules semblables à des fibroblastes, induisant ainsi une 

diminution du dépôt lipidique (Cinti, 2007; Wang et al., 2018; Watson & Kreuzaler, 2011). De plus, 
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les globules de lait produits au cœur des cellules épithéliales seront formés à partir des 

gouttelettes de lipides, dont la composition lipidique influencera la taille des vésicules sécrétés 

(Cohen et al., 2015). Finalement, lors de l'involution, parallèlement à l'apoptose des alvéoles, des 

cellules de type fibroblastique prolifèrent et se redifférencient en adipocytes matures pour 

régénérer le stroma (Cinti, 2007; Wang et al., 2018). Malheureusement, le protocole d’exposition 

(Sup – Figure 3-1) ne prévoyait pas de laisser les rats femelles, exposés au cours de la gestation 

et la lactation, subir elles-mêmes un cycle de grossesse / allaitement / involution. Il serait 

intéressant de réaliser ces expériences aux vues des altérations du stroma observé à PND90, 

aussi bien pour le DEHP, que pour le DINCH. À travers cette étude, il serait important de 

déterminer l’état de différenciation des adipocytes au cours du cycle de gestation, de déterminer 

l’état de maturation de l’épithélium mammaire, mais aussi d’analyser la composition du lait. En 

effet, il a été montré qu’une exposition à 500 mg/kg de DEHP au cours de la grossesse et 

l’allaitement, chez la souris, pouvait modifier la capacité à produire du lait ainsi que la composition 

de celui-ci (Hou et al., 2022). On peut se demander si cet effet pourrait être transgénérationnelle 

et impacter la lactation des ratons. Ces expériences seraient d’autant plus pertinentes à ce jour, 

puisque les femmes ayant été exposées au cours de leur vie in utéro et par la lactation dans les 

années 2000 au DINCH, sont en âge d’être mère à leur tour.  

4.2.3 Altérations du métabolisme des lipides par le DINCH 

4.2.3.1  Le développement de la glande mammaire 

Grâce à nos travaux, nous avons mis en évidence qu’une exposition gestationnelle et 

lactationnelle au DINCH pouvait altérer le métabolisme des lipides, suggérant la mise en place 

d’un profil catabolique. En effet, nous avons montré une diminution de l’expression 

transcriptomique de la famille Ppar, gènes clés de l’adipogenèse et du métabolisme des lipides, 

mais aussi de leur co-facteur Rxr Cependant une augmentation du niveau d’ARNm de leur 

partenaire C/ebp (Figure 3-4), et du niveau protéique de PPAR (Figure 3-5) a aussi été 

observée. PPAR est présent sous forme protéique dans les cellules épithéliales, et ses niveaux 

semblent diminuer au cours de la grossesse et la lactation (Gimble et al., 1998), bien que les 

niveaux d’ARNm soient augmentés à la grossesse (Shi et al., 2013). Ces études suggèrent qu’il 

existe des mécanismes différents régulant les niveaux de transcrits et protéiques. De plus, PPAR 

est considéré comme indispensable au développement de la glande mammaire. En effet, il a été 

montré que l’utilisation de souris Adipoq-Cre, inhibant PPAR uniquement au niveau du gras, 
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empêchait la formation du stroma de la glande mammaire, entrainant une inhibition quasi-totale 

du développement de son épithélium (Wang et al., 2013). De façon intéressante, il a été défini 

que le niveau d’ARNm de Ppar est 5 fois plus élevé dans le stroma que l’épithélium mammaire 

de souris au jour embryonnaire E19 (Wadia et al., 2013). Cependant, il a aussi été montré qu’une 

délétion de PPAR uniquement dans les cellules épithéliales de la glande mammaire de souris 

WAP-Cre n’altérait pas l’arbre mammaire au cours de la puberté ou la lactation (Cui et al., 2002). 

Ces résultats suggèrent donc que PPAR est nécessaire au niveau du stroma pour participer au 

développement de la glande mammaire. Il sit ainsi intéressant de déterminer la localisation 

de l’ARNm de Ppar, ainsi que de sa forme protéique, dans les échantillons de glande mammaire 

exposé à l’huile de maïs et au DINCH à PND90, afin de déterminer si la diminution de l’ARNm de 

Ppar est globale ou au niveau des adipocytes, dans le but de mieux comprendre la signalisation 

induite par le DINCH et ses potentiels conséquences. 

4.2.3.2 La progression du cancer du sein  

PPAR a été associé aux cancers hormono-dépendants tels que le cancer du sein et de 

la prostate, et même considéré comme un suppresseur de tumeur (Hernandez-Quiles et al., 

2021). En effet, depuis plus de 20 ans, l’utilisation de ligands synthétiques ciblant la signalisation 

de PPAR et RXR, est testée comme potentiel traitement contre le cancer du sein (Bonofiglio et 

al., 2009; Mueller et al., 1998). La présence de PPAR a été associée à un bon pronostique de 

survie après traitement pour les femmes atteintes de cancer, et aussi associé avec les cancers 

ER positif (Papadaki et al., 2005). Cependant, le rôle de PPAR dans le cancer du sein reste 

assez controversé (Augimeri et al., 2020).  

 Il a été déterminé que le MINCH, l’OH-MINCH et l’oxo-MINCH pourraient activer PPAR 

(Engel et al., 2018). Un article récent a montré que le MINCH, et non le OH-MINCH, pouvait se 

fixer à PPAR sans en induire une activation, mais entrainant une accumulation des lipides dans 

des préadipocytes (Schaffert et al., 2022). Il serait intéressant de poursuivre cette étude en 

vérifiant la capacité de fixation et d’activation des autres métabolites du DINCH, soit l’oxo-MINCH 

et le cx-MINCH sur PPAR.  

Aucune étude n’a cependant significativement démontré le lien entre le DINCH et le 

cancer, mais les résultats obtenus dans notre étude, ainsi que la tendance à l’augmentation de 

la prolifération des T47-D par le DINCH (Figure 4-2), nous confirme qu’il s’agit d’un champ 

d’étude à explorer. Il serait intéressant de déterminer si une exposition gestationnelle ou 
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lactationnelle au DINCH pourrait promouvoir la progression du cancer du sein hormono-

dépendant via une modulation de PPAR, suite à une exposition à un initiateur de tumeurs comme 

le DMBA (voir plus de détails dans la section 7-2 pages 142-143). 
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Figure 4-2 : Une exposition de quatre jours au DINCH semble augmenter la prolifération cellulaire des T-47D. 

 

 

 

4.3 Le DEHP et la résistance aux traitements contre le cancer du sein  

À travers cette thèse, nous avons vu que le DEHP et ses métabolites pourraient avoir des 

effets sur la progression du cancer du sein, mais l’effet de ce composé ne s’arrête pas là. Il 

semblerait également que le DEHP pourrait interférer avec certaines chimiothérapies contre le 

cancer du sein et même entrainer une inhibition de leur effet. En effet, dès 2004, il a été montré 

que le DEHP, ainsi que d’autres phtalates, était capable de réduire l’apoptose induite par le 

Tamoxifen, un antagoniste à ER, dans la lignée MCF-7 (ER+) (Kim et al., 2004). Ce résultat a 

été confirmé par l’étude de Das et collaborateurs, qui ont aussi montré une certaine inhibition de 

l’effet du Tamoxifen dans les lignées MDA-MB-231 (ER-) (Das et al., 2014). De plus, le DEHP 

interférait avec la cytotoxicité de la camptothécine, un inhibiteur de la topoisomérase, dans la 

lignée MCF-7, mais pas dans la lignée MDA-MB-231, suggérant un mécanisme 

Les cellules T-47D ont été exposées à des doses de 0,1 à 10 000 nM de DINCH quotidiennement pendant 4 jours. 

La prolifération des cellules T-47D a été évaluée en temps réel à l'aide du système xCELLigence. L'aire sous la 

courbe de la prolifération sur 4 jours a été mesurée pour chaque traitement et normalisée par rapport au DMSO (défini 

comme ligne de base). Le graphique représente la moyenne de 3 expériences indépendantes. 

 

Traduit avec www.DeepL.com/Translator (version gratuite) 
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hormonodépendant (Chou et al., 2019). De plus, il a été identifié que le DEHP minimiserait l’effet 

de la vincristine, un antimitotique, via les récepteurs à l’estrogène, dans la lignée MCF-7 (Uyar et 

al., 2022). Pour finir, dans l’étude exhaustive de Hsieh et collaborateurs, le DEHP semblerait 

inhiber l’effet du paclitaxel et de la doxorubicine, respectivement un inhibiteur de 

prolifération/invasion et un inhibiteur de la topoisomérase II, via le récepteur AhR dans les lignées 

MCF-7 et MDA-MB-231, mais aussi dans un modèle de poisson zèbre et de souris transgénique 

AhR (Hsieh et al., 2022). De plus, dans cette même étude, les auteurs ont montré que la présence 

des métabolites secondaire du MEHP dans les urines de femmes au moment de leur diagnostic 

de cancer du sein ont été associé au statut ER+ et Her2, à une augmentation du risque de 

récidive, mais aussi de la taille des tumeurs, et à la présence de cellules cancéreuses dans les 

nœuds lymphatique (Hsieh et al., 2022). 

D’autres expériences doivent être mené in vivo, afin de confirmer les résultats de Hsieh 

et collaborateurs, mais l’état des connaissances actuelles amène un nouveau regard sur un 

potentiel impact du DEHP, mais aussi d’autres PEs, lors des traitements contre le cancer du sein. 

Ces études sont d’autant plus importantes que le DEHP est toujours très présent dans le matériel 

médical ; la limite de sa concentration à 0.1% du produit final est uniquement mise en vigueur en 

Europe au moment du dépôt final de ce manuscrit. 

Concernant le DINCH, les résultats obtenus suggèrent une certaine préoccupation quant 

à sa potentielle implication dans le développement du cancer du sein. Cependant, sachant que 

la concentration du DINCH dans le matériel médical augmente chaque année, on peut se 

questionner quant à son impact sur la résistance des thérapies contre le cancer du sein.  
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5 CONTRIBUTIONS GENERALES 

Le DEHP et ses métabolites sont des composés très étudiés, dont les impacts globaux 

sur la santé sont assez connus, sans toutefois que l’on comprenne encore tous les mécanismes 

et les signalisations associés. À l’inverse, peu d’études se sont concentrées sur l’impact du 

DINCH sur la santé des organes hormono-dépendants, et encore moins au niveau de la glande 

mammaire.   

Ainsi mon projet de doctorat a permis : 

• De clarifier l’impact du DEHP sur la santé de la glande mammaire :  

o En identifiant pour la première fois, l’influence du DEHP sur l’augmentation de la 

prolifération cellulaire via la signalisation du récepteur à la progestérone ;  

o En observant pour la première fois, une altération de la physiologie des adipocytes 

et de leur composition lipidique dans le stroma de la glande mammaire ;   

o En révélant un impact à long terme (âge adulte) sur la glande mammaire après 

une exposition gestationnelle et lactationnelle de ratons. 

 

• D’apporter de nouvelles connaissances quant à l’impact du DINCH sur la santé des 

glandes mammaires et ses propriétés de PEs : 

o En observant pour la première fois, une altération de la physiologie des adipocytes 

et de leur composition lipidique dans le stroma de la glande mammaire ;  

o En identifiant pour la première fois une perturbation de la signalisation de la voie 

des PPARs au niveau de la glande mammaire ; 

o En révélant pour la première fois une altération du métabolisme des lipides par la 

mise en place d’un profil catabolique ; 

o En identifiant une altération à long terme sur les glandes mammaires, après une 

exposition gestationnelle et lactationnelle ; 

o En démontrant que les effets du DINCH sont plus nombreux et observés plus tôt 

que ceux du DEHP. 
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6 LIMITES DE NOS ETUDES 

Bien que notre étude ait apporté plusieurs contributions importantes pour la biologie des 

glandes mammaires et les impacts liés à une exposition au DEHP et au DINCH, elle comporte 

certaines limites liées, entre autres, aux protocoles expérimentaux in vitro et in vivo, mais aussi 

aux modèles d’études utilisés. 

6.1 Les traitements au DEHP et au DINCH, une question de dose et d’exposition 

Les concentrations utilisées dans notre étude in vitro, comme mentionné dans l’article 1, 

ont été estimées à partir de la concentration de DEHP et de ses métabolites retrouvés dans le 

lait maternel. Ainsi, sachant que la masse molaire du MEHP est de 278.34 g/mol, il a pu être 

estimé que la concentration médiane dans le lait maternel était de 5.17 nM (Kim et al., 2021) et 

pourrait monter jusqu’à une concentration maximum de 5 µM (Main et al., 2006). Pour le DEHP, 

dont la masse molaire est de 390.56 g/mol, il a pu être estimé que la concentration médiane dans 

le lait maternel était de 358 nM dans une étude canadienne (Cao et al., 2021) et un maximum de 

10 µM (Zhu  et al., 2006). Ainsi, notre gradient d’exposition entre 0.1 nM et 10 µM est représentatif 

de l’exposition des glandes mammaires humaines. Des concentrations similaires ont été utilisées 

dans d’autres études toxicologiques utilisant la lignée MCF-7 (Chen & Chien, 2014; Venkata et 

al., 2006). De plus, le choix d’une exposition quotidienne sur 4 jours a été choisi, car elle 

permettait d’obtenir la plus grande différence de prolifération entre les traitements et le témoin. Il 

aurait cependant été intéressant de réaliser la même expérience avec les métabolites 

secondaires du DEHP, comme le MEHHP, le MEOHP, le MECPP et le MCMHP, qui ont été 

quantifiés dans le lait maternel (Hung et al., 2021), mais dont les effets sur les cellules de la 

glande mammaire n’ont pas été identifiés.  

Concernant les conditions expérimentales de l’étude in vivo, les doses d’expositions ont 

aussi été déterminées selon nos problématiques d’intérêts, soit la fenêtre de sensibilité périnatale 

et l’impact sur la reproduction. Il a été estimé qu’un prématuré pouvait être exposé jusqu’à 

16mg/kg poids corporel/jour de DEHP (Mallow & Fox, 2014), ce qui correspond à 84.57 

mg/kg/jour de DEHP pour le rat en tenant compte des différences entre espèces (ratio corporel 

et métabolisme) (Nair & Jacob, 2016). Les doses utilisées entre 30 et 300 mg/kg/jour de DEHP 

nous permettent de nous rapprocher de cette estimation d’exposition, sachant qu’il s’agit dans 

notre étude d’une exposition indirecte des ratons. De plus, dans une revue de la littérature, il a 

été reporté que la LOAEL (dose la plus faible pour laquelle des effets néfastes ont été observés) 
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pour la santé reproductive était comprise entre 3 et 500 mg/kg de DEHP, pour une exposition 

gestationnelle et/ou lactationnelle (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2022). 

Ainsi nos doses d’exposition sont représentatives d’une exposition maximale chez l’humain, afin 

d’en comprendre les mécanismes des potentielles altérations de la reproduction, et sont aussi 

similaires à d’autres études toxicologiques (Wang et al., 2017c; Zhang et al., 2020b). Cependant, 

il est maintenant admis que les PEs ont souvent des courbes d'effets non-monotones (Kabir et 

al., 2015; Lagarde et al., 2015). Par conséquent, l'impact d'une concentration élevée ne permet 

pas obligatoirement de prédire l'effet de la concentration la plus faible, comme pourrait le faire la 

relation dose-réponse linéaire. Pour cela, de nombreux toxicologues commencent à effectuer 

leurs expériences à de très faibles concentrations (low-dose experiments), de l’ordre de celles 

auxquels les humains sont exposés au quotidien. Ainsi, il aurait été intéressant de tester d’autres 

concentrations plus faibles (0,05 / 0,1 / 0,5 / 1 / 5 / 10 mg/kg/jour), à l’image des études 

toxicologiques sur le DEHP ou le DINCH (Brehm & Flaws, 2021; Campioli et al., 2019a; Grande 

et al., 2007; Lee et al., 2017; Niermann et al., 2015). 

6.2 Un protocole expérimental centré sur la reproduction masculine  

Notre étude in vivo est issue du grand projet des Green plasticizers, mis en place par une 

équipe multidisciplinaire de l’Université McGill dans le but de comprendre l’impact des plastifiants 

comme, entre autres, le DEHP et le DINCH, sur la santé reproductive masculine. Grâce à notre 

collaboration dans ce projet, nous avons pu récupérer les glandes mammaires des femelles rats 

exposées pendant la vie in utéro et la lactation, à PND3, PND21, PND46 et PND90, ainsi que 

leurs mères au moment du sevrage. Cependant, nous n’étions pas en contrôle des analyses 

systémiques réalisées sur les rats. Ainsi, il aurait été intéressant de quantifier le taux sérique 

d’estradiol et de la progestérone en fonction des cycles œstraux, comme cela a été fait par 

Meltzer et collaborateurs (Meltzer et al., 2015), mais aussi la durée de chaque phase du cycle 

(Brehm & Flaws, 2021). De plus, afin de comprendre le stockage et l’élimination du DEHP et du 

DINCH au cours du temps, il aurait été intéressant de doser les différents métabolites dans les 

différents tissus adipeux des rats, ainsi que de les quantifier dans les selles et les urines, ainsi 

que dans le lait. 

6.3 Les adipocytes et leurs conservations 

Au début de notre étude in vivo, nous nous attendions à voir une altération des récepteurs 

stéroïdiens et du développement de l’épithélium mammaire pour les rats femelles exposés 
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pendant la gestation et la lactation au DEHP, tel qu’il a été montré dans d’autres études 

d’expositions de PEs sur la glande mammaire (Fenton et al., 2012; Gouesse et al., 2021). Ainsi, 

lors du prélèvement des tissus mammaires, la priorité a été mise dans l’étude et la conservation 

de l’épithélium mammaire, soit des « whole mounts », une congélation rapide des tissus dans 

l’azote liquide pour effectuer les extractions d’ARN et de protéines, ainsi qu’un enrobage dans de 

la cryomatrice pour effectuer des colorations de Trichrome de Masson et en immunofluorescence 

sur les cryosections. Cependant, nos résultats ont démontré que nos traitements avaient peu 

d’impact sur l’épithélium, mais semblaient cibler le stroma. Plus spécifiquement, en observant 

l’impact du DINCH sur la voie des PPARs, nous avons voulu étudier la composante adipocytaire 

du stroma. Malheureusement, afin de mesurer de façon différentielle l’expression 

transcriptomique ou protéique dans le stroma versus l’épithélium, une extraction des adipocytes 

aurait dû être réalisée sur le tissu frais (Alexandersson et al., 2020). De plus, les possibilités 

d’analyses des tissus enrobés, comme l’immunofluorescence et les analyses de proportions sur 

les colorations de Trichrome de Masson, ont été limitées, car l’enrobage en cryomatrice ne 

permet pas une aussi bonne conservation des tissus adipeux que la paraffine, entraînant 

beaucoup de déchirures des membranes d’adipocytes. Nous n’avons donc pas pu analyser 

plusieurs aspects du stroma, ce qui aurait pu nous apporter des réponses plus claires concernant 

les mécanismes impliqués dans nos effets.  
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7 PERSPECTIVES DE RECHERCHE 

7.1 Quelle est l’influence du DEHP ou du DINCH sur les maladies métaboliques? 

Depuis plusieurs années il a été montré que le DEHP ou ses métabolites activaient la voie des 

PPARs, altérant le métabolisme des lipides (Hao et al., 2012; Kratochvil et al., 2019; Lee et al., 

2017; Nardelli et al., 2015a; Shoaito et al., 2019; Venkata et al., 2006), et pourraient être impliqués 

dans les maladies métaboliques (Callaghan et al., 2020). Une revue systématique a montré 

qu’une exposition au DEHP ou au MEHP durant la gestation et/ou la lactation chez les rongeurs, 

pourrait être associée avec une augmentation du tissu adipeux (Wassenaar & Legler, 2017). Ces 

effets semblent amplifiés dans le cas d’une diète riche en gras (HFD - high fat diet) (Zhang et al., 

2020b). Il a été montré qu’une exposition gestationnelle au DEHP est délétère au niveau du 

placenta uniquement si l’exposition était accompagnée d’une HFD, augmentant le pourcentage 

de mortalité fœtal à GD21 chez les souris (Kannan et al., 2021). De plus, le DEHP, par sa forte 

lipophilie, contamine majoritairement les aliments à haute teneur en gras (Kappenstein et al., 

2012), entraînant une exposition simultanée de DEHP et de HFD. De façon intéressante, selon 

une étude épidémiologique, une exposition au DEHP in utéro, estimée par la présence de ses 

métabolites dans les urines maternelles, a été associée à une augmentation du tour de taille des 

enfants à 5 ans (Harley et al., 2017). Une association entre la présence de MEHHP dans les 

urines et le tour de taille a aussi été identifiée pour des femmes non diabétiques (Svensson et al., 

2011). De plus, il a été montré qu’une HFD, entraînant l’obésité de souris, induisait une altération 

le développement de la glande mammaire (Kamikawa et al., 2009). Cependant, l’effet d’une 

exposition combinée de DEHP et d’une HFD, n’a jamais été étudié au niveau de la glande 

mammaire, à notre connaissance. 

Pour le DINCH et ses métabolites, les impacts sur PPARs, le métabolisme des lipides et 

leurs propriétés obésogènes ont été assez controversés (Campioli et al., 2015; Campioli et al., 

2019a; Campioli et al., 2017b; Engel et al., 2018; Langsch et al., 2018; Otter, 2016). Cependant, 

un article très récent a montré que le MINCH pouvait se fixer sur PPAR, et entraîner des actions 

différentes en fonction de l’état de différenciation des adipocytes. Ainsi, les préadipocytes 

subiraient une accumulation de lipides, alors que les adipocytes matures présenteraient une 

altération du métabolisme des lipides avec une diminution du stockage lipidique (Schaffert et al., 

2022). Il a été récemment décrit, dans la revue de Hernandez-Quiles et collaborateurs, que 

PPAR était un facteur de transcription clé pour le cancer, l’immunité et l’obésité (Hernandez-

Quiles et al., 2021). De façon intéressante, nos résultats in vivo démontrent l’impact du DINCH 
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sur le métabolisme des lipides, mais aussi au niveau de l’inflammation dans la glande mammaire, 

corroborant ainsi cette hypothèse.  

L’ensemble de ces données suggèrent que le DEHP, mais aussi le DINCH, pourraient induire 

une altération du développement de la glande mammaire, suite à une exposition gestationnelle 

et lactationnelle, en combinaison avec une HFD. De plus, les métabolites du DEHP et du DINCH 

étant présents simultanément dans les urines humaines, il serait intéressant de déterminer l'effet 

d'une exposition combinée des deux, avec ou sans HFD.  

7.2 Quelle est l’influence du DEHP ou du DINCH sur le développement du cancer 
du sein? 

Les évidences concernant l’influence du DEHP dans le développement du cancer du sein 

ont majoritairement été acquises par des études in vitro, ou des corrélations lors d’études 

épidémiologiques. À notre connaissance, seul l’étude de Zhang et collaborateurs s’est intéressée 

à l’influence d’une exposition au DEHP (150mg/kg), mais aussi au BPA (20mg/kg), après une 

initiation chimique du cancer du sein, in vivo. Ils ont montré une augmentation de la tumorigenèse, 

mais uniquement quand le DEHP était en co-traitement avec le BPA (Zhang et al., 2021). Cette 

étude est pertinente dans le contexte de résistance aux chimiothérapies décrit dans la section 

4.3 de ce manuscrit (pages 135-136), mais également en tenant compte du fait que les humains 

sont exposés à plusieurs PE de façon chronique et simultanée. Il aurait aussi pu être utile de 

tester des concentrations de DEHP plus représentatives de l’exposition d’une personne adulte en 

chimiothérapie, qui a été estimée à 0.09 mg/kg/jour de DEHP (Agency for Toxic Substances and 

Disease Registry, 2022), soit un équivalent de 0.47 mg/kg/jour pour le rat.   

Concernant le DINCH, à notre connaissance, seule l’étude de Bhat et collaborateurs a 

montré le potentiel impact sur le développement du cancer du sein (Bhat et al., 2014). Cependant 

les connaissances actuelles concernant son impact, ainsi que celui de ses métabolites, sur la 

signalisation de PPAR, laissent imaginer un potentiel impact sur la progression du cancer du 

sein. 

Dans un contexte de résistance aux chimiothérapies, il serait intéressant d’induire le 

cancer du sein dans des rats pubères à PND46, puis de les exposer chroniquement à 0.01 / 0,1 

/ 1 / 10 / 100 mg/kg de DEHP ou de DINCH. 

Cependant notre hypothèse principale est que les altérations induites par une exposition 

lors d’une fenêtre de sensibilité, comme lors de la gestation et la lactation, impacteraient le 
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développement du cancer du sein, selon le principe de la DOHaD. Ainsi un projet pertinent serait 

d’exposer des rats de façon similaire à notre étude, soit de GD8 à PND21, mais à plusieurs 

concentrations de DEHP ou de DINCH, de 0.01 / 0,1 / 1 / 10 / 100 mg/kg, auxquelles serait ajouté 

un traitement à un inducteur de cancer du sein, telle que le DMBA, lorsque les rats auront atteint 

PND46.  

7.3 Utilisation de modèles représentatifs de la complexité de la glande 
mammaire  

La glande mammaire est un organe complexe dont la signalisation croisée entre 

l’épithélium et le stroma est nécessaire à son développement, à son maintien, mais est aussi 

impliquée dans sa cancérogenèse. Ainsi, les études in vitro monocouches, bien que présentant 

de nombreux avantages comme la facilité de culture et le faible coût, sont peu représentatives de 

l’organe auquel les cellules appartiennent.  

Pour cela, d’autres modèles, comme la culture de deux lignées cellulaires sur insert 

pourrait être utilisée (culture en couche). Ce modèle, mis en place au laboratoire de la Pre Isabelle 

Plante, permet de faire pousser de façon individuelle deux lignées cellulaires des deux côtés de 

la membrane poreuse d’un insert, tout en maintenant une communication directe entre les deux 

couches via la mise en place de jonction gap (Juarez et al., 2022 – en cours d’écriture). 

Actuellement, le modèle mis en place au laboratoire est composé de cellules luminales et de 

cellules myoépithéliales. Cependant, il pourrait facilement être adapté pour une culture composée 

de cellules luminales et myoépithéliales, et d’adipocytes, ensemencés au fond du puit, permettant 

la communication paracrine. Aux vues de nos résultats obtenus après une exposition au DINCH 

sur la régulation de PPAR, ce modèle nous permettrait de décrypter la signalisation cellulaire 

croisée entre ces deux composants fondamentaux de la glande mammaire.  
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8 PERPECTIVES DE SANTÉ PUBLIQUE 

La problématique du DEHP et du DINCH relève des données générées par la recherche 

académique, mais implique surtout une gestion des risques par les organismes de santé 

publique.  

8.1 Quelle est la réelle exposition humaine au DEHP et au DINCH ? 

Afin de pouvoir contrôler et réguler la présence des plastifiants dans les objets de notre 

quotidien, selon la dose journalière acceptable (TDI) obtenu lors d’études in vivo, il faut savoir à 

quelle concentration l’humain est exposé. Cependant, la méthode actuelle, comprenant la mesure 

du DEHP et du DINCH ou de leurs métabolites primaires dans les urines (Huang et al., 2021) ne 

sont pas représentatifs de l’exposition que nous subissons. De plus, ce biais impact les 

expérimentations en laboratoire dont le but des expériences est d’être toujours plus représentatif 

de l’exposition réelle.  

8.1.1 Un meilleur biomarqueur 

Au Canada, pour mesurer l’exposition au DEHP, seuls le MEHP, le MEHHP et le MEOHP 

étaient contrôlés, jusqu’en 2016, date à laquelle la mesure du MECPP a été ajoutée dans la 

biosurveillances dans les analyses d’urine et de sang des canadiens (Santé Canada, 2021). Dans 

le cas de la France, le programme de biosurveillance des phtalates n’implique pas la mesure du 

MECPP seul (Santé publique France, 2019). Cependant, il s’agit d’une mesure importante, car il 

a été montré que le MECPP était présent dans 100% des urines, contrairement au MEOHP et 

MEHP, (Hou et al., 2015). De plus, le MECPP n’est pas un métabolite toujours évalué, mais 

quand c’est le cas, sa concentration est toujours supérieure à celle du MEHP, du MEHHP et du 

MEOHP (Chuang et al., 2020; Harley et al., 2017; Hou et al., 2015; Lee et al., 2020; 

Sathyanarayana et al., 2017; Swan et al., 2015). Ainsi, en mesurant uniquement ces trois 

métabolites, on sous-estime probablement l’exposition humaine. 

8.1.2 Une matrice de dosage plus représentative 

L’urine et le sérum sont les matrices les plus utilisés dans les études in vivo et 

épidémiologique. Cependant, dans le cas d’une exposition au DEHP, elle n’est pas la meilleure 

matrice. En effet, les études comparatives de l’élimination du 14C-DEHP dans les selles versus 

d’autres matrices ont montré que la concentration est au moins deux fois plus élevée dans les 
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selles (Chen et al., 2022; Daniel & Bratt, 1974; Fu et al., 2021; Kurata et al., 2012; Martis et al., 

1987). Dans le cas du rat, la concentration de 14C-DEHP dans les selles peut être jusqu’à 12 fois 

supérieure que dans les urines (Martis et al., 1987). De plus, dans une récente étude, les taux de 

DEHP et de MEHP ont été quantifiés à des concentrations entre 30 et 300 fois supérieure dans 

les selles que dans le sérum (Chen et al., 2022). Les selles semblent ainsi plus représentatives 

de l’élimination du DEHP et de ses métabolites. Cependant, dans le cas d’étude épidémiologique, 

l’urine reste une matrice facile d’accès et de conservation. Ainsi, connaître l’élimination du DEHP 

dans les autres matrices, dépendamment des espèces et du type d’exposition permettrait d’affiner 

l’estimation d’exposition à partir des taux urinaires. 

8.1.3 Une prise en compte d’une potentielle bioaccumulation d’une partie du 
DEHP 

Le stockage du DEHP et de ces métabolites a été étudié dans des études de distribution 

dans l’organisme à la fin du XXe siècle. Ainsi, il a été montré que le 14C-DEHP est toujours 

détectable dans les adipocytes de rats 7 jours après une injection unique, et au moins 24h après 

une exposition orale, mais aucune analyse n’a été faite à des temps plus longs (Tanaka et al., 

1975). De plus, ces analyses ont été réalisées avec la limitation technique de l’époque et, à notre 

connaissance, aucune autre analyse de bioaccumulation dans le tissu adipeux n’a pas été 

effectuée. Il est donc possible que les capacités de bioaccumulation du DEHP soient sous-

estimées.  

Dans le cas du DINCH, il a été montré que le 14C-DINCH était détecté dans le tissu 

adipeux jusqu’à 28h après une exposition unique ; cependant aucune analyse n’a été faite à des 

temps plus longs (Langsch et al., 2018). De façon intéressante, des études sur l’élimination du 

DEHP ont montré que seulement 40 à 45% du DEHP était éliminé au bout de 48h post-exposition 

(Koch et al., 2013; Schutze et al., 2017), sans que les auteurs ne mentionnent la potentielle 

accumulation des 55 à 60 % restant. Ces résultats suggèrent que les capacités de 

bioaccumulation du DINCH sont probablement plus élevées. 

Malheureusement, le stockage n’est pas un élément pris en compte dans l’estimation 

d’exposition, alors qu’il devrait en être un élément central, surtout dans le cas d’expositions 

chroniques.   
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8.2 La santé publique et l’influence des lobbies 

Malgré les données scientifiques prouvant sa toxicité depuis les 50 dernières années, le DEHP 

est encore autorisé à grandes échelles dans les objets de notre quotidien, même si sa 

concentration est limitée à 0.1% dans objets de puériculture dans l’Union européenne et au 

Canada. Les organismes réglementaires prennent plusieurs paramètres en compte dans leur 

prise de décision comme la balance du bénéfices/risques des produits contenant le DEHP. 

Cependant quelques aberrations sont observables entre les réglementations des différents pays. 

Par exemple, l’Union européenne a limité à une combinaison maximale de 0.1% de DEHP, de 

DBP, de BBP et de DIBP dans le matériel médical (European Commission, 2018). Dans le même 

temps, au Canada, la réglementation stipule qu’une présence supérieure à 0.1% de DEHP doit 

simplement être mentionnée sur le produit, sans toutefois le limiter (Gouvernement du Canada, 

2021). Cette différence de réglementation entre les deux institutions sont difficiles à comprendre, 

sachant que les données scientifiques utilisées dans leurs prises de décisions sont les mêmes. 

Une des explications possibles est l’implication de lobbies ayant un intérêt à maintenir la présence 

du DEHP dans les produits plastiques. Le Centre National de Ressources Textuelles et Lexicales 

définit le terme lobby comme « Groupement, organisation ou association défendant des intérêts 

financiers, politiques ou professionnels, en exerçant des pressions sur les milieux parlementaires 

ou des milieux influents, notamment les organes de presse ». Cette pression n’est pas restreinte 

au Canada, mais est présente dans le monde entier. En effet, l’European Plasticisers, association 

regroupant des fabricants de plastifiants, n’était pas en faveur de l’appellation de perturbateurs 

endocriniens pour le DEHP, le BBP, le DBP et le DIBP, entraînant des complications dans leur 

processus de commercialisation. En effet, cette association a publié sur leur site internet : « Si 

ces changements sont apportés, certaines utilisations précédemment exemptées d’autorisation 

devront être autorisées. Il s'agit notamment de l'utilisation du DEHP dans les matériaux en contact 

avec les aliments ou les dispositifs médicaux » (If these changes are brought about, some 

previously exempted uses will require authorisation. These include the use of DEHP in food 

contact materials or medical devices). Ils ont ainsi justifié que « dans le cadre d'une meilleure 

réglementation et dans l'intérêt de l'économie circulaire, European Plasticisers demande à la 

Commission européenne de ne pas adopter cette recommandation de l'ECHA. »  (Consistent with 

better regulation, and in the interests of the circular economy, European Plasticisers calls on the 

European Commission not to adopt this recommendation from ECHA) (European Plasticisers, 

2019). 
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Concernant le DINCH, l’absence de consensus sur les effets sur le métabolisme des 

lipides est en réalité une opposition entre les articles des académiciens et ceux des employés de 

BASF, le fabricant du DINCH. En effet, à la suite de l’article de Campioli et collaborateurs 

(Campioli et al., 2015), une lettre à l’éditeur a été écrite par Rainer Otter, vice-président et chargé 

des affaires réglementaires chez BASF SE, contre-argumentant les conclusions de l’article (Otter, 

2016). Dans la même veine, l’article de David et collaborateurs a montré des altérations du poids, 

mais aussi l’apparition d’anomalies de certains organes vitaux dès 62 mg/kg. Cependant, les 

auteurs, des employés de BASF, conclus pourtant à une dose maximale sans effet nocif observé 

(NOAEL) de 300mg/kg/jour de DINCH (David et al., 2015). 

Il existe cependant des moyens d’interpeller les organismes réglementaires, à travers, 

entre autres, les centres de recherche spécialisés comme le Centre intersectoriel d’Analyse des 

Perturbateurs Endocriniens (CIAPE), mais aussi par l’investissement de nombreuses 

organisations à but non lucratif (ONG), afin que la voix des citoyens et des scientifiques soit plus 

pesante que celle des lobbies. 

 

  

https://www.ciape-iceda.ca/
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9 CONCLUSION  

Dans une perspective de santé globale, il est indispensable de déterminer les risques 

associés à notre exposition chronique au DEHP et au DINCH, afin d’en comprendre les réels 

dangers pour la population, permettant in fine d’améliorer leurs régulations.   

Dans ce contexte, notre étude a mis en évidence un mécanisme de progression du cancer 

du sein via l’exposition au DEHP et au MEHP, mais aussi identifié, pour la première fois, des 

altérations à long terme au niveau de la glande mammaire, suite à une exposition au DEHP, et 

de façon plus importante à la suite à une exposition au DINCH.  

D’autres études prospectives sont nécessaires afin de comprendre l’influence de ces 

composés sur la progression du cancer du sein, voire leurs implications dans la résistance aux 

chimiothérapies, et d’en comprendre la signalisation. 

Ces données scientifiques sont d’autant plus importants comptes tenus qu’au Canada, en 

cette année 2022, le projet de loi S-5, un amendement à la Loi canadienne sur la protection de 

l’environnement (CEPA) qui est restée inchangée depuis 1999, est en cours de préparation, pour 

inclure la notion de PEs. Ainsi chercheurs et citoyens s’allient, pour faire pression auprès du 

gouvernement afin que le Canada permette une meilleure protection face aux PEs, et que notre 

environnement de plastique ne soit plus un risque pour notre santé ou celles de nos enfants. 
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11  ANNEXE 

11.1 Proposition d’alternatives plus saines par les académiciens, une belle 
initiative à poursuivre  

Notre étude in vivo fait partie du projet Green Plasticizers, dont le but initial était de générer 

de nouveaux plastifiants avec d’excellentes propriétés de plastifiants et étant non-toxiques, et 

tout particulièrement pour l’appareil reproducteur masculin. Ce projet a été mis en place et dirigé 

par une équipe multidisciplinaire comptant des chimistes, des biologistes, des toxicologues 

spécialisés dans le développement de l’appareil reproducteur mâle.  

Ainsi ce projet s’est organisé en 4 étapes (Albert et al., 2018a). 

1. L’ingénierie chimique : La première étape de ce projet a été de produire des plastifiants 

permettant de répondre aux besoins de l’industrie, n’ayant pas une structure similaire au 

DEHP, mais aussi limitant l’exposition de l’humain et de l’environnement (faible relargage et 

propriété élevée de biodégradation). Ainsi 3 acides organiques ont été sélectionnés, l’acide 

succinique, l’acide fumarique et l’acide maléique (Erythropel et al., 2012), ainsi qu’un 

dibenzoate. Pour chacune de ces familles, 3 à 4 candidats ont été proposés et leurs 

propriétés de relargage et de biodégradation ont été vérifiées (Kastner et al., 2012). 

2. Détermination de la toxicité in vitro : afin de réduire le nombre de candidats et de s’assurer 

d’une absence de toxicité des composés sélectionnés avant de les tests in vivo, des lignées 

de cellules de Leydig tumorales (MA-10) et de spermatogonies (C18-4) (Boisvert et al., 

2016), des lignées de cellules de Sertoli (TM4) (Nardelli et al., 2015b), ainsi que des cultures 

ex vivo de testicules ont été utilisées. Elles ont permis de sélectionner deux candidats : le di-

octyle succinate (DOS) et le 1,4-butanediol benzoate (BDB) (Albert et al., 2018a).  

3. La 1re étape in vivo a été d’exposer des rats mâles par gavage à partir de PND29 avec 15 et 

150 mg/kg/jr de BDB ou de DOS. Plusieurs paramètres de leur santé ont été évalués à 

PND57, et les rats ont été sacrifiés à PND58. Aucune altération du comportement ou de la 

santé globale des rats, ni du poids des organes testés, n’a été observée avec les traitements 

aux plastifiants. Une certaine altération a été observée au niveau des reins, foie, et poumons, 

mais les auteurs ont considéré ces résultats aspécifiques (Albert et al., 2018a). Il est à noter 

que cette étape 3 ne comprenait que 4 animaux par conditions, afin de réaliser un prétest 

avant les expositions à grande échelle de l’étape 4. 

4. Connaissant les propriétés de PEs du DEHP et l’importance des fenêtres de sensibilité dans 

sa toxicité, il a été décidé d’étudier en parallèle l’exposition au DEHP, au BDB et au DOS, 
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mais aussi le DINCH durant la période de sensibilité qu’est la vie in utéro et la lactation via 

le gavage de leur mère. Le protocole expérimental a été détaillé dans la section 3.2.1 (pages 

91-92) de l’article 2 de ce manuscrit. Plusieurs laboratoires de recherche se sont intégrés à 

ce projet afin de pouvoir récolter des organes en lien avec leur expertise. Ainsi nous avons 

eu l’opportunité d’obtenir les glandes mammaires des rats de l’expérience, soit celles des 

mères directement exposées, et de leurs bébés. 

Au moment du dépôt final de ce manuscrit, seuls notre étude et les articles réalisés dans 

le laboratoire du Professeur Bernard Robaire, qui est au cœur du projet Green Plasticizers, ont 

été publiés concernant la toxicologie de l’étape 4. Des expériences préliminaires réalisées dans 

notre laboratoire sur les animaux de l’étape 4 ont montré que le BDB semblait induire des 

anomalies au niveau de la glande mammaire (résultats non présentés). Cependant, ces études 

sont restées aux stades préliminaires, car des modifications ont été apportées sur ces plastifiants 

par l’équipe de chimistes, afin d’améliorer leurs propriétés de plastifiants et de diminuer leur 

toxicité, faisant en sorte que le BDB et le DOS ne seront pas commercialisés tels qu’ils ont été 

testés dans notre étude. Même si ce projet n’a pas abouti, il est indispensable que d’autres 

initiatives d’académiciens indépendantes soit réalisées. En effet, l’absence d’intérêt financier, et 

la priorisation de l’innocuité des plastifiants permettraient, selon moi, d’éviter la mise sur le 

marché d’alternative plus dangereuses que les composés qu’ils remplacent.  

 


