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RESUME

Les retardateurs de flammes bromés (BFRs) sont omniprésents dans les produits domestiques et
industriels afin de ralentir leur combustion. Méme si ['utilisation des BFRs est désormais
restreinte, I’exposition humaine subsiste car ils sont toujours libérés des items existants. Plusieurs
BFRs sont des perturbateurs endocriniens connus. Cependant, leurs effets sur le développement
des glandes mammaires et du cancer du sein demeurent inconnus. L’objectif de cette étude est
d’évaluer les effets d’une exposition périnatale a un mélange de BFRs sur le développement
mammaire et sur des marqueurs du cancer du sein, et de déterminer les mécanismes
toxicologiques des BFRs. Des rattes ont été exposées oralement a une mixture de BFRs deux
semaines avant I’accouplement, durant la grossesse et durant la lactation. Les filles de ces
femelles ont été sacrifiées 21, 46 et 208 jours apres la naissance. Les traitements n’ont eu aucun
effet significatif au niveau du poids des animaux ou celui des glandes mammaires, ni sur le
développement ductal. Par contre, I’expression protéique du récepteur aux hormones
thyroidiennes a (TRa) est réduite au moment de la puberté (jour 46). Les autres récepteurs
hormonaux majeurs n’ont pas été affectés au niveau protéique. La présence de marqueurs de la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) a été investiguée. L’expression protéique de E-
cadhérine est inhibée par une exposition au mélange de BFRs au jour 46 tandis que celle des
autres marqueurs de la TEM n’a pas été altérée. Les protéines des jonctions communicantes ne
sont pas affectées par cette exposition. Nos résultats suggerent qu’une exposition périnatale a un
mélange de BFRs peut affecter le systéme endocrinien et I’adhésion cellulaire au moment de la
puberté.

Glande mammaire, retardateurs de flammes bromés, exposition périnatale, E-cadhérine, TRa,
cancer du sein
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ABSTRACT

Brominated flame retardants (BFRs) are chemicals widely used in consumer products to reduce
ignition rates. Even though usage of BFRs has been restricted in many countries, human exposure
persists as BFRs are still released from existing items. Many BFRs are known endocrine
disruptors but their role in breast developmental anomalies and cancer remains poorly
understood. This project aims to assess the effects of perinatal exposure to a BFRs mixture on
mammary gland development and breast cancer markers; and determine mechanisms involved in
BFRs toxicology. Female rats were exposed through diet to an environmentally relevant mixture
of BFRs two weeks prior to mating, during gestation and during lactation. Female offspring were
sampled at post-natal day 21, 46 and 208. BFRs treatment had no significant effect on total body
weight or mammary gland weight nor did it affect ductal growth. However, the thyroid hormone
receptor alpha (TRa) was significantly down-regulated at the time of puberty (post-natal day 46).
The protein expression of the other major hormonal receptors was unaffected. The expression of
various epithelial to mesenchymal transition (EMT) markers was assessed. The expression of E-
cadherin was significantly down-regulated at post-natal day 46. The remaining EMT markers
were not significantly impacted by BFRs treatment. The gap junction proteins were not affected
by this exposure. Our results suggest that a perinatal exposure to a mixture of BFRs affects the
endocrine system as well as cellular adhesion, at the time of puberty.

Mammary gland, Brominated Flame Retardants, Perinatal exposure, E-cadherin, TRo, Breast
cancer
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INTRODUCTION

Le sein est composé de tissu épithélial glandulaire entouré de tissu stromal. La
glande mammaire est un organe ramifié qui contient plusieurs lobes subdivisé en lobules,
qui eux contiennent une dizaine d’acini (Moffat et al., 1996, Venta et al., 1994). L’épithélium
mammaire est un épithélium a deux couches; autour du lumen on retrouve les cellules
luminales qui sont entourées de la couche basale. La couche basale contient
principalement des cellules myoépithéliales reposant sur une membrane basale (Hassiotou
et al., 2013). La fonction principale de la glande mammaire est la production, le transport et
la sécrétion du lait afin d’alimenter le nouveau-né et de lui conférer une protection
immunitaire (Medina, 1996). La production du lait a lieu au niveau des acini, les unités
sécrétrices, puis le transport est effectué le long des canaux, jusqu’au mamelon ou le lait
est excrété (Hassiotou et al., 2013). Durant la grossesse, certaines cellules luminales au
niveau des acini se différentient en cellules sécrétrices en préparation a I'allaitement
(Lavialle et al., 2000). De plus, les cellules myoépithéliales se contractent, tel un muscle

lisse, pour faire circuler le lait en réponse a une hormone, I'ocytocine (Brisken et al., 2010).

Contrairement aux autres organes, le développement de la glande mammaire est
majoritairement post-natal. Il y a une croissance importante lors de la puberté, la grossesse
et l'allaitement en réponse aux diverses hormones, telles que I'cestrogéne, la progestérone
et la prolactine (Sternlicht et al., 2006). Puisque le développement mammaire est
hautement régulé par les hormones, cet organe est particulierement vulnérable aux effets

des perturbateurs endocriniens.

Un perturbateur endocrinien est un composé exogéne qui mime, inhibe ou modifie
l'activité d’hormones endogénes (Fenton et al., 2012). Une exposition a de tels composés
lors de périodes vulnérables peut avoir des conséquences a long terme comme des
anomalies développementales ou encore le développement de divers cancers (Fenton et
al., 2012). Parmi la liste de perturbateurs endocriniens auxquels nous sommes exposés de
fagon chronique, on retrouve des retardateurs de flammes bromés (BFRs). Les BFRs sont
des molécules communément ajoutées a toutes sortes de produits domestiques ou
industriels afin de ralentir leur combustion. Il y a 4 familles majeures de BFRs : les éthers
diphényliques polybromés (PBDE), les polybromobiphényles (PBB), le tétrabromobisphénol
A (TBBPA) et 'hexabromocyclododécane (HBCD) (Y. R. Kim et al., 2014). Plusieurs études

ont démontré que certains de ces composés peuvent interférer avec diverses voies de



signalisation hormonale (Blake et al., 2011, Chevrier et al., 2011, Gosavi et al., 2013,
Hamers et al., 2006, Johnson et al., 2013, Lefevre et al., 2016, Meerts et al., 2001, Meerts
et al., 2000, Stoker et al., 2005)

Les perturbateurs endocriniens peuvent potentiellement agir au niveau de plusieurs
récepteurs hormonaux présents dans la glande mammaire. Parmi les récepteurs principaux,
impliqués a la fois dans le développement de la glande mammaire et en cas de cancer du
sein, on retrouve les récepteurs a I'cestrogéne (ER), les récepteurs a la progestérone (PR),
le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique (HER2) ainsi que les récepteurs aux

hormones thyroidiennes (TR).

En plus de la régulation hormonale, le développement mammaire est également
régulé par la présence de jonctions intercellulaires. Il y a trois types majeurs de jonctions
intercellulaires. Les jonctions serrés sont situées du coté apicale des cellules luminales et
elles sont responsables de la polarité de ces cellules. Les jonctions adhérentes permettent
la liaison des cellules adjacentes, le maintien de la forme cellulaire et contribuent également
a la polarité des cellules. Finalement, les jonctions communicantes permettent la circulation
de petites molécules directement entre le cytoplasme de deux cellules adjacentes. La
dérégulation au niveau de I'expression ou de la localisation des protéines de ces jonctions
est liee au développement de plusieurs types de cancer et survient lors de la transition

épithélio-mésenchymateuse (El-Saghir et al., 2011).

Un processus survenant couramment en cas de cancer du sein est la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM). Chez les cellules épithéliales mammaires, celui-ci
implique le passage d’'un phénotype épithélial a un phénotype mésenchymateux. Cette
transition permet aux cellules mammaires d’acquérir des capacités de migration et
d’invasion supérieures (Lange et al., 2008). La TEM va aussi affecter la polarité des cellules
ainsi que leur adhésion a la membrane basale. Tous ces changements vont augmenter la
motilité des cellules cancéreuses et favoriser le développement de métastases (Obr et al.,
2012).

Certains BFRs sont des perturbateurs endocriniens connus et plusieurs effets
néfastes ont déja été rapportés suite a leur exposition. Par contre, leurs effets au niveau du
développement mammaire et au niveau des marqueurs du cancer du sein demeurent
inconnus. Puisqu’ils sont omniprésents dans notre environnement, il est primordial d’évaluer
les risques encourus par I'exposition a ces produits, tant pour le développement des

glandes mammaires que pour le cancer du sein.



CHAPITRE 1 :

REVUE DE LITTERATURE

1.1 Le cancer

Le cancer est une pathologie caractérisée par une croissance anormale et non-
controlée des cellules. Il se développe normalement en 3 étapes majeures : linitiation, la
promotion et la progression (Figure 1.1). Plusieurs années vont habituellement s’écouler
entre I'exposition a un agent ou un événement cancérigéne et I'apparition d’'un cancer. En
effet, plusieurs mutations génétiques sont généralement requises pour le développement

des tumeurs.

La premiére étape du développement du cancer est l'initiation ou I'on observe des
modifications génétiques irréversibles (Weston et al, 2003). Afin que la mutation persiste,
elle doit avoir lieu chez une cellule qui prolifere et qui survit pour la durée de la vie de
'organisme. On qualifie d’événement initiateur toute mutation causant l'activation d’un
oncogéne ou l'inactivation d’'un géne supresseur de tumeur (Weston et al, 2003). Un
oncogéne est tout simplement un géne dont I'expression favorise la cancérogénése. Des
mutations au niveau des genes nommeés proto-oncogénes entrainent une prolifération non-
contrélée des cellules. Les génes suppresseurs de tumeurs sont des génes qui protegent
normalement contre le cancer. En effet, ils ralentissent ou arrétent complétement la
croissance cellulaire et ils contrélent la mort cellulaire. Lors d’'une mutation au niveau de I'un
de ces génes, la croissance, la division et la mort cellulaire s’en trouvent alors perturbées.
Un exemple de géne suppresseur de tumeur que I'on retrouve muté chez plusieurs cancers
est le géne p53, un géne généralement impliqué dans I'apoptose (Hanahan et al., 2000).
Les génes ayant comme fonction la réparation de 'ADN sont aussi considérés comme des

genes suppresseurs de tumeurs puisqu’ils préviennent I'apparition de mutations.

La seconde étape du deéveloppement du cancer est la promotion. Lors de la
promotion, il y a une expansion clonale sélective des cellules initiées. Cette accumulation
de cellules initiées produit une plus grande population de cellules susceptibles de devenir

cancéreuses. Cette étape est généralement réversible et de longue durée (Figure 1.1).



La derniere étape du développement est la progression et implique une
transformation d’'un phénotype prénéoplasique a un phénotype néoplasique (Figure 1.1).
Cette étape requiere I'acquisition de mutations supplémentaires et méne a la croissance
d’'une tumeur avec des capacités, entre autres, invasives et métastasiques (Tableau 1.1)
(Kang et al., 2011). Cette transformation, couplée avec la capacité d’invasion et de diffusion
métastatique, permet la formation éventuelle de tumeurs secondaires chez I'organisme

(Hanahan et al., 2000).

Initiation Promotion Progression
~eX3) N 0,
Lo R Gl _—
o B B o)
G DO
Ponctuelle Longue durée

Cellules Irréversible Cellules {10-20 ans) Cellules Cellules
normales initiées Réversible précancéreuses cancéreuses

Figure 1.1 : Les étapes du développement du cancer. Des cellules normales subissent des
modifications génétiques lors de l’initiation, une étape irréversible du développement du
cancer. La seconde étape, la promotion, implique I’expansion clonale sélective des cellules
initiées. Cette étape est I'étape la plus longue et elle est dite réversible. La derniére étape, la
progression, implique I'acquisition d’un phénotype néoplasique. Modifiée de (Kang et al.,
2011)

Tableau 1.1 Les caractéristiques des cellules cancéreuses. Les six caractéristiques majeures

des cellules cancéreuses, tel que mentionnées par (Hanahan et al., 2000)

Caractéristique

Explication

1. Indépendance vis-a-
vis des signaux prolifératifs

Les cellules ne dépendent plus de la perception de signaux externes
pour leur prolifération. Elles sont auto-suffisantes.

2. Insensibilité aux signaux
anti-prolifératifs

Les cellules cancéreuses échappent aux tentatives de contréle
prolifératif du milieu.

3. Résistance a I'apoptose

Les cellules ne répondent plus aux signaux pro-apoptotiques.

4. Capacité d’angiogénese

Les cellules cancéreuses favorisent la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins afin d’alimenter la tumeur.

5. Potentiel de division
illimité

Sans interventions, les cellules cancéreuses peuvent se diviser a
Pinfini.

6. Capacité d’invasion des
tissus et de diffusion
métastatique

Les cellules cancéreuses arrivent a envahir les tissus avoisinants.
Elles peuvent aussi pénétrer dans la circulation systémique et/ou
lymphatique afin de se propager vers des organes secondaires.



1.2 La glande mammaire

1.2.1 Anatomie et histologie

Les seins sont composés de tissus glandulaires et adipeux qui sont soutenus par un
réseau de tissu conjonctif fibreux, aussi connu sous le nom de ligaments de Cooper. Ces
ligaments tirent leur nom d’un des pionniers de I'anatomie mammaire (Cooper, 1840,
Hassiotou et al., 2013). Chez 'lhomme comme chez la femme, on retrouve les seins par-
dessus les muscles pectoraux (Figure 1.2). Le tissu glandulaire, plus communément appelé
glande mammaire, est composé de lobes qui se sous-divisent en lobules qui eux

contiennent une dizaine d’acini (Figure 1.2)(Moffat et al., 1996, Venta et al., 1994).

Le réle principal de la glande mammaire est la synthése, le stockage et la sécrétion
du lait afin d’alimenter le nouveau-né, d’assurer son développement et de le protéger de
corps étrangers (Medina, 1996). Lors de l'allaitement, le lait est produit par les cellules
sécrétrices retrouvées dans les lobules, puis il est stocké et transporté par un systeme de
canaux jusqu’aux mamelons pour la sécrétion (Hassiotou et al., 2013). En fait, plusieurs
petits canaux galactophores émergent des acini pour former un canal principal qui se dilate
pour former des sinus lactiféres. Il rétrécit ensuite avant de passer par le mamelon et
atteindre la surface externe de celui-ci (Figure 1.2) (Hassiotou ef al., 2013). Le mamelon est
composé de fibres musculaires lisses orientées de fagon spécifique afin qu’il fonctionne
comme sphincter. A la surface du sein, le mamelon est entouré par 'aréole, une surface
ronde rosée ou brunatre qui contient des glandes sudoripares participant a l'allaitement
(Zucca-Matthes et al., 2016).

Le systéme lymphatique joue un rdle important dans la prévention d’infections. Le
sein contient de nombreux vaisseaux lymphatiques qui transportent la lymphe jusqu’a des
petites masses, nhommeées ganglions lymphatiques, qui entourent la région mammaire
(Estourgie et al., 2004) La lymphe est un liquide contenant des éléments nutritifs, des
lymphocytes et des anticorps. Le drainage des glandes mammaires par le systéme
lymphatique a été fortement caractérisé di a son lien avec la propagation du cancer du sein
(Estourgie et al., 2004)
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Figure 1.2. Schéma représentant ’lanatomie du sein. Vue latérale démontrant la localisation et
la composition de la glande mammaire humaine. Tiré de (Société canadienne du cancer, 2016)

Au niveau histologique, le sein est principalement formé de tissu épithélial dans les
canaux et de tissu fibreux dans le stroma. Il contient également une quantité importante
d’adipocytes (Hassiotou et al., 2013). Le tissu épithélial est subdivisé en deux couches : les
cellules luminales, qui englobent le lumen, et la couche basale, majoritairement composée
de cellules myoépithéliales, qui entoure les cellules luminales (Figure 1.3)(Hassiotou et al.,
2013). La couche luminale contient des cellules épithéliales cuboides polarisées et
certaines d’entre elles vont se différentier en cellules sécrétrices de lait, les lactocytes, au
moment de la lactation (Lavialle et al., 2000). Les cellules myoépithéliales ont des
propriétés contractiles comme les muscles lisses, ce qui leur permet de faire circuler le lait
lors de l'allaitement (Brisken et al., 2010). Elles vont se contracter en réponse a I'ocytocine,
une hormone secrétée lors de Il'allaitement pour stimuler I'éjection du lait des lobules
jusqu’au mamelon en passant par les canaux galactophores (Hassiotou et al., 2013). La
couche basale, composée majoriairement de ces cellules myoépithéliales, repose sur une
membrane basale (Figure 1.3). Cette couche contient également des cellules souches
mammaires (MaSC) bi-potentes, c’est a dire capable de se différentier a la fois en cellules

myoépithéliales et en cellules luminales (Visvader, 2009).



Le stroma de la glande mammaire humaine contient beaucoup de tissu conjonctif
dense. Le stroma inter-lobulaire contient une quantité importante de tissus adipeux tandis
que le stroma intra-lobulaire, qui entoure les lobules, contient des cellules
mésenchymateuses qui sont trés sensibles aux signaux hormonaux ainsi qu’aux
changements dans leur microenvironnement. Ces cellules mésenchymateuses sont
associées a linitiation et a la progression des différentes étapes du développement

mammaire grace a leur interaction avec les cellules épithéliales (Bissell et al., 1999).

~ Cellule luminale

Cellule
myoépithéliale

= Membrane basale

— Fibroblaste

Matrice
extracellulaire

Figure 1.3. Représentation schématique d’un canal galactophore. (A gauche) Vue latérale
d’'une glande mammaire humaine. (Au centre) Agrandissement montrant un canal
galactophore et ses lobules. (A droite) Agrandissement d’une coupe transversale d’un canal
galactophore. L’épithelium mammaire est un épithélium a deux couches. Autour du lumen on
retrouve les cellules luminales. Autour des cellules luminales on retrouve la couche basale,
contenant les cellules myoépithéliales et reposant sur une membrane basale. A I'extérieur de
la membrane basale on retrouve le stroma, contenant la martice extracellulaire ainsi que des
cellules mésenchymateuses, les fibroblastes. Modifiée de (Cyr, 2016)

1.2.2 Le développement de la glande mammaire

Le développement de la glande mammaire se déroule en plusieurs phases et il est
majoritairement post-natal, contrairement a la plupart des organes qui se développent in
utéro. Les phases principales du développement sont la croissance foetale, la croissance
pré-puberté, I'expansion lors de la puberté, le remodelage lors de la grossesse et de
I'allaitement, et I'involution post-allaitement ou post-ménopause (Geddes, 2007, J. Russo et
al., 2004). Un remodelage plus modeste se fait aussi lors de chaque cycle menstruel.
Cependant, puisque ce remodelage ne régresse pas complétement a la fin du cycle, il y a
une accumulation et un développement continue tout au long de I'adolescence et de la vie
adulte (Geddes, 2007).



Le développement de la glande mammaire peut aussi étre subdivisé en deux
phases majeures selon I'implication des hormones, soit la phase hormone-indépendante et
la phase hormone-dépendante. Les hormones principales impliguées dans Ile
développement de la glande mammaire sont I'oestrogéne, la progestérone et la prolactine
(Figure 1.4.)(Hassiotou et al., 2013).

Des études chez des souris knockout pour les divers récepteurs hormonaux ou
encore chez des souris ovariectomisées et/ou hypophysectomisées ont permis de dresser
un portrait plus complet du réle de chaque hormone dans le développement de la glande
mammaire (Antal et al., 2008, Brisken et al., 1999, Gallego et al., 2001, Mallepell et al.,
2006, Mulac-Jericevic et al., 2003) et ont déterminé que 'hormone de croissance (GH) ainsi
que des facteurs de croissance ressemblant a l'insuline, tels que le facteur de croissance 1,
(« Insulin-like growth factor 1 », ou IGF-1) jouent aussi un réle primordial (Bonnette et al.,
2001, Kleinberg et al., 2000).

Phase hormone-independante :
Pré-natal et péri-natal :

Le développement feetal des glandes mammaires est initié dés la sixieme semaine
de la grossesse. Malgré la présence d’hormones maternelles et placentaires dans
I'environnement du foetus, on dit que cette phase est hormone-indépendante (Brisken et al.,
2010). A la naissance, on ne retrouve qu’une glande mammaire précoce avec de simples

tubules ou quelques petits canaux (Hinck et al., 2005).
Pré-puberté :

Avant la puberté, les glandes mammaires subissent une croissance dite isométrique
puisqu’elles croient minimalement et a la méme vitesse que le reste du corps (Brisken et al.,
2010). Ce n’est qu’a l'atteinte de la puberté, vers I'dge de 8-12 ans, que I'on observe une
croissance allométrique de I'épithélium mammaire ainsi que du stroma (J. Russo et al,,
2004).

En dépit de la présence de récepteurs hormonaux, des études réalisées avec des
souris génétiguement modifiées ont démontré que le développement des glandes

mammaires avant la puberté n’est pas affecté par 'absence de ces récepteurs et est donc



bel et bien hormone-indépendant (Brisken et al., 1999, Brisken et al., 2010, Gallego et al.,
2001, Mallepell et al., 2006, Mulac-Jericevic et al., 2003).

Phase hormone-dépendante :
Puberté :

La glande mammaire sort de sa phase quiescente au début de la puberté, une
phase accompagnée d’un afflux d’oestrogéne provenant des ovaires (Figure 1.4)(Sternlicht
et al., 2006). Suite a la premiere ovulation et a limplantation des cycles menstruels
réguliers, on observe une croissance rapide des seins (Hassiotou et al, 2013). Cette
croissance peut étre majoritairement attribuée a I'accumulation de tissu adipeux au sein de
la glande, mais on observe aussi un développement épithélial et stromal (J. Russo et al.,
1987). On observe une élongation des canaux existants ainsi que la formation de branches
secondaires au bout desquelles apparaissent des bourgeons épithéliaux qui forment des
amas qui donneront naissance aux lobules (J. Russo et al., 2004). Avec I'aide de facteurs
de croissance locaux, tels qu’lgf1, I'oestrogene va permettre I'élongation des canaux
galactophores ainsi que leur embranchement dichotomique (Soyal et al., 2002). De plus,
c’est la GH, relachée au niveau de la glande pituitaire avant méme I'afflux systémique
d’oestrogéne, qui est responsable de I'expression stromal d’lgf1. De cette fagon, la GH
permet la formation de bourgeons terminaux, I'élongation et 'embranchement dichotomique
de I'épithélium mammaire (Sternlicht et al., 2006). Tout au long de la puberté, 'oestrogéne
est l'instigateur principal de la prolifération et incite la mitose des cellules distales des
bourgeons terminaux gréce a sa signalisation a l'aide du ERa (Figure 1.4)(Mallepell et al.,
2006).

L’cestrogéne et ses récepteurs

Il existe deux isoformes du récepteur a l'cestrogéne : ERa et ERB. Le rble
physiologique d’ERB dans I'épithélium mammaire ou dans le stroma mammaire demeure
peu connu (Brisken et al., 2010). ERB est important au niveau du systéme reproducteur
male et femelle, alors qu’il ne semble pas étre requis pour le développement ou le
fonctionnement normal d’autres systémes majeurs (Antal et al., 2008). Par contre, ERa est
essentiel au développement de la glande mammaire, en particulier au moment de la
puberté lorsqu’une poussée d’cestrogéne est sécrétée au niveau des ovaires. Chez des
souris ovariectomisées, le développement des canaux est inhibé, alors que I'addition

d’oestrogénes exogénes est associée a un développement mammaire normal (Daniel et al.,



1987). Le récepteur ERa est retrouvé a la fois dans I'épithélium mammaire et dans le
stroma, mais sa présence est uniquement requise dans I'épithélium afin d’assurer le

développement normal de la glande mammaire (Mallepell et al., 2006).

Le géne codant pour ERa produit une protéine d’'une masse de 66 kDa (Brisken et
al.,, 2010). ERa est un membre de la famille des récepteurs nucléaires. La liaison de
I'oestradiol au récepteur entraine un changement de conformation qui permet I'association
de co-régulateurs. Le complexe ligand-récepteur-corégulateurs va ensuite se lier a un
elément de réponse (Estrogen Response Element (ERE)) sur le promoteur de génes
spécifiques (Ali et al., 2000).

Suite a I'augmentation du taux systémique d’cestrogéne, il y a augmentation du
nombre de récepteurs a la progestérone (PR)(Figure 1.4)(Haslam et al., 1979). Au niveau
des seins, la progestérone agit principalement lors de la grossesse afin de préparer la
glande mammaire pour l'allaitement. Des études réalisées avec des souris n’exprimant pas
PR ont démontré que l'absence de ce récepteur ne semblait pas avoir d’effet sur
I'élongation de I'épithélium associé avec la puberté, mais inhibait plutot le développement
lors de la grossesse (Lydon et al., 1995). En fait, la progestérone est surtout impliquée dans
la croissance tertiaire, c’est-a-dire la prolifération et la différenciation des cellules qui vont

donner naissance aux acini.
La progestérone et ses récepteurs

La progestérone est une hormone stéroidienne cyclique produite au niveau de
I'ovaire. Sa production est maximale lors de la phase lutéale du cycle menstruel et elle joue
un réle important au niveau de I'endométre (Obr et al., 2012). La progestérone est
également maintenue a des niveaux élevés tout au long de la grossesse pour ensuite
chuter significativement suite a 'accouchement et a I'expulsion du placenta (Graham et al.,
1997).

La signalisation induite par la progestérone est impliquée dans le développement
normal de la glande mammaire, mais également dans le développement et la progression
du cancer du sein (Kariagina et al., 2007). La progestérone contréle la prolifération de
I'épithélium mammaire aux différents stades du développement, mais elle a aussi un rdle
important en fin de grossesse en inhibant la sécrétion du lait jusqu'a I'accouchement
(Graham et al., 1997). La progestérone empéche également la fermeture des jonctions

serrées qui est requise lors de la sécrétion du lait (Nguyen et al., 2001).
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Chez I'humain, comme chez les rongeurs, un seul géne code pour les deux
isoformes du récepteur de la progestérone, soit PR-A et PR-B (Kastner et al.,, 1990). Les
effets de la progestérone sont médiés par ces récepteurs qui sont classifiés comme des
facteurs de transcription ligand-dépendants. lIs font également partie de la grande famille
des récepteurs aux hormones stéroidiennes avec les ER, et les récepteurs aux androgénes
(AR), aux glucocorticoides et aux minéralocorticoides. Ces récepteurs stimulent ou inhibent
la transcription de divers génes en se liant soit directement ou indirectement a des sites
spécifiques sur I’ADN de la cellule (Obr et al., 2012). En absence du ligand, PR est couplé
avec des molécules chaperonnes, telles les protéines de choc thermique. La liaison du
ligand entraine des changements de conformation, la dimérisation des récepteurs ainsi que
leur dissociation des protéines chaperonnes (Lange et al., 2008). Une fois activé, le
récepteur est transporté et retenu au niveau du noyau ou il s’associe a des co-régulateurs
afin de stimuler ou inhiber la transcription de génes cibles en se liant a I'élément de réponse
(Progesterone Response Element (PRE)) présent dans la région du promoteur (Lange et
al., 2008).

PR-B contient 164 acides aminés additionnels du coté N-terminal, ce qui lui confére
une fonction de transactivation supplémentaire et lui permet de se lier a un ensemble de co-
régulateurs différents de ceux se liant a PR-A (Sartorius et al., 1994). En fait, des études in
vitro ont montré que PR-B agit souvent comme un trans-activateur alors que PR-A agit
plutét comme un trans-inhibiteur et peut méme inhiber d’autres récepteurs aux hormones

stéroidiennes, tels que PR-B ou ERa (Vegeto et al., 1993).

Des études réalisées avec des modéles murins « knockout » pour les deux
récepteurs PR ont démontré que seul PR-B est requis pour le dévelopement de la glande
mammaire (Mulac-Jericevic et al., 2003). Par contre, PR-A est essentielle pour le
développement utérin et la fonction reproductive (Mulac-Jericevic et al., 2000). Des études
d’ablations spécifiques ont permis de déterminer que PR-B doit nécessairement étre
présent chez les cellules épithéliales, et non dans le stroma, afin d’assumer sa fonction
dans le développement mammaire (Brisken et al., 1998, Mulac-dericevic et al., 2003).
Méme si I'épithélium se développe normalement en absence de PR lors de la puberté
(Lydon et al., 1995), la progestérone semble jouer un rble lors de la prolifération de
I'épithélium mammaire en réponse aux cycles menstruels, et ce, tout au long de I'dge de
procréation (Graham et al., 1997). Cet effet est corroboré par des études démontrant

'augmentation de la synthése d’ADN ainsi que de la mitose au niveau de I'épithélium
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mammaire lors de la phase lutéale, associée a des taux supérieurs de progestérone dans la

circulation sanguine (Anderson et al., 1982, Masters et al., 1977, Potten et al., 1988).

L’effet prolifératif de I'cestrogéne et de la progestérone passe par un mécanisme de
signalisation paracrine (Mallepell et al., 2006) (Brisken et al., 1998). C’est-a-dire que les
cellules n’exprimant par ER et/ou PR proliférent en réponse a ces hormones tandis que les
cellules exprimant ER et/ou PR demeurent quiescentes. En effet, les cellules épithéliales
luminales de la glande mammaire qui expriment ER et/ou PR recoivent des signaux
hormonaux systémiques et les transforment en stimuli locaux pour les cellules avoisinantes
dépourvues de ces récepteurs (Brisken et al., 2010). A peu prés un tiers des cellules
épithéliales luminales exprime ERa et PR, et leur expression se chevauche couramment
(Clarke et al., 1997). Ce mode d’action paracrine permet la coordination et 'amplification
des signaux hormonaux et suggére I'importance du role de la communication intercellulaire
pour le développement épithélial normal (Bissell et al., 1999, Brisken et al., 1998, Hinck et
al., 2005)

Grossesse :

Le développement de I'épithélium mammaire lors de la grossesse peut étre divisé
en deux phases principales : la phase proliférative et la phase de différenciation. La phase
proliférative, qui a lieu au début de la grossesse, implique I'élongation et 'embranchement
tertiaire des canaux ainsi que le développement lobulo-alvéolaire (Geddes, 2007). A cette
étape, les cellules épithéliales composant les acini sont beaucoup plus nombreuses et

volumineuses (J. Russo et al., 2004).

Lors de la phase proliférative, l'action de la progestérone est requise (Figure
1.4)(Brisken et al., 1998, Lydon et al., 1995). Chez des souris PR-/- on observe une
réduction du développement des canaux et 'absence d’acini, méme aprés avoir traité les
souris avec des niveaux d’cestrogéne et de progestérone mimant les taux présents lors de
la grossesse (Lydon et al., 1995). Grace a la transplantation d’'un épithélium PR-/- chez une
souris WT, il a été confirmé que PR joue un rdle important dans le développement de
I'épithélium mammaire (Brisken et al., 1998). Cette étude a permis de démontrer que la
signalisation avec PR est nécessaire a 'embranchement tertiaire et au développement
lobulo-alvéolaire associés a la phase proliférative de la grossesse (Brisken et al., 1998). La

prolactine (Prl) est aussi impliquée indirectement lors de la phase proliférative (Figure 1.4).
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Elle agit sur le corps jaune afin de maintenir les niveaux systémiques de la progestérone qui

assurent la formation d’acini (Brisken, 2002).

La seconde phase, qui se déroule durant le deuxiéme trimestre de la grossesse, se
nomme « lactogénése | » et implique la différenciation des cellules luminales des acini en
lactocytes, des cellules capables de produire le lait (Pang et al., 2007). Lors de cette phase,
la poursuite du développement des acini dépend de l'action directe de la Prl sur I'épithélium
mammaire (Brisken et al., 1999). En fait, dés le deuxiéme trimestre de la grossesse, il y a
une augmentation graduelle des niveaux de Prl dans la circulation systémique et celle-ci
permet la différenciation de cellules épithéliales luminales en lactocytes (Figure 1.4)(Brisken
et al., 1999, Pang et al., 2007). L’étape subséquente, la « lactogéneése Il », a lieu a la toute

fin de la grossesse et implique I'activation de la sécrétion du lait (Pang et al., 2007).
Allaitement :

Suite a 'accouchement et surtout a I'expulsion placentaire, il y a une diminution du
niveau de la somatomammotrophine chorionique humaine (hPL) et de la progestérone
systémique, ce qui augmente le niveau de Prl systémique et engendre une production
rapide de lait par les lactocytes (J. Russo et al., 2004). L'hPL est une hormone produite par
le placenta qui promouvoit la croissance du foetus, mais qui prépare également la glande

mammaire maternelle a l'allaitement (Buhimschi, 2004).

Un autre changement morphologique clé, aprés I'accouchement, est la réduction de
la perméabilité de la membrane basale séparant le stroma de I'épithélium mammaire. Cette
modification a comme but de contrdler les signaux stromaux et systémiques atteignant
I'épithélium mammaire (ltoh et al., 2003). Cette baisse de la perméabilité est principalement
modulée par l'organisation des jonctions serrées au péle apical des cellules luminales, ce
qui empéche la circulation de messagers entres les cellules luminales (Pitelka et al., 1973)
(Stull et al., 2007). La présence de cette ceinture de jonctions serrées permet également de

contenir le lait dans le lumen de la glande mammaire lors de l'allaitement (Itoh et al., 2003)

L’ocytocine est une autre hormone qui est impliquée a la fois lors de 'accouchement
pour encourager les contractions utérines, mais aussi lors de la lactation afin de stimuler les

cellules myoépithéliales pour qu’elles se contractent et éjectent le lait (Geddes, 2007).
Involution :

Finalement, il y a l'involution ou le retour a I'état de repos. Dans le cas de l'involution

post-allaitement, c’est la cessation ou la réduction significative de I'expulsion du lait,
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communément nommée sevrage, qui assure cette régression du sein a un état non-
fonctionnel (Hurley, 1989). Deux mécanismes interviennent a cette étape : le remodelage
modulé par les protéinases et la régression modulée par I'apoptose (Hughes et al., 2012,
Hurley, 1989, Soyal et al., 2002). Les acini seront vidés de leur lait durant cette transition et
I'état de repos sera conservé jusqu’a la prochaine grossesse (Hurley, 1989). Un type
d’involution plus permanent existe. Il s’agit de l'involution post-ménopause. Lors de cette
transformation, la quantité de tissu glandulaire va étre réduite et celle de tissu adipeux va
augmenter. On associe cette involution avec une détérioration fonctionnelle des ovaires
(Hutson et al., 1985).
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Figure 1.4. Contréle hormonal de la glande mammaire. L’embranchement et la prolifération
qui se déroulent lors de la puberté nécessitent ’lhormone de croissance, I'cestrogéne et le
récepteur a I'cestrogéne a (ERa). Ensuite, 'embranchement qui a lieu tout au long de la vie
adulte et du début du développement des lobules nécessite la progestérone ainsi que son
récepteur, PR-B. Puis, le reste du développement alvéolaire et la différenciation des cellules
luminales en lactocytes requiérent I’action de I’hormone prolactine sur son récepteur (PriR).
Tiré de (Brisken et al., 2010)

1.3 Cancer du sein

1.3.1 Statistiques sur le cancer du sein

Mondialement, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes
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(Hassiotou et al., 2013). Il s’agit de la deuxiéme cause de déces liée au cancer chez les
Canadiennes aprés le cancer du poumon (Comité consultatif de la Société canadienne du
cancer, 2015). Au Canada, on estime qu’'une femme sur neuf développera un cancer du
sein au cours de sa vie et qu'une femme sur 30 en mourra (Comité consultatif de la Société
canadienne du cancer, 2015). Les données les plus récentes indiquent un taux de survie a
5 ans de 88 %, c’est-a-dire que 88 % des femmes vivront au moins 5 ans aprés avoir été
diagnostiquées avec un cancer du sein (Comité consultatif de la Société canadienne du
cancer, 2015).

En 2015, on estimait que 5000 Canadiennes meurent du cancer du sein a chaque
année. Malgré ceci, le nombre de décés causés par le cancer du sein a diminué dans les
derniéres décennies. Le pic de la mortalité due au cancer du sein a eu lieu en 1986 et
depuis ce chiffre a diminué de 44 % (Comité consultatif de la Société canadienne du
cancer, 2015). On peut attribuer cette diminution du taux de mortalité, en partie, a des
diagnostics plus précoces. Les progrés technologiques dans le domaine du dépistage, la
sensibilisation de la population et des professionnels de la santé, la pratique réguliere des
mammographies et le développement de meilleurs traitements ont également contribué a

cette réduction (Comité consultatif de la Société canadienne du cancer, 2015).

Le risque de développer un cancer du sein augmente avec I'dge (Comité consultatif
de la Société canadienne du cancer, 2015). D’autres facteurs de risque connus sont une
puberté précoce et une ménopause tardive. Ce dernier facteur serait associé a une
exposition plus longue aux hormones associées a chaque cycle menstruel, en particulier
I'cestrogéne (Jenkins et al., 2012). Une hypothése est que la prolifération des cellules
épithéliales mammaires, en réponse aux poussées d’hormones stéroidiennes ovariennes,
permettrait 'acquisition progressive de mutations génétiques. Puis, ces cellules épithéliales
initi€es subiraient une phase d’expansion qui échapperait aux mécanismes de surveillance
(Soyal et al., 2002). Le contraire est aussi vrai : une puberté plus tardive et une ménopause
plus jeune protégeraient contre le cancer du sein (Jenkins et al., 2012). Il existe également
un lien entre un risque accru de développer le cancer du sein et une grossesse tardive (Butt
et al., 2009). En fait, une grossesse a un jeune age semble avoir un effet protecteur, tandis
gu'une grossesse tardive augmenterait le risque de cancer du sein (Brisken, 2002).
L’hypothése est que, chez les femmes plus agées, on retrouverait plus de cellules initiées
dormantes. Puis, les hormones de la grossesse favoriseraient la progression de ces cellules

initi€ées en cancer du sein (Butt et al., 2009).
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1.3.2 Les stades du cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie trés hétérogéne. Lors du diagnostic, on classe
les cancers selon leur stade, leur grade et leur sous-type moléculaire. Chaque combinaison
est associée a différents pronostics et traitements, ce qui rend cette classification

indispensable.

Le stade d’un cancer fait référence a la taille et a la distribution de celui-ci (F. Yao et
al., 2015). La distribution est déterminée par l'invasion ou non des tissus voisins, des
nceuds lymphatiques et la présence ou non de tumeurs secondaires dans d’autres tissus.
Dans le cas du cancer du sein, les tumeurs secondaires sont souvent retrouvées aux
niveaux des poumons, du foie, des os ou méme du cerveau (Comité consultatif de la
Société canadienne du cancer, 2015). Dans le systéme de classification actuellement utilisé
au Canada, on retrouve 4 stades pour le cancer du sein. Le stade 0 indique une tumeur
précoce qui ne s’est pas propagée. Ce type de cancer est surnommé « in situ » puisqu’il est
contenu « en place ». Les stades | a lll indiquent que le cancer s’est propagé aux tissus
avoisinants et possiblement aux noeuds lymphatiques. Le stade IV est aussi nommé cancer
métastasique puisque le cancer s’est propagé aux autres organes du corps. La
classification selon le stade va permettre d’optimiser le traitement du cancer. Par exemple,
une chirurgie conservatrice du sein suivi de radiothérapie est un traitement efficace pour la
majorité des patientes ayant un cancer du sein de stade précoce, tandis que des
traitements plus systémiques sont généralement requis pour les patientes ayant un cancer
du sein de stade avanceé. Le traitement systémique implique une thérapie hormonale ou de

la chimiothérapie en plus d’une chirurgie et de la radiothérapie (F. Yao et al., 2015).
1.3.3 Les grades du cancer du sein

Le grade est une mesure de I'agressivité du cancer et est indépendant du stade.
Cette mesure tient compte de la vitesse de croissance et de propagation probable de la
tumeur (F. Yao et al., 2015). Comme la progression du cancer du sein peut étre trés variée,
méme parmi des patientes avec un cancer du méme stade, il est important de tenir compte

du grade de la tumeur afin de déterminer le pronostic et le plan de traitement appropriés.

Par contre, ce mode de classification du cancer est moins bien établi que celui du
stade et aucun systéme universel n’existe pour tous les types de cancer. Cependant, dans
le cas du cancer du sein, on utilise le systeme de graduation basé sur le modéle développé

en 1957 par Bloom et Richardson (F. Yao et al., 2015). Le systéme de Bloom et Richardson
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est basé sur trois facteurs histologiques, soit le niveau de différenciation structurelle, le
degré de variabilité au niveau du noyau et la fréquence d’apparition de structures mitotiques
ou hyperchromatiques (Bloom and Richardson, 1957). Le niveau de différenciation
structurelle est évalué selon I'arrangement des tubules et des acini dans le tissu observé.
Une structure bien définie ou les cellules sont regroupées régulierement autour d’'un lumen
indique un haut niveau de différenciation et un bon pronostic tandis qu’un tissu désordonné
indique un cancer plus menagant (Bloom and Richardson, 1957). Le degré de variabilité
nucléaire est évalué selon la taille, la forme et la coloration des différents noyaux dans le
tissu. L’'uniformité est associée a une faible aggressivité (Bloom and Richardson, 1957).
Finalement, une haute fréquence de structures hyperchromatiques ou mitotiques indique un
cancer menacgant (Bloom and Richardson, 1957). Lors de la classification selon le grade, on
attribue des points pour chaque facteur selon le degré auquel il se manifeste, puis, en
additionnant ces chiffres, on obtient le grade. Un chiffre de 3 a 5 correspond avec une faible
aggresivité, un 6 ou 7 avec des niveaux intermédiaires et un 8 ou 9 avec une forte
aggressivité et un faible pronostic (Bloom and Richardson, 1957). Le grade est un outil
indispensable qui nous indique la vitesse probable a laquelle des tumeurs secondaires vont

se développer chez la patiente (Bloom and Richardson, 1957).
1.3.4 Les sous-types de cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie trés hétérogéne qui peut étre classifiée selon le
grade et le stade mais aussi selon I'expression génique des cellules composant la tumeur.
Grace a la technique de regroupement hiérarchique, qui implique la classification de
tumeurs selon la ressemblance entre leur génome, 4 sous-types de tumeurs ont été
identifiées (Perou et al., 2000). Il s’agit des tumeurs de sous-types luminal A, luminal B,
HER?2 positif et basal-like. Les cancers de différents sous-types moléculaires peuvent étre
différentiés par leur expression des différents récepteurs hormonaux, par leurs différents
pronostics ainsi que par leur réponse aux divers traitements (Hassiotou et al., 2013). En
pratique, le sous-type intrinséque d’une tumeur mammaire est identifié grace au profil
d’expression génique de celle-ci ou grdce a des marqueurs immunohistochimiques
(Kennecke et al., 2010).

Luminal A :

Les tumeurs de sous-type luminal A expriment ER et PR. Elles sont plus souvent

associées avec un grade moins élevé et un bon pronostic. En fait, parmi les 4 sous-types,
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c’est ce type de tumeur qui croit le plus lentement et qui est associé au meilleur pronostic
(Kennecke et al., 2010)

Luminal B :

Les tumeurs de sous-type luminal B, tout comme luminal A, expriment ER, mais de
facon moins prononcée. Elles expriment également PR. Elles sont associées avec des
grades et taux de prolifération supérieurs au luminal A ainsi qu’a un pronostic moins

favorable. Les tumeurs luminal B expriment parfois HER2 (Allison, 2012).
HER2 positif :

Les tumeurs HER-2 positives ont des copies supplémentaires du géne HER-2. Elles
sur-expriment donc la protéine associée en trop grande quantité. Ces tumeurs ont tendance
a croitre rapidement, mais, heureusement, elles ont aussi tendance a bien répondre aux
traitements pharmaceutiques ciblés. Les tumeurs de ce sous-type sont souvent associées a

un grade plus élevé (Allison, 2012)
Basal-like :

Les tumeurs basal-like sont reconnues comme étant les plus agressives, avec un
haut grade et un pronostic peu favorable (Kennecke et al., 2010). La majorité des tumeurs
basal-like exprime des génes et des protéines normalement retrouvés dans la couche
basale de la glande mammaire saine (Badve et al., 2011). De plus, la majorité des tumeurs
basal-like n’exprime ni ER, ni PR ou HER-2 (Badve et al., 2011).

Selon leur expression des divers récepteurs hormonaux, certains sous-types de
cancer ont une croissance dite hormono-dépendante. Donc un débalancement hormonal,
entres autres par des molécules exogénes, peut non seulement altérer le développement

normal des glandes mammaires, mais peut aussi étre lié au cancer du sein.
1.3.5 Les récepteurs hormonaux et le cancer du sein
L’oestrogéne et ses récepteurs

Le role des cestrogénes dans le développement et dans la progression du cancer du
sein est bien connu. En fait, le récepteur ERa est lié a la progression du cancer du sein
tandis que le récepteur ERB semble agir comme suppresseur de tumeur grace a son action
anti-proliférative (Curtis Hewitt ef al., 2000, Speirs et al., 2004, Strom et al., 2004). Lors
d’'une étude réalisée avec des cellules cancéreuses MCF-7, ERp inhibait la prolifération, in

vitro, et empéchait la formation de tumeurs aprés xénogreffes chez un modéle murin et
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stimulation a l'oestradiol (Paruthiyil et al., 2004). La signalisation avec ERa est aussi
impliquée dans le développement de métastases aux niveaux des os et des poumons, entre
autres (Banka et al., 2006, Wang et al., 2007).

La présence de ER dans les tumeurs primaires au niveau du sein est un indicateur
de pronostic favorable (Hahnel et al., 1979). Leur présence est détectée chez les tumeurs
de sous-types luminales (Allison, 2012). Le statut ER va aussi guider le choix du traitement
puisque, contrairement au tumeurs ER-, la majorité des tumeurs ER+ répondent bien aux

thérapies hormonales (Osborne et al., 1980).
La progestérone et ses récepteurs

La progestérone est une hormone proliférative qui promeut la progression tumorale.
Son rdle direct dans le cancer du sein est bien illustré dans deux études épidémiologiques,
soit le Women’s Health Initiative (WHI) et le Million Women Study (Chlebowski et al., 2003,
Reeves et al., 2006). Celles-ci ont démontré que les femmes suivant des thérapies de
remplacement hormonal avec la progestine (une molécule synthétique), en combinaison
avec l'cestrogéne, avaient un risque augmenté de développer un cancer du sein
comparativement aux femmes suivant une thérapie a I'cestrogéne seulement. Les tumeurs
avaient également une taille et un grade supérieurs (Chlebowski et al., 2003, Reeves et al.,
2006). Des études réalisées avec des tumeurs hormono-dépendantes de souris ont
déemontré que la signalisation avec la progestérone et PR encourage la progression
tumorale en passant d’'un mode de prolifération paracrine a un mode autocrine (Medina et
al., 2003).

Malgré I'action proliférative de la progestérone et son lien avec le développement du
cancer du sein, la présence de PR dans les tumeurs primaires est associée a un pronostic
plus favorable et a un meilleur taux de survie (Bardou et al., 2003). En fait, chez les tumeurs
ER+, la perte de PR est associée a un phénotype plus agressif et a une réponse moins

favorable aux thérapies hormonales (Bardou et al., 2003).
HER2

HER2 est un récepteur retrouvé a la surface des cellules et modulé par un
mécanisme tyrosine kinase. La dimérisation du récepteur permet I'autophosphorylation des
tyrosines présentes sur le récepteur, ce qui active plusieurs voies de signalisation
impliquées dans la prolifération cellulaire et la tumorigénése (Neve et al., 2001, van der

Geer et al., 1994). Il a été démontré grace a des expériences in vitro et in vivo que HER2

19



induit la tumorigenése au niveau de la glande mammaire (Di Fiore et al., 1987, Muller et al.,
1988).

Environ 15-30 % des tumeurs mammaires sur-expriment HER2 (Burstein, 2005).
Chez les cellules tumorales, le géne codant pour HER2 peut étre présent en 25 a 50
copies et la protéine peut étre exprimée 40 a 100 fois plus que la normale (Kallioniemi et al.,
1992). Ainsi, environ 2 millions de récepteurs HER2 peuvent étre présents sur la surface
de cellules cancéreuses dans le cas de tumeurs mammaires surexprimant HER2
(Kallioniemi et al., 1992). Dans le cas du cancer du sein, les tumeurs surexprimant HER2
sont associées avec un pronostic moins favorable, une survie et une survie sans-maladie
plus courte ainsi qu’'un taux de récurrence supérieur (Press et al., 1993, Slamon et al.,
1987). Ces tumeurs primaires HER2+ sont également associées a un taux supérieur de

métastases au niveau du cerveau (Gabos et al., 2006).

1.4 Les récepteurs aux hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont des hormones iodées qui sont sécrétées par la
glande thyroide. Parmi celles-ci, on retrouve la triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4) qui
assurent la régulation de la synthése de protéines, du métabolisme, de la croissance et du
développement (Y. R. Kim et al., 2014). Elles sont particuliérement essentielles pour le
développement normal du systéme nerveux central (Dong et al., 2009). La croissance
normale chez les enfants est également hautement dépendante des taux circulant
d’hormones thyroidiennes par leurs actions stimulantes en synergie avec les hormones
glucocorticoides sur la transcription de GH (Barlow et al., 1986, Dace et al., 2000). Au
niveau de la glande mammaire, les hormones thyroidiennes sont impliquées dans le
développement et la différenciation. Plus spécifiquement, les hormones thyroidiennes
régulent I'embranchement tertiaire de I'épithélium mammaire ainsi que le développement
alvéolaire chez la souris (Hovey et al, 2002). Une étude realisée chez le rat
hypophysectomisé a permis d’étudier le réle de la T4 dans le développement mammaire.
Cette étude suggere que T4 exercerait son effet, en partie, a travers sa stimulation de la GH
(Meites et al., 1964). Des études subséquentes ont démontré que T3 stimule la prolifération
des cellules pituitaires produisant la GH (Barrera-Hernandez et al., 1999). Les hormones
thyroidiennes régulent également les niveaux de récepteurs au facteur de croissance
éepidermique (EGFR)(Vonderhaar et al., 1986).
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La synthése et la sécrétion des hormones thyroidiennes par la glande thyroide sont
régulées par la TSH. La sécrétion de la TSH est a son tour régulée par le taux d’hormones
thyroidiennes grace a une boucle de rétroaction négative (Gilbert et al., 2012). La sécrétion
de TSH est aussi modulée par I'hypothalamus. L’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien
peut étre inhibé ou stimulé par des stimuli physiologiques ou encore par une exposition a
des polluants, ce qui peut causer un déséquilibre important (Y. R. Kim et al., 2014). De plus,
le foetus peut uniquement produire la TSH a partir du deuxiéme trimestre de la grossesse,
ce qui veut dire qu’il dépend entiéerement de la production maternelle des hormones

thyroidiennes en début de grossesse (Henrichs et al., 2013).

Dans la circulation, les hormones thyroidiennes peuvent étre retrouvées liées a des
protéines de transport ou encore sous forme de T3 libre ou T4 libre (Y. R. Kim et al., 2014).
La forme T3 libre est la forme active qui va lier le récepteur nucléaire de I'hormone
thyroidienne afin de réguler la transcription de différents génes (Dong et al., 2009). TRa et
TRB sont les deux récepteurs aux hormones thyroidiennes majeurs retrouvés chez les
mammiféres. lls agissent tous les deux comme facteurs de transcription, mais de fagon
différente. LARNmM de TRa est omniprésent chez les mammiféres. On le retrouve dés la vie
foetale et dans plusieurs différents types cellulaires. Par contre, TRB est plutét exprimé de
facon ponctuelle. On le retrouve surtout dans le foie, I’hypophyse, l'oreille interne, la rétine
et plusieurs régions du cerveau (Chatonnet et al., 2013). TRa a une affinité supérieure que

TR pour la forme active de I’hormone thyroidienne (T3) (Velasco et al., 2007)

La liaison du ligand aux récepteurs aux hormones thyroidiennes va permettre la
transactivation de plusieurs génes suite a I'hétérodimérisation des récepteurs avec un autre
récepteur nucléaire, le récepteur X rétinoide (RXR)(Chatonnet et al,, 2013). Suite a la
translocation nucléaire du complexe, il y a liaison a des séquences spécifiques sur 'ADN
afin de promouvoir ou inhiber la transcription de génes spécifiques (Dace et al., 2000). La
liaison du T3 au récepteur aux hormones thyroidiennes peut également induire sa
dégradation rapide via une voie ubiquitine. Ceci indique que T3 régule sa propre fonction

en contrdlant le nombre de récepteurs présents (Dace et al., 2000).

Le réle des hormones thyroidiennes dans le développement du cancer du sein est
controversé (Angelousi et al., 2012). Certains suggérent que I'’hypothyroidisme serait un
facteur de risque pour le cancer du sein (Smyth, 1997) tandis que d’autres lui attribuent un
réle protecteur (Cristofanilli et al., 2005). De l'autre cbté, certaines études ont associé

I'hyperthyroidisme avec une incidence supérieure du cancer du sein (Saraiva et al., 2005,
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Tosovic et al., 2010) tandis que d’autres suggérent que I'’hyperthyroidisme aurait plutét un
effet protecteur (Vorherr, 1987). De plus, un lien direct entre une hypertrophie de la glande

thyroide et le développement du cancer du sein a été décrit (Smyth et al., 1996).

Finalement, il a été démontré que TRa est localisé dans le noyau des cellules
épithéliales des canaux et des acini chez I'humain, mais devient cytoplasmique dans les
tumeurs (Conde et al., 2006). A I'opposé, I'expression de TRp est cytoplasmique dans les
tissus sains et les carcinomes infiltrants, et devient nucléaire dans les tumeurs bénignes et
in situ (Conde et al., 2006). Ces résultats suggérent qu’'une dérégulation des TRs peut

promouvoir le développement du cancer du sein.

Plusieurs études in vitro démontrent 'effet prolifératif des hormones thyroidiennes
chez des lignées de cellules cancéreuses humaines (Cestari et al., 2009, Dinda et al., 2002,
Hall et al., 2008, Shao et al., 1995). Chez des cellules cancéreuses T47D et des cellules
MCF-7 I'exposition a T3 a favorisé la prolifération de fagon dose-dépendante (Hall et al.,
2008). Plusieurs suggerent que cette prolifération des cellules cancéreuses en réponse a
T3 serait modulée par un mécanisme impliquant la signalisation oestrogénique (Cestari et
al., 2009, Dinda et al., 2002, Hall et al., 2008, Shao et al., 1995). En fait, des études ont
démontré que T3 peut réguler la prolifération de cellules cancéreuses mammaires en se
liant aux ER (Dinda et al., 2002, Nogueira et al., 1996) ou encore en se liant aux TR et en
stimulant ensuite les ERE (Dellovade et al., 1995). Aussi, chez des cellules MDA-MB-231
transfectées avec ERa, le traitement avec T3 a permis d’attribuer un nouveau réle a cette

hormone en tant que modulateur de I'expression génique d’ERa (Cestari et al., 2009).

1.5 Les jonctions intercellulaires

Trois types de jonctions participent aux interactions cellulaires épithéliales, soit les
jonctions adhérentes, les jonctions lacunaires et les jonctions serrées. Les jonctions
exercent une certaine tension physique qui contribue a la polarisation des cellules
epithéliales (El-Saghir et al., 2011). De plus, les jonctions intercellulaires interagissent entre

elles pour influencer la signalisation intercellulaire (van Roy et al., 2008).

De facon générale, les jonctions serrées permettent la formation d'une barriere
semi-perméable dans une couche de cellules en empéchant la circulation libre dans
I'espace intercellulaire. Les jonctions adhérentes permettent la cohésion mécanique des

tissus en unissant les cellules adjacentes. Les jonctions lacunaires permettent la
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communication intercellulaire gréce a la formation de canaux joignant les cytoplasmes de

cellules adjacentes (Figure 1.5).
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Figure 1.5: Représentation schématique des jonctions intercellulaires dans I’épithélium
mammaire. Les jonctions serrées sont retrouvées au coté apicale des cellules luminales, prés
du lumen. Les jonctions adhérentes sont présentes entre les cellules luminales, entre les
cellules myoépithéliales ou encore entre les fibroblastes. Les jonctions communicantes sont
les plus répandues, étant présentes a la fois entre deux cellules luminales, entre deux cellules
myoépithéliales ou entre une cellule luminale et une myoépithéliale. Elles sont également
retrouvées entre les fibroblastes. Modifiée de (Cyr, 2016)

1.5.1 Les jonctions serrées

Du coté apical des cellules épithéliales, on retrouve les jonctions serrées. Ces
jonctions ont comme fonction la conservation de I'homéostasie dans les tissus. Elles
remplissent leur fonction en formant une barriere semi-perméable sélective entre les
cellules et en exercant un contréle sur le mouvement paracellulaire (EI-Saghir et al., 2011).
Elles sont composées de petites protéines transmembranaires, les claudines et 'occludine,
qui se rattachent a des protéines cytoplasmiques comme les protéines de la famille Zona
Occludens (ZO) (Brennan et al., 2010). Il existe 24 membres a la famille des claudines,
mais seules claudine -1, -3, -4’ et -7 sont exprimées au niveau de la glande mammaire
humaine (Tokes et al., 2005).

Au niveau de I'épithélium mammaire, ces jonctions sont surtout importantes lors de
l'allaitement (Itoh et al., 2003). Elles vont moduler la perméabilité de I'épithélium mammaire

afin de permettre la circulation du lait dans la lumiére des canaux galactophores (Lanigan et

23



al., 2007) La circulation d’ions et de petites molécules a travers les jonctions serrées est
régulée par les différents signaux associés a la grossesse, a l'allaitement et a I'involution.
Par exemple, chez des souris gestantes ovariectomisées au jour 16 ou 17 de la grossesse,
une fermeture des jonctions serrées a été observée au niveau de la glande mammaire
(Nguyen et al., 2001). L'injection d’un antagoniste de la progestérone, le RU 486, chez des
souris intactes et en gestation tardive, a également entrainé la fermeture des jonctions
serrées (Nguyen et al, 2001). Ceci confirme que la baisse du taux de progestérone,
associée avec l'accouchement et I'expulsion du placenta, est le stimuli principal

encourageant la fermeture des jonctions serrées lors de l'allaitement (Nguyen et al., 2001)

Des modifications au niveau de la composition des jonctions serrées ont été
associées a divers types de cancers, incluant le cancer du sein. Par exemple, Claudine-1
est présente au niveau des glandes mammaires saines et des carcinomes in situ, mais son
expression est significativement réduite chez les tumeurs invasives (Tokes et al., 2005).
L’expression de Claudine-7 est aussi diminuée dans des tumeurs mammaires et est

corrélée négativement avec le grade histologique de la tumeur (Kominsky et al., 2003).
1.5.2 Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes ont comme fonction principale I'adhésion intercellulaire,
mais participent aussi a la polarisation des cellules et a I'activation de diverses voies de
signalisations (Cavallaro et al., 2004). Les jonctions adhérentes sont principalement
composées de cadhérines. Les cadhérines sont une famille de glycoprotéines
transmembranaires qui modulent I'adhésion spécifique des cellules de fagon calcium
dépendante (Albergaria et al.,, 2011). L’assemblage de cadhérines membranaires,
retrouvées sur des cellules adjacentes, permet le recrutement de molécules de signalisation
cytoplasmique. Cet assemblage contribue, entre autres, au maintien de l'intégrité du tissu
épithélial mammaire lors du développement et de l'allaitement (Lanigan et al., 2007). Les
cadhérines peuvent étre subdivisées en cadhérines classiques ou cadhérines
desmosomales selon leur association avec l'actine ou les filaments intermédiaires,
respectivement (El-Saghir et al., 2011). Chez les cadhérines classiques, le domaine
intracellulaire va se lier directement aux caténines cytoplasmiques qui elles se lient au
cytosquelette d’actine (Albergaria et al., 2011). Les cadhérines classiques incluent la E-
cadhérine, la N-cadhérine, la P-cadhérine et la R-cadhérine qui sont nommées d’aprés le
site ou elles ont été retrouvées pour la premiére fois, c’est-a-dire épithélial, neuronal,

placentaire et rétinale, respectivement. E-cadhérine est le membre de la famille des
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cadhérines le plus exprimé dans tous les tissus épithéliaux (van Roy et al., 2008). Au
niveau cytoplasmique les cadhérines se rattachent au cytosquelette via un complexe de
protéines comprenant a-caténine, B-caténine, y-caténine (aussi nommé plakoglobine) et
p120-caténine (Lanigan et al., 2007). p120-caténine est impliquée dans la translocation et la
stabilisation des complexes cadhérine-caténine a la membrane plasmique (Reynolds et al.,
2004) tandis que B-caténine ainsi que y-caténine permettent la liaison a a-caténine (Lien et
al., 2006). a-caténine permet ensuite la liaison aux filaments d’actine formant le
cytosquelette (Yamada et al., 2005). En plus de son réle dans I'attachement des cadhérines
au cytosquelette, B-caténine est un facteur de transcription important qui intervient dans
plusieurs voies de signalisation, notamment dans la voie de signalisation Wnt (Brembeck et
al., 2006). Cette voie permet, entre autres, I'activation de la transcription de plusieurs génes

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (Lanigan et al., 2007).

Le role de E-cadhérine et de P-cadhérine dans le maintien de lintégrité de
I'épithélium mammaire ainsi que dans le développement normal de la glande mammaire est
bien connu. E-cadhérine est exprimée aux niveaux des cellules luminales et myoépithéliales
alors que P-cadhérine est seulement retrouvée au niveau de la couche myoépithéliale
(Figure 1.6)(Paredes et al., 2002). La E-cadhérine est essentielle pour l'intégrité de
I'épithélium mammaire. Son inhibition a l'aide d’'un anticorps neutralisant a perturbé
'adhésion de la couche luminale de I'épithélium. Suite a I'inhibition de E-cadhérine on
observait des cellules luminales flottantes dans le lumen de la glande mammiaire (Daniel et
al., 1995). De plus, l'inhibition de E-cadhérine par la présence de cet anticorps, a également
diminué la synthése d’ADN et la croissance cellulaire (Daniel et al., 1995). L'inhibition totale
de I'expression de P-cadhérine grace a linsertion d’'une mutation dans le géne engendre
plutét une différenciation alvéolaire précoce chez des souris vierges et une hyperplasie des

glandes mammaires chez des souris plus agées (Radice et al., 1997).

Il existe un concensus sur le réle de CDH1, le géne codant pour E-cadhérine, en
tant que géne suppresseur de tumeur. En fait, E-cadhérine inhibe l'invasion et la métastase
de cellules cancéreuses de diverses origines. De plus, les tumeurs épithéliales ont
tendance a perdre E-cadhérine partiellement ou complétement lors de leur progression en
tumeurs malignes (Frixen et al., 1991, Strumane et al., 2004, Vleminckx et al., 1991). Le
réle de E-cadhérine a été étudié dans les tumeurs mammaires ou son réle de suppresseur
de tumeurs et plus spécifiquement son action anti-métastatique ont pu étre confirmé

(Yoshida et al., 2001). Une inhibition de la E-cadhérine est également liée a la TEM, un
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processus hautement impliqué dans la cancérogénése. A I'opposé, la N-cadhérine est
surexprimée en cas de cancer du sein et lors de la transition, et promeut la migration et
linvasion des cellules cancéreuses ainsi que le développement de métastases (Hazan et
al., 2000). Contrairement a E-cadhérine, P-cadhérine est considérée comme un indicateur
d’'un mauvais pronostic puisqu’elle est surexprimée chez les tumeurs a grades supérieurs
(Paredes et al., 2005, Peralta Soler et al., 1999).

Finalement, une dérégulation au niveau de la 3-caténine peut également promouvoir
le développement du cancer. Comme vu précédemment, la B-caténine agit a la fois au
niveau des jonctions adhérentes pour permettre 'adhésion des cellules et au niveau du
noyau ou elle active la transcription de génes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire afin de promouvoir la prolifération cellulaire (Lanigan et al., 2007). Lorsque la B-
caténine se dissocie des jonctions adhérentes et est retrouvée dans le cytoplasme elle peut
soit étre phosphorylée dans le but d’étre dégradée ou étre stabilisée par des signaux Wnt
(Brembeck et al., 2006). Dans le deuxiéme cas, B-caténine va étre transportée dans le
noyau ou elle va activer la transcription de génes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire tel que c-myc et cyclin D1 et ainsi stimuler la prolifération des cellules (Meniel et
al., 2003). Il existe un équilibre important entre ces deux fonctions et un déséquilibre qui
promeut la fonction transcriptionelle et cause une perte de la fonction adhérente va
promouvoir le développement et la progression du cancer (Brembeck et al., 2006). En fait,
la perte de E-cadhérine est corrélée avec une augmentation de la transcription p-caténine-
dépendante (Orsulic et al., 1999, Stockinger ef al., 2001) et ces changement sont associés

avec un mauvais pronostic (Thiery, 2002).
1.5.3 Les jonctions lacunaires (communicantes)

Les jonctions lacunaires permettent la communication directe entre le cytoplasme de
deux cellules adjacentes en facilitant 'échange de petites molécules a travers des canaux
semi-perméables (El-Saghir et al., 2011) Les jonctions lacunaires sont composées d’une
famille de protéines transmembranaires d’environ 26-60kDa nommeées connexines (Cxs).
Les Cxs s’assemblent en groupes de six pour former des connexons. Deux connexons,
provenant de chacune des deux cellules adjacentes, se joignent pour former ensuite un
canal (El-Saghir et al., 2011). Chez I'’humain, il existe 21 Cxs, nommées selon leur poids
moléculaires, et chaque protéine apporte des propriétés uniques aux canaux qu’elle forme,

entre autre au niveau de la perméabilité (Willecke et al., 2002)
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Au niveau de la glande mammaire humaine, on retrouve deux Cxs soit la Cx26 et la
Cx43. La Cx26 est surtout exprimée entre les cellules luminales des canaux galactophores
mais est aussi retrouvée entre les cellules luminales au niveau des lobules (Monaghan et
al., 1996). Par contre, Cx43 est surtout exprimée entre les cellules de la couche basale
(Monaghan et al., 1996). Les glandes mammaires des souris et des rats expriment
également Cx26 et Cx43, mais elles expriment aussi Cx32 et Cx30 au niveau des cellules
luminales (Figure 1.6)(Talhouk et al., 2013).

[ ) 1 [ r 1
B C
& Milk droplets e———— )

Myoepithelial

e Basement membrane

@ e [Fibroblast @
&) Cx43 @ )
y Cx26 W
Cx30
Ccx32 @
Human Mouse

Figure 1.6 : Représentation schématique de la localisation des diverses connexines dans
I’épithélium mammaire. Cx26 et Cx43 sont les seules Cxs retrouvées chez I’lhumain. Cx26 est
uniquement localisée entre les cellules luminales tandis que Cx43 est localisé entre les
cellules myoépithéliales et entre les fibroblastes. Sa localisation entre les cellules luminales
est controversée. Chez la souris, Cx26, Cx30 et Cx32 sont retrouvées entre les cellules
luminales et Cx43 est retrouvée entre les cellules myoépithéliales. La localisation de Cx43
entre les cellules myoépithéliales et luminales et entre deux cellules luminales a été
rapportée, mais est toujours controversée. Modifié de (McLachlan et al., 2007)

L’expression des diverses Cxs et la communication intercellulaire par les jonctions
lacunaires (GJIC) sont essentielles au développement et a la différenciation de la glande
mammaire (McLachlan et al., 2007). Les souris « knockout » pour Cx26 ou Cx43 ne sont
pas viables. Ainsi, afin d’étudier les fonctions de ces deux protéines, ainsi que celles de
Cx30 et Cx32, divers modéles animaux génétiquement modifiés ont été utilisés. Le premier
modéle implique l'inactivation de la Cx32 ce qui a permis d’étudier la fonction de Cx32 (Bry
et al., 2004). Le second modele implique un remplacement de la Cx43 par la Cx32
(Cx43KI32) afin d’étudier la fonction de Cx43 (Bry et al., 2004). Dans les deux cas, le
développement des glandes mammaires était normal. Un troisiéme modeéle implique une

inhibition conditionnelle de Cx26 dans la glande mammaire a différents moments au cours
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de la vie des souris (Bry et al., 2004). Lorsque I'expression de Cx26 était réduite avant la
puberté (MMTV-Cre), le développement des lobules et I'allaitement étaient affectés. A
I'opposé, l'inhibition conditionnelle de Cx26 durant la grossesse tardive (WAP-Cre) n’affecte
pas le dévelopement alvéolaire ou le fonctionnement de la glande mammaire (Bry et al.,
2004). Finalement, un autre modeéle d’inhibition conditionnelle de Cx26, qui réduisait
'expression de Cx26 environ au 10ieme jour de la grossesse (BLG-Cre), a permis de
conclure que 'augmentation physiologique de Cx26 qui a lieu lors de la grossesse n’est pas
nécessaire pour assurer 'allaitement (Stewart et al., 2014). Ces résultats suggérent que la
Cx32 peut compenser pour la perte de la Cx26 lors de la grossesse, mais que la Cx26 est

indispensable au développement initial de I'épithélium mammaire.

Un modéle murin ayant une mutation autosomale dominante au niveau de la Cx43 a
eté utilisé pour étudier la fonction de cette protéine sur le développement des glandes
mammaires. La réduction de I'expression protéique de Cx43 chez ces souris était associée
a une réduction de la GJIC entre les cellules myoépithéliales de la glande mammaire
(Plante et al., 2008). Malgré leur production importante de plusieurs protéines du lait
comme la B-caséine et le WAP, les glandes mammaires de ces souris mutantes n’arrivaient
pas a excréter le lait en réponse a une stimulation par I'ocytocine. Ces résultats suggérent
un réle important de la Cx43 au niveau de la contraction de cellules myoépithéliales et de
I'expulsion du lait lors de l'allaitement (Plante et al., 2008). La diminution de I'expression de
Cx43 a également été associée a un délai important dans le développement mammaire.
Les mesures de I'élongation de I'épithélium apres 6 semaines et 10 semaines était 75% et

50% plus courtes chez les souris mutées que chez les souris WT (Plante et al., 2008).

Depuis quelques années, il a été démontré que les protéines des jonctions
lacunaires ont des fonctions autres que la communication intercellulaire. Elles agissent
également au niveau de diverses voies de signalisation (El-Saghir et al., 2011). Par
exemple, les protéines des jonctions lacunaires vont former des complexes et séquestrer 3-
caténine a la membrane, ce qui va empécher sa translocation au noyau ou elle induit
normalement la prolifération cellulaire, I'angiogenése, linvasion et la maotilité cellulaire
(Talhouk et al., 2008).

Bien qu’elles aient été longtemps considérées comme des génes suppresseurs de
tumeurs, il est maintenant admis que le role des Cxs dans le cancer du sein est contexte
dépendant. Ainsi, elles sont toujours considérées comme des suppresseurs de tumeurs

dans la tumeur primaire, mais elles pourraient agir soit comme supresseur de tumeur ou
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comme facilitateur de la progression du cancer dans des tumeurs avancées (McLachlan et
al.,, 2007). Des études réalisées avec des tumeurs mammaires, prélevées chez des
patientes, démontrent une perte de I'expression des Cxs ou encore une re-localisation
intracellulaire de celles-ci (Kanczuga-Koda et al., 2003, Laird et al., 1999). D’autres études
in vitro ont démontré que I'expression des Cxs menait a une réduction de la capacité de
migration des cellules et de leur capacité d’invasion a travers une membrane basale
(Momiyama et al., 2003). Cette fonction des Cxs expliquerait leur role de suppresseur de
tumeurs dans les tumeurs primaires. Par conséquent, les Cxs ont des propriétés
suppressives de tumeurs au commencement des processus métastasique; lorsque les
cellules doivent se dissocier de la tumeur principale et envahir puis migrer dans les tissus
avoisinants, pour atteindre la circulation. Par contre, a I'entrée et a la sortie des vaisseaux
sanguins, les Cxs peuvent promouvoir la progression tumorale en permettant la
communication hétérocellulaire avec I'endothélium et en facilitant, de cette fagon, la

migration trans-endothéliale (Pollmann et al., 2005).

1.6 La transition épithelio-mésenchymateuse

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un processus par lequel les
cellules épithéliales acquiérent des propriétés de cellules mésenchymateuses (Figure 1.7).
La TEM entraine une perte de la polarité des cellules épithéliales et modifie I'interaction de
ces derniéres avec la membrane basale, leur conférant une motilité supérieure (Obr et al.,
2012). Toutes les modifications biochimiques qui ont lieu chez les cellules épithéliales lors
de la TEM leur permettent d’adopter un phénotype mésenchymateux. Un tel phénotype
inclut, en plus d'une motilité supérieure, une plus grande capacité d’invasion, une
résistance supérieure a I'apoptose et une production plus importante des composants de la

matrice extracellulaire (Kalluri et al., 2003, Lange et al., 2008).
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Figure 1.7 : Représentation schématique de la transition épithélio-mésenchymateuse. A
gauche, des cellules épithéliales sont bien organisées et les marqueurs associés a ce
phénotype sont exprimés (liste orange). Au centre, les changements structuraux progressifs
sont illustrés. Entre autre, il y a un changement au niveau de la forme des cellules, une perte
de I'adhérence entre les cellules et un détachement des cellules par rapport a leur membrane
basale. A droite, des cellules mésenchymateuses sont représentées et les marqueurs
associés a ce phénotype sont exprimés (liste verte). Modifié de (Kalluri et al., 2009)

La TEM se déroule dans trois différents contextes biologiques ou elle entraine de
conséquences fonctionnelles trés différentes. Premiérement, elle est impliquée lors de
l'implantation, la formation de I'embryon et le développement des organes. Au niveau de
'embryon, elle permet la dispersion de cellules diverses possédant toutes un phénotype
mésenchymateux (Lee et al., 2006). En second lieu, la TEM est associée avec la
cicatrisation, la régénération de tissus et la fibrose. Suite a une blessure quelconque, la
production de cellules mésenchymateuses a partir de cellules épithéliales est stimulée par
linflammation et, normalement, cesse lorsque l'inflammation subsiste (Kalluri et al., 2003).
La fibrose est une forme de cicatrisation qui entre en jeu suite a une inflammation
persistante (Kalluri et al., 2009). Finalement, la TEM se déroule chez les cellules
cancéreuses qui ont déja subi des modifications génétiques ou épigénétiques au niveau de
genes favorisant le développement de tumeurs (Figure 1.8). Ces modifications génétiques
ou épigénétiques, subies lors de la formation de la tumeur primaire, rendent les cellules
cancereuses particulierement vulnérables aux signaux induisant la TEM qui proviennent du

stroma environnant (Thiery, 2002)
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Figure 1.8 : Représentation schématique de la contribution de la TEM a la progression du
cancer. De gauche a droite, la progression d’un tissu épithélial sain jusqu'a une tumeur
secondaire est représentée. Tout d’abord, la progression d’un épithélium normal a un
carcinome in situ est illustrée. La membrane basale demeure intacte, mais I’organisation des
cellules est perturbée. Puis, la TEM permet I'entrée des cellules avec un phénotype
mésenchymateux dans les vaisseaux sanguins. Modifié de (Kalluri et al., 2009).

L’activation de ce processus de transition est une étape précoce et critique de la
formation de métastases du cancer du sein. Ce processus se déroule indépendamment des
changements sur la prolifération cellulaire (Obr et al., 2012). Plusieurs mécanismes
moléculaires différents sont impliqués dans l'initiation et la complétion de la TEM. Ceux-ci
incluent I'activation de divers facteurs de transcription, I'expression de protéines de surface
spécifiques, la réorganisation et I'expression de protéines du cytosquelette, la production
d’enzymes pouvant dégrader la matrice extracellulaire ainsi que des changements au

niveau de I'expression de certains micro-ARN (Kalluri et al., 2009).

Les signaux induisant la TEM incluent le facteur de croissance des hépatocytes
(HGF), le facteur de croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance dérivé de
plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance transformant beta (TGF-f). Ceux-ci vont
activer des facteurs de transcriptions tel que Snail, Slug, ZEB1, Twist, Goosecoid (GSC) et
FOXC2 (Kokudo et al., 2008, Medici et al., 2008, Shi et al., 2003, Thiery, 2002). Une fois
activé, chacun de ces facteurs de transcription va agir de fagon pléiotropique, et souvent en

collaboration avec un ou plusieurs autres facteurs de transcription (Kalluri et al., 2009).

Le changement des cadhérines est un phénoméne important de la TEM. Celui-ci
implique la perte de I'E-cadhérine et 'augmentation simultanée de la N-cadhérine ou
d’autres membres de la famille des cadhérines impliqués dans la croissance invasive, telle
que P-cadhérine. Pour ce qui est de la TEM induite chez les cellules cancéreuses, le
changement de la E-cadhérine a la N-cadhérine est le plus documenté. Il méne a I'inhibition

des jonctions intercellulaires et promeut la migration et I'invasion des cellules tumorales
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(Hazan et al., 2000). Le changement de E-cadhérine a P-cadhérine est plutdt observé lors
de lI'embryogénése et est moins souvent rapporté lors de la progression tumorale
(Albergaria et al., 2011). D’autres marqueurs de phénotype mésenchymateux, tel que la
vimentine et la fribronectine, sont communément utilisés lors de I'étude de la TEM (Lee et
al., 2006).

1.7 Les retardateurs de flammes bromés (BFRs)

1.7.1 Structure et utilisation

Les retardateurs de flammes sont des molécules synthétiques ajoutées a toutes
sortes de produits domestiques ou industriels afin de ralentir leur combustion. Les BFRs
sont une classe de retardateurs de flammes omniprésente dans notre environnement.
L’utilisation globale des BFRs était estimée a 311,000 tonnes/année en 2005 et en 2008
elle s’élevait a 410,000 tonnes/année (Shoeib et al., 2012). En ce moment, on compte plus
de 75 différents BFRs commerciaux (Stubbings et al., 2014). Ce groupe de composés
contient 4 familles majeures : le TBBPA, les PBDE, les PBB et ’'HBCD (Y. R. Kim et al.,
2014). La structure moléculaire des BFRs varie grandement selon le composé.
Conséquement l'affinité des diverses molécules de BFRs aux récepteurs ou encore aux

protéines de transport est tres variable.

Selon Environnement Canada, les PBDE composent la famille de BFRs la plus
répandue et la plus importante en terme de quantité produite (Environment and Climate
Change, 2013). Les PBDE sont utilisés depuis plusieurs décennies et dans plusieurs
produits domestiques tels que les meubles, les matelas, les appareils électroniques etc. lls
sont manufacturés sous trois différentes formules que 'on nomme PentaBDE, OctaBDE et
DecaBDE (Shoeib et al., 2012). Cependant, la production commerciale du PentaBDE et
OctaBDE a cessée en 2004 en Amérique du Nord et en Europe due a leur persistance,
bioaccumulation et toxicité potentielle. Par contre, la production et I'utilisation du DecaBDE
persistent (Jinhui et al., 2015). Les PBDE sont des composés aromatiques bromés qui
contiennent deux groupes phényles reliés par une liaison éther (Figure 1.9). La position
ainsi que le nombre d’atomes de brome permet 209 différents composés que 'on nomme
congénéres de PBDE (Linares et al., 2015). Plusieurs congénéres de PBDE sont toujours

retrouvés dans les produits domestiques (Jinhui et al., 2015).
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La formule PentaBDE était majoritairement utilisée pour le traitement de mousses
de polyuréthane employée dans le rembourrage d’ameublement ou encore dans I'isolation
des murs (Hale et al., 2002). La distribution approximative du PentaBDE est de 36% dans
'industrie du transport (voitures, avions, etc.), 60% en ameublement et 4% en articles
divers (Jinhui et al., 2015). A titre d’exemple, on retrouve du PentaBDE dans des articles
tels que le tissu de rembourrage de chaises ou de siéges de voitures. La formule OctaBDE
était surtout utilisée dans les polyméres thermoplastiques nommés acrylonitrile butadiéne
styréne (ou ABS). L’ABS est principalement retrouvée dans les boitiers ou le revétements
d’équipement électrique ou électronique comme par exemple une photocopieuse ou une
imprimante de bureau (Jinhui et al., 2015). Finalement, le DecaBDE, qui est la seule
formule non-bannie, est utilisée afin de produire du plastique avec des propriétés de
retardateurs de flammes. 70% du DecaBDE est utilisé dans de I'équipement électrique ou
électronique comme des ordinateurs, télévisions, machines a lessives, pieces de
réfrigerateurs etc. De plus, 10% est utilisé pour le recouvrement de fils/cables électriques,
10% dans le secteur du transport et le dernier 10% est retrouvé dans du plastique utilisé

dans le domaine de la construction ou de 'exploitation miniére (Jinhui et al., 2015).

En 2013, la production d’'un autre BFRs majeur, le HBCD, a également été bannie
(Ryan et al., 2014). Contrairement au PBDE qui est retrouvé sous formes de 209 différents
congénéres, 'HBCD est retrouvé sous formes de quelques diastéréoisoméres. Par contre,
le produit commercial contient 'isomére gamma a 98% (Figure 1.9)(Ryan et al., 2014).
L’application principale de 'HBCD est dans la mousse polystyréne utilisée comme isolation
rigide de panneaux et de planches pour la construction de batiments. L’'HBCD est aussi
ajouté au coton ou au meélange coton/synthétique composant le rembourrage
d’ameublement ou I'habillage des fenétres, murs et planchers. Ainsi, 'THBCD se retrouve
dans I'ameublement résidentiel ou commercial, dans les siéges d’automobiles, dans les
matelas, la draperie, les tapis et la tapisserie sur les murs, entre autres (Stubbings et al.,
2014). En 2001, on estimait la demande annuelle pour HBCD a environ 16 700 tonnes
(Shoeib et al., 2012).
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Figure 1.9. Structure des molécules majeures de la famille des BFRs. Il existe 209 congénéres
de PBDE selon la localisation et la quantité d’atomes de brome (Br) présentes. Il existe trois
isoformes d’HBCD. Cependant, I'isoforme y est le plus commun. Modifiée de (Gorga et al.,
2013)

Les PentaBDE, OctaBDE et HBCD sont tous classifiés comme polluants organiques
persistants (POP) selon le programme environnemental des nations unies (UNEP), tandis
que l'ajout du DecaBDE a cette liste est présentement en débat (Stubbings et al., 2014).
Leur persistance provient de leur capacité a résister a la dégradation chimique, biologique
ou photolytique ainsi que leur capacité a s’accumuler dans les tissus animaux et humains
(Darnerud et al., 2001) Cette persistance leur permet d’étre transportés sur de grandes
distances. Pour cette raison, ils sont retrouvés dans l'air, I'eau, le sol, des sédiments et des
biotes terrestres ou marins (Darnerud et al., 2001). Des BFRs ont méme été détectés dans
des échantillons biotiques ou abiotiques provenant de régions polaires (Hendriks et al.,
2015). Dans les biotes marines, les concentrations les plus fortes sont retrouvées chez les
prédateurs majeurs de I'écosystéme ce qui suggére la biomagnification des composés

(Darnerud et al., 2001, Kuo et al., 2010). La persistance dans I'environnement ou dans les
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tissus humains dépend de la structure chimique et de la demi-vie du composé. Par
exemple, la demi-vie du DecaBDE dans du serum est d’environ 18 jours tandis que celle de
I'OctaBDE est d’environ 10 jours et que le PentaDBE peut avoir une demi-vie allant jusqu'a
26 ans (Den Hond et al.,, 2015). Des études comparant les taux de PentaBDE dans la
poussiere de maisons canadiennes avant (2003) et aprés (2008) linterdiction de son
utilisation n’ont observé aucune diminution, ce qui suggére que le PentaBDE est toujours

relachés dans I'environnement (Shoeib et al., 2012).

Les molécules de BFRs peuvent étre relachés dans I'environnement facilement
puisqu’ils ne forment pas de liaisons chimiques avec le produit auxquels ils sont ajoutés. De
cette facon, les PBDE et le HBCD sont relachés tout au long de la vie d’'un produit et méme
apres, lors de sa décomposition dans les sites d’enfouissement (Jinhui et al., 2015). Le
HBCD et les PBDE peuvent se volatiliser a la température de la piéce, ce qui suppose une
exposition prolongée et prononcée provenant d’articles ou de structures que I'on cotoie

dans la vie de tous les jours (Jinhui et al., 2015).

Des BFRs ont été retrouvés dans de nombreux échantillons abiotiques et biotiques.
Chez les humains, ils ont été détectés dans le sang, le sérum et le tissu adipeux (Stasinska
et al., 2014). Les PBDE ont aussi été retrouvés dans des échantillons de cheveux, reins,
foie et poumons (Jinhui et al., 2015). Leur présence dans le sang du cordon ombilical, dans
le placenta ainsi que dans le lait maternel a également été démontrée (Stasinska et al.,
2014). En fait, les concentrations de PBDE et de HBCD mesurées dans le lait maternel de

femmes canadiennes sont parmi les plus élevée mondialement (Ryan et al., 2014).

Les voies d’expositions humaines pour les BFRs incluent I'ingestion de poussiére et
de nourriture et, a plus petite échelle, I'inhalation de poussiére. Les aliments contenant des
BFRs comprennent les poissons huileux, la viande et les produits laitiers (Stubbings et al.,
2014). Le feetus et les nourrissons ont des voies d’exposition supplémentaires via le
placenta et le lait maternel, respectivement (Berger et al., 2014). Les enfants, surtout les
jeunes enfants, ont une exposition supérieure a celle des adultes a cause de leur proximité
au sol qui contient une grande quantité de poussiére (Shoeib et al, 2012). Le
comportement des jeunes enfants les rend également vulnérables a I'exposition au BFRs.
Ces comportements incluent, entre autres, le fait de ramper sur le sol ou de mettre des
objets ou encore leurs mains dans leur bouche. Conséquemment, les enfants ont de plus
grandes concentrations de BFRs dans le sérum. Par exemple, les niveaux de PBDE

mesurés chez les enfants sont 2-10 fois supérieurs aux taux mesurés chez les adultes
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(Rose et al., 2010).
1.7.2 Les propriétés de perturbateurs endocriniens des BFRs

Plusieurs types de BFRs ainsi que certains de leurs métabolites agissent comme
des perturbateurs endocriniens. Les perturbateurs endocriniens sont des composés
exogénes qui miment, bloquent ou modifient I'activité d’hormones endogénes (Fenton et al.,
2012). Plusieurs BFRs possédent une structure semblable & celle d’hormones. Ainsi, des
études in vifro démontrent que certains BFRs peuvent mimer certaines hormones ainsi
gu’inhiber leur transport, leur liaison aux récepteurs ou encore intervenir au niveau de leur
régulation (Gosavi et al., 2013). De plus, les divers BFRs semblent agir de fagon synergique

lorsqu’ils exercent leurs effets sur le systéme endocrinien (Gosavi et al., 2013).

L’axe hormonal qui semble le plus affecté par les BFRs agissant comme
pertubateurs endocriniens est I'axe hypothalamo-hypophyso thyroidien. Plusieurs études
épidémiologiques ont démontré que certains types de BFRs interviennent dans la régulation
des hormones thyroidiennes (Bloom et al., 2008, Chevrier et al., 2010, Chevrier et al., 2011,
Eggesbo et al., 2011, Gascon et al., 2011, Herbstman et al., 2008, Oulhote et al., 2016,
Stapleton et al., 2011, Zota et al., 2011). Plus spécifiquement, un lien a été établi entre une
exposition a certains congénéres de PBDE et un taux augmenté de thyréostimuline (TSH)
chez des femmes enceintes, (Chevrier et al., 2010, Stapleton et al., 2011, Zota et al., 2011)
ou encore chez des nouveau-nés (Herbstman et al., 2008). Ce lien fut également démontré
chez des rattes gestantes exposées au PBDE209 (T. H. Kim et al., 2009), au DE-71, ou

encore au HBCD ainsi que chez leur progéniture (Kodavanti et al., 2010).

De plus, une exposition a différents PBDE et au HBCD fut associée a des niveaux
inférieurs de thyroxine (T4) dans le sérum, chez le rat (Ernest ef al., 2012, Kodavanti et al.,
2010, van der Ven et al., 2006). Les études épidémiologiques sont toutefois moins
concluantes. Chez des nouveau-nés, la présence de divers PBDE dans le cordon
ombilicale a été associée a des niveaux inférieurs de T4 circulant (Herbstman et al., 2008).
Par contre, une étude a plutdt associé un taux élevé de T4 a une exposition au BDE47, 99
et 100, chez des femmes enceintes ainsi que leur progéniture (Stapleton et al., 2011). De
plus, quelques études ont rapporté qu’il n’y avait pas de lien entre les taux de PBDE dans le
sérum et les taux d’hormones thyroidiennes circulant chez des pécheurs, chez des
nouveau-nés ou chez des enfants de 4 ans (Bloom et al., 2008, Chevrier et al., 2011,
Eggesbo et al., 2011).
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Les mécanismes proposés pour la baisse du taux circulant de T4, en réponse au
PBDE, incluent la glucoronidation mais aussi la déiodination, le transport actif et la sulfation
(Szabo et al., 2009). Aussi, des études in vitro ont identifiés une compétition entre certains
BFRs et T4 pour la liaison a la transthyrétine (TTR), la protéine de transport de la T4 dans
le sang (Hamers et al., 2006, Meerts et al., 2000). Ceci pourrait potentiellement expliquer la

diminution des taux de T4.

Les BFRs peuvent aussi exercer leurs effets de perturbateur endocrinien au niveau
de d’autres voies de signalisation (Ceccatelli et al., 2006, Haave et al., 2011, Hamers et al.,
2006, Meerts et al., 2001, Stoker et al., 2005, Suvorov et al., 2009). Il a été démontré dans
des expériences réalisées avec des ostéoblastes humains (Hamers et al., 2006) et lors
d’'une expérience réalisée chez des rats exposés a des BFRs de fagon périnatale (Stoker et
al., 2005), que certains BFRs exercent une action antagoniste sur AR. Une exposition
périnatale a un mélange de BFRs a aussi été associée a une augmentation de la
transcription de la protéine de liaison du facteur de croissance ressemblant a linsuline
(« insulin like growth factor binding protein » ou Igf2b) au niveau du cerveau (Haave et al.,

2011). La modulation de cette protéine de liaison peut altérer la signalisation avec IGF-1.

Au niveau de la signalisation oestrogénique, un mécanisme impliquant une
sulfotransférase a été proposé pour expliquer I'effet des TBBPA et de certains métabolites
de PBDE (Gosavi et al., 2013). En temps normal, la sulfotransférase est une enzyme clée
de la régulation du taux circulant d’oestradiol. Elle engendre la sulfation de I'oestradiol, ce
qui induit la perte de sa liaison avec ER et augmente le taux d’oestradiol disponible pour
'excrétion rénale (Gosavi et al., 2013). Certains BFRs ou encore leurs métabolites
viendraient ainsi inhiber la sulfotransférase et augmenteraient le taux d’oestrogéne dans le
sang. Cette hypothése fut corroborée lors d’'une étude épidémiologique qui a établi une
association entre le niveau de PBDE dans la poussiére domestique et un taux élevé

d’oestradiol dans la circulation sanguine chez ’homme (Johnson et al., 2013).

Il a aussi été suggéré que des BFRs pourraient interagir directement au niveau de
ER puisqu’ils régulent la transcription de génes oestrogene-dépendant (Ceccatelli et al.,
2006, Meerts et al., 2001). Une étude réalisée avec des cellules T47D a permis de définir
un réle agoniste pour certains BFRs, et leurs métabolites, sur les récepteurs ERa et ERf
grace a des dosages de la luciférase (Meerts et al., 2001). En fait, les PBDE contenant peu
d’atomes de bromes activaient le récepteur tandis que les PBDE contenant plusieurs

atomes de bromes agissaient comme antagonistes du ER (Meerts et al., 2001)
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Les perturbateurs endocriniens peuvent avoir des répercussions d’autant plus
importantes lorsque I'exposition est périnatale, c’est-a-dire durant la gestation et/ou la
lactation. Plusieurs études associent une exposition périnatale a des perturbateurs
endocriniens et un risque augmenté de cancer du sein a I'dge adulte (Soto et al., 2013).
L’exemple le plus connu est le cas du Diethylstilboestrol (DES), un composé administré
chez les femmes enceintes dans les années 1948-1971 afin de prévenir les avortements
spontanés. Des études épidémiologiques chez les femmes ayant regu ce composé ainsi
que chez leurs filles, exposées in utéro, montrent que l'incidence de cancer du sein est plus
élevé chez les deux groupes (Calle et al., 1996, Palmer et al., 2006). De fagon similaire,
une exposition périnatale au Bisphénol A (BPA) augmente la sensibilité aux hormones
mammotrophiques au moment de la puberté et a 'age adulte (Ayyanan et al., 2011, Munoz-
de-Toro et al., 2005), tout comme l'incidence d’hyperplasie mammaire et de cancer du sein
(Murray et al., 2007, Palmer et al., 2006). Ainsi, si la maturation des voies de signalisation
hormonales est affectée suite a une exposition périnatale, les conséquences plus tard dans

la vie peuvent étre multiples (Fenton et al., 2012).
1.7.3 Autres effets néfastes connus

Plusieurs études in vitro, in vivo ou encore épidémiologiques ont démontré les effets
néfastes d’'une exposition a des BFRs. Divers types de BFRs ou mélanges de BFRs
semblent affecter le développement du systéme nerveux, la maturation pubertaire, les
systémes reproducteurs male et femelle, le développement de la glande mammaire et
semblent également augmenter les risques de développer plusieurs cancers (Den Hond et
al., 2015, Ernest et al., 2012, Hendriks et al., 2015, Kodavanti et al., 2010, Li et al., 2012,
Windham et al., 2015) Il est important de retenir cependant que chaque congéneére ou

mélange spécifique de BFRs peut avoir des effets sensiblement différents.
Systéme nerveux

L’effet au niveau du développement neuronal peut étre expliqué en partie par le
déséquilibre des hormones thyroidiennes qui sont critiques pour la fonction cérébrale
normale (Linares et al., 2015). L'effet préférentiel des PBDE sur le taux de T4 a des
implications neurologiques importantes puisque 80% des hormones thyroidiennes dans le
cerveau sont dérivées de la T4 de la circulation systémique (Silva et al., 1984). Les effets
neurodéveloppementaux les plus importants incluent les déficits de I'attention, les troubles
de coordination motrice et les troubles cognitifs (Bradman et al., 2012, Eskenazi et al.,
2013).
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Un mécanisme impliquant la perturbation de voies de signalisation intracellulaire a
été proposé pour expliquer I'effet d’'une exposition aux PBDE sur le neurodévelopement.
Les PBDE agiraient au niveau de la protéine kinase C et au niveau de I'équilibre calcique
des neurones, deux facteurs impliqués dans le développement du systéme nerveux
(Coburn et al., 2008, Kodavanti et al., 2005). Une étude in vitro, réalisée avec des cellules
neuronales progénitrice humaine (hPNCs), a démontré que certains PBDE peuvent altérer
le développement des hPNCs en perturbant la signalisation avec le récepteur aux
hormones thyroidiennes. Les effets néfastes sur la migration et la différenciation des
cellules hPNCs suite a une exposition aux PBDE disparaissaient quand les récepteurs aux
hormones thyroidiennes étaient activés par 'administration d’'un agoniste, la triiodothyronine
(T3) (Schreiber et al., 2010).

Puberté

Un autre effet important des BFRs, modulé par leur action sur le systéme
endocrinien, est le délai de la maturation pubertaire. Une étude épidémiologique basée sur
une cohorte d’enfants aux Pays-Bas suggére que le développement des seins chez les
jeunes filles, et la premiére éjaculation chez les jeunes gargons, sont tous deux retardés par
une exposition prénatal aux PBDE (Windham et al., 2015). De fagon similaire, plusieurs
études avec des modéles animaux démontrent un délai de la maturation pubertaire chez les
femelles suite a une exposition péripubertal ou prénatal a des BFRs (Kodavanti et al.,
2010). Cet effet a été mesuré a la fois chez le rat femelle, en utilisant la premiére ouverture
vaginale, et chez 'humain, en se basant sur I'apparition des seins et de la pilosité pubienne
(Kodavanti et al., 2010, Windham et al., 2015).

Systéme reproducteur

Plusieurs études ont démontré un lien entre un exposition a des BFRs et des effets
néfastes au niveau du systéme reproducteur male. Des études in vivo ont démontre, grace
au compte des spermatides et des spermatozoides, que la spermatogénése était affectée
par une exposition périnatale aux PBDE chez le rat (Kuriyama et al., 2005). Une diminution
du poids de la prostate ventrale ainsi que de la vésicule séminale a aussi été observé chez
le rat aprés une exposition a une forte dose de DE-71 (Stoker et al., 2005). De facon
similaire, des études épidémiologiques ont observé une association entre des niveaux
sanguins élevés de PBDE et un risque accru d’hypo-fertilité male, défini grace a la mesure
de la motilité des spermatoizoides (Den Hond et al., 2015). Chez des rats femelles, une

exposition périnatale a de faibles concentrations de PBDE a été associée a un faible poids

39



ovarien et des changements au niveau de la folliculogénése (Talsness et al., 2008). Des
études épidémiologiques réalisées chez la femme ont également pu démontrer une
association entre des taux élevés de PBDE dans le sérum et une diminution significative de
la fécondité (Harley et al., 2010).

Cancer

Peu d’études ont étudié les liens entre une exposition aux BFRs et le cancer. In
vivo, un lien a été établi entre une exposition au deca-BDE et des nodules néoplasmiques
du foie et un nombre plus élevé d’adénomes dans le pancréas lors d’expériences réalisées
avec des rats dans le cadre du National Toxicology Program (NTP, 1986) (Y. R. Kim et al.,
2014). In vitro, une augmentation de la prolifération des cellules cancéreuses mammaires et
des cellules du cancer du col de l'utérus a été observée suite aux traitements avec PBDE-
209 (Li et al., 2012). Ainsi, le risque de développer certains types de cancers pourrait étre

augmenté suite a une exposition a des BFRs.
Glande mammaire

Jusqu’a présent, une seule étude s’est intéressée aux effets des BFRs sur le
développement de la glande mammaire. Un délai dans le développement des glandes
mammaires a été observé chez des femelles rats traitées avec une mixture de PBDE in
utéro et via I'allaitement. Plus spécifiquement, les chercheurs ont observé une diminution de
la croissance de I'épithélium des glandes mammaires, un développement limité au niveau
des bourgeons terminaux et un faible taux d’embranchement au moment de la puberté
(Kodavanti et al, 2010). Il a été demontré que tout facteur pouvant prolonger le
développement ou ralentir la maturation de I'épithélium mammaire, comme c’est le cas pour
certains BFRs, peut rendre la glande mammaire vulnérable a l'effet de carcinogénes
(Fenton et al., 2012). C’est pourquoi il est primordial de déterminer les effets d'une

exposition a des BFRs sur les marqueurs du cancer du sein.
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1.8 Problématique

De ces études, quelques points importants ressortent et ils constituent la base de ce projet :

Le développement de la glande mammaire est hautement régulé par les hormones;
ER, PR, HER2 et TR sont impliqués a la fois dans le développement normal des
glandes mammaires et dans le cancer du sein;

La TEM est un processus important de la progression tumorale et entraine une
dérégulation des jonctions cellulaires;

Plusieurs BFRs sont des perturbateurs endocriniens qui agissent, entre autres, au
niveau des hormones thyroidiennes;

L'effet d’'une exposition a des BFRs sur le développement mammaire et le

développement du cancer du sein a été trés peu étudié.

En somme, peu d’études portent sur les effets des BFRs sur les glandes mammaires et

sur le cancer du sein. Par contre, vu leurs effets au niveau du systéme endocrinien et vu

que '’humain y est exposé de fagon chronique, il est crucial de déterminer I'effet d’une

exposition a un meélange de BFRs sur les glandes mammaires.
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1.9 Hypotheése

Plusieurs retardateurs de flammes bromés (BFRs) ainsi que leurs métabolites sont
des perturbateurs endocriniens connus. Puisque le développement des glandes
mammaires est induit et étroitement régulé par des hormones et que certains BFRs sont
des polluants environnementaux qui miment I'action des hormones, nous supposons qu’une
exposition a un mélange de BFRs augmente les risques de développement anormal des
glandes mammaires et de cancer du sein. De plus, puisque des changements dans
'expression normale des protéines de jonctions intercellulaires ont été associés a des
anomalies développementales et au cancer du sein, nous émettons I'hypothése que le
mécanisme de toxicité des retardateurs de flammes bromés implique une dérégulation des

jonctions intercellulaires.

1.10 Objectifs

1. Evaluer les effets d'une exposition périnatale & un mélange de BFRs
représentatif de I'exposition réelle (Annexe 1) sur le développement des glandes
mammaires et sur des marqueurs du cancer de sein.

2. Déterminer les mécanismes de toxicité d’'un mélange de BFRs en portant une

attention particuliere au réle des jonctions intercellulaires.
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CHAPITRE 2 :

PERINATAL EXPOSURE TO BROMINATED FLAME
RETARDANTS SUPPRESSES E-CADHERIN AND THYROID
HORMONE RECEPTOR a EXPRESSION IN MAMMARY
GLANDS AT PUBERTY

Traduction du titre en francais : Une exposition périnatale aux retardateurs de flammes
bromés réprime I'expression de E-cadhérine et du récepteur a aux hormones thyroidiennes
dans les glandes mammaires, au moment de la puberté
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Résumé de l’article

Les retardateurs de flammes bromés (BFRs) sont une famille de molécules
omniprésentes dans les produits domestiques et industriels afin de ralentir leur combustion.
L’utilisation de certaines molécules, notamment le hexabromocyclododécane (HBCD) et
certains éthers diphényliques polybromés (PBDE), est désormais restreinte en raison de
leur persistance, leur bioaccumulation et leur toxicité. Par contre, I'exposition humaine
subsiste car des BFRs sont toujours libérés d’items existants. Il a été démontré que les
BFRs sont des perturbateurs endocriniens. Cependant, leurs effets sur le développement

des glandes mammaires et sur le cancer du sein ne sont toujours pas connus.

L’objectif de cette étude est d’évaluer les effets d’'une exposition périnatale a un
mélange de BFRs sur le développement de la glande mammaire et sur des marqueurs du

cancer du sein, et de déterminer les mécanismes toxicologiques de ce mélange de BFRs.

Des rattes ont été exposées oralement a trois différentes doses d’un mélange de
BFRs deux semaines avant I'accouplement, durant la grossesse et durant la lactation. Les

filles de ces femelles ont été sacrifiées 21, 46 et 208 jours aprés la naissance.

Les traitements n'ont eu aucun effet significatif, que ce soit au niveau du poids des
animaux et des glandes mammaires, ou encore sur le développement ductal. Par contre,
I'expression d’E-cadhérine est inhibée au moment de la puberté (jour 46) dans le groupe
ayant recu la plus faible dose du mélange de BFRs. Cependant, I'expression protéique de
N-cadhérine et Vimentine, deux marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse, et
des protéines jonctionelles [(-caténine, connexine 26 et connexine 43 n’est pas
significtivement affectée. De fagon similaire, le traitement n’affecte pas I'expression de
récepteurs hormonaux majeurs, soit le récepteur aux hormones thyroidiennes [, le
récepteur a l'cestrogéne (o et B) et le récepteur a la progestérone (A et B), mais inhibe
l'expression du récepteur aux hormones thyroidiennes a (TRa). Nos résultats suggérent
qu’une exposition périnatale a un mélange de BFRs peut affecter le systéme endocrinien et

I'adhésion entre les cellules au moment de la puberté.
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Abstract

Brominated flame retardants (BFRs) are chemicals widely used in consumer products
including electronics, vehicles, plastics and textiles to reduce ignition rates. Even though
usage of some BFRs has been restricted in many countries, mainly due to their persistence,
bioaccumulation and potential toxicity, human exposure continues as BFRs are still
released from existing items. Also, the role of BFRs in breast development and cancer, as
well as the mechanisms implicated in the compounds’ toxicity, remain poorly understood.
This project aimed to assess the effects of a perinatal exposure to a mixture of BFRs on
mammary gland development and various breast cancer markers, and to determine
mechanisms involved in BFRs’ toxicology. Female rats were exposed through diet to an
environmentally relevant mixture of BFRs two weeks prior to mating, during gestation and
during lactation. Female offspring were sampled at critical stages of mammary gland
development including post-natal day 21 (PND21), 46 (PND46) and 208 (PND208). BFRs
treatment had no significant effect on total body weight or mammary gland weight nor did it
affect the epithelial surface area or the elongation of the lactiferous ducts. The protein
expression of E-cadherin, a protein involved in adherence junctions and down-regulated
during epithelial to mesenchymal transition (EMT), was significantly down-regulated in the
rats that received the lowest dose at PND46. The expression of other markers of the EMT,
namely vimentin and N-cadherin, and of the junctional proteins B-catenin, connexin26 and
connexin43, were not significantly affected by BFRs treatment. No effects were observed on
the estrogen or the progesterone receptors. However, the thyroid hormone receptor alpha
(TRa) was significantly down-regulated at puberty (PND46) in the rats that received the
lowest dose of the BFRs mixture. These results suggest that a perinatal exposure to a
mixture of BFRs can affect protein regulation later on during puberty, a sensitive period of

life for mammary development and breast cancer.
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Introduction

Unlike most organs, mammary gland development is a multiple stages process,
which occurs mainly after birth. At birth, only a rudimentary tree-like ductal structure is
present (Hinck et al., 2005). Development resumes at the time of puberty as the ovaries
produce a surge of estrogens (Mallepell et al., 2006). A second phase of development
occurs during pregnancy, with the development of the milk-secreting structures, the alveoli
(Hurley, 1989, Sternlicht et al., 2006). At weaning, the gland goes through an important
phase of apoptosis and regression, named involution (Hughes et al., 2012, Hurley, 1989).
Importantly, throughout adult life, the gland undergoes cycles of proliferation-regression with

every menstrual cycle (Brisken, 2002).

The human breast contains two major types of tissues: the epithelial tissue, a ramified
tree-like structure, and the stroma, mainly composed of extracellular matrices and
adipocytes (Hassiotou et al., 2013). Two layers of epithelial cells are present in the former.
The luminal cells form the inner layer that encapsulates the ductal lumen while the basal
layer, mainly composed of contractile myoepithelial cells, surround the luminal cells and lie
on a basal membrane (Hassiotou et al., 2013). A bidirectional cross-talk between these two
layers of cells is required for the proper development of the mammary gland, and
dysregulation of these interactions has been linked to breast cancer (Bissell et al., 1999,
Brisken et al., 2010, Hinck et al., 2005)

Cell-cell interactions involve various mechanisms, including gap junctional
intercellular communication (GJIC). Gap junctions (GJ) are specialized transmembrane
channels made of a family of proteins named connexins (Cxs). They allow direct
communication between adjacent cells (ElI-Saghir et al., 2011). In rodent mammary gland,
Cx26, Cx30 and Cx32 are present between luminal cells in a phase-dependent manner,
while Cx43 is mainly expressed between myoepithelial cells at all stages (McLachlan et al.,
2007). Down-regulation of GJIC or dysregulation of Cxs has been associated with delayed
development and impaired function of mammary gland, as well as increased breast
carcinogenesis (Naus et al., 2010). GJ are also closely associated with adherens junctions,
which mediate cell-cell adhesion in epithelial cells. Adherens junctions are composed of
transmembrane proteins, the cadherins, and cytoplasmic proteins, the catenins (Lien et al.,
2006). Down-regulation of E-cadherin is one of the hallmarks of the epithelial to
mesenchymal transition (EMT), a process by which epithelial cells acquire mesenchymal

characteristics that enable them to migrate towards surrounding tissues (Eger et al., 2000)
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EMT causes the epithelial cells to lose their polarity and helps them to gain motility during

breast cancer progression (Kalluri et al., 2003).

Since hormones tightly regulate mammary gland development, this organ is
especially vulnerable to the effects of endocrine disruptors (EDs). EDs are molecules that
mimic or block the effects of endogenous hormones (Rice et al., 2003). Accordingly, a
perinatal exposure to various EDs has been associated with developmental defect and
increased risk of breast cancer at adulthood (Fenton et al., 2012). Similarly, in human,
epidemiological studies have demonstrated that exposure to EDs increases the risk for
breast cancer (Jenkins et al., 2012). The odds of developing breast cancer are even more
important if women are exposed during vulnerable periods involving important remodelling

of the mammary glands, such as pregnancy, lactation or early life (Fenton et al., 2012).

Brominated flame retardants (BFRs) are chemicals widely used in consumer
products to reduce flame propagation and ignition rates (Berger et al., 2014). They can be
found in electronics, vehicles, plastics and textiles, amongst others. Evidence suggests that
many BFRs act as EDs, having anti-androgenic and estrogenic properties (Y. R. Kim et al.,
2014). Also, studies have shown that some BFRs may interfere with thyroid hormone
regulation (Y. R. Kim et al., 2014). However, the role of BFRs in mammary gland
development and breast cancer, as well as the mechanisms implicated in the compound’s

toxicity, are poorly understood.

This study aimed to evaluate the impact of BFRs exposure on mammary gland.
More specifically, the goals were to 1) assess the effects of perinatal exposure to a mixture
of BFRs on mammary gland development and on various breast cancer markers in the

female offspring, and 2) determine mechanisms implicated in BFRs’ toxicology.
Materials and methods
Animals

Animals and treatment methods was described previously (Lefevre et al., 2016). Briefly,
virgin female Sprague-Dawley rats were obtained from Charles River Laboratories. Animals
were housed individually at Health Canada in rooms maintained at 20°C on a 12L: 12D
photoperiod. Food and water were provided ad libitum. All animal studies were conducted in
accordance with the procedures and principles outlined in the Guide to the Care and Use of
Experimental Animals prepared by the Canadian Council on Animal Care under protocol

4456. Following one week of acclimatization to the control diet, female rats were randomly
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assigned to one of four experimental conditions (N = 35-38 per group) and fed a BFRs
supplemented diet for 2-4 weeks before mating. During this period, estrous cyclicity was
evaluated by analyzing vaginal cytology as previously described (Goldman et al., 2007).
Females in proestrus were caged with proven breeder male Sprague-Dawley rats

(maintained on the control diet) overnight.
Sample collection

Pups were euthanized with CO2 immediately followed by heart puncture at post-natal day
21 (PND21), PND46 and PND208, which correspond to the pre-puberty, puberty and adult
phases, respectively. Mammary glands #4 and #5 (abdominal and inguinal, respectively)
were removed and weighed. Both left and right inguinal mammary glands as well as left
abdominal mammary glands were snap frozen immediately after excision and stored at -
80°C. Right abdominal mammary glands were immediately transferred onto large slides
then fixed in Carnoy and stained. Mammary glands #2 and #3 (upper-thoracic and thoracic,
respectively) were excised (right side only). They were embedded in tissue-tek O.C.T

compound (VWR) on dry ice and stored at -80°C.
Brominated Flame Retardants Formulation

Formulation of the BFRs mixture was described previously (Ernest et al., 2012). Briefly,
three technical PBDE mixtures (DE-71, DE-79 and BDE 209) and one HBCD mixture were
combined to yield a ratio of PBDE congeners and HBCD comparable to the median levels
observed in Boston house dust (Allen et al., 2008, Stapleton et al., 2008). This BFRs
mixture was incorporated into an isoflavone-free diet (Teklad Global 2019 diet; Harlan
Laboratories, Madison, WI) with 4.3g/kg corn oil. Diets were formulated to contain 0, 0.75,
250 or 750 mg of BFRs mixture/kg. The diet formulations were intended to deliver nominal
doses of 0, 0.06, 20 and 60mg/kg body weight/day. The lowest dose was estimated to be a
close approximation of maximum human exposure, based on a dust ingestion rate of
100mg/day in children (16.5kg body weight) and the scaling of dose from humans to rodents
(1:6.9, human to rat body surface area ratio) (Allen et al., 2008, Stapleton et al., 2008).

Masson Trichromatic Staining

Sections of 10um of thickness were obtained by cryosection at -35°C from mammary glands
embedded in tissue-tek O.C.T compound (VWR) and transferred onto slides. Slides were
fixed in Bouin’s solution overnight and rinsed with tap water (10 minutes). Slides were

incubated in Weigert’s iron hematoxylin (10 minutes), in Biebrich scarlet-acid fuchsin (15
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minutes), in phosphomolybdic-phosphotungstic acid (20 minutes), submerged in aniline blue
solution (5 minutes) and in 1% acetic acid (5 minutes). Slides were dehydrated in 95% ethyl
alcohol (5 minutes), absolute ethyl alchohol (5 minutes) and xylene (5 minutes). Slides were

mounted with resinous mounting medium (permount).
Ductal elongation and surface area measurements

Ductal elongation and surface area were measured using pictures of mammary gland whole
mounts and Image J software. Ductal elongation was measured by tracing a line from the
proximal lymph node to the end of the longest branch. Surface area was measured by

tracing the best-adjusted contour of the mammary epithelium.
Protein extraction

500 mg sections of snap-frozen mammary gland were cut and mechanically transformed
into a powder on dry ice. Powdered samples, once weighed, were snap frozen in liquid
nitrogen. RIPA buffer (1% Triton X-100; 150 mM NaCl; 10 mM Tris; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA; 0.5% NP-40) supplemented with 100 mM NaF; 100 mM sodium orthovanadate;
100mM Halt Protease Inhibitor Cocktail (Pierce, Rockford, IL) adjusted to pH 7.4) was
added to each sample. Each sample, dissolved in lysis buffer, was sonicated after a 30
minute incubation at 4°C. After a 20 minute centrifugation at 4°C, supernatants were

aliquoted and stored at -80°C until further processing. All steps were performed on ice.
Western Blot

Protein concentrations were determined using the Pierce BCA protein assay kit (Thermo
scientific #23227). For each sample, 30 ug of protein was separated onto SDS-PAGE gels
(TGX Stain-Free FastCast Acrylamide kit, 10%, BioRad, Mississauga, ON) and transferred
onto PVDF membranes. Membranes were blocked with TBS-Tween 0.1 % Tween 20
containing 3 % bovine serum albumin (BSA) and incubated overnight at 4°C with primary
antibodies (B-catenin (1/1000), Cell Signaling (8480); E-cadherin (1/1000), Cell signaling
(14472); Cx43 (1/5000), Sigma Aldrich (C6219); Cx26 (1/750), Invitrogen (33-5800); ERa
(1/400), Abcam (Ab75635); ERB (1/500) Santa Cruz (SC-8974); PR-A/B (1/500), Abcam
(ab16661); STAT1 (1/1000), Cell signaling (9172); N-cadherin (1/1000), Cell signaling
(4061); Vimentin (1/1000), Cell signaling (5741); Thyroid Hormone Receptor a (TRa)
(1:500), Abcam (Ab53729); TRB (1/1000), Abcam (Ab196484)). Horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibodies (goat-anti-rabbit (1/10 000), Cell signaling (7074);

horse-anti-mouse (1/10 000), Cell signaling (7076)) were used. Chemiluminescent signals
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were detected using the Clarity western ECL substrate (BioRad) and analysed using
ChemiDoc MP System and ImagelLab software (BioRad). Protein expressions were

normalised on total lane protein.
Statistic

Data were analyzed using GraphPad (6th edition) using a Student ¢ test or ANOVA analysis
followed by Tukey’s multiple comparison test when conditions of applications were
respected. Otherwise, a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison test

were used.
Results
BFRs exposure has no significant effect on global mammary gland development

In order to assess global toxicity of the BFRs mixture, we first measured total body
weights and mammary gland weights at time of sacrifice (Figure 1). At all time points,
treatment with BFRs did not significantly alter body weights. Similarly, mammary gland

weights were not affected by the treatments (Figure 1B, D, F).

Next, to assess the impact of the BFRs treatment on mammary gland
morphogenesis, we further assessed mammary gland development by measuring the
elongation and surface area of the epithelium. Consistent with normal development of the
mammary gland, at PND21, ducts and branches from control mice were elongated away
from the lymph node, and terminal end buds (TEBs) were numerous (Figure 2A, B). At
PND46, ducts reached toward the periphery of the fat pad and side branches were
abundant (Figure 2C, D).

Finally, at PND208, the ductal system was well implanted in the fat pad with
numerous side branches with little or no evidence of TEBs (Figure 2E, F). Whole mounts
showed similar epithelial growth for the control and the treated groups (Figure 2). TEBs
were also counted at PND46, the time of puberty, to assess normal development but also
normal timing of development. Once again, this marker was not significantly affected by

perinatal exposure to the BFRs mixture (Figure 2G).

We then examined the effect of BFRs on mammary gland structure using Masson
Trichrome staining on mammary gland tissue sections. As expected, the sections of
mammary gland at PND46 showed a few ducts, surrounded by many adipocytes (Figure 3).

The luminal cells delimit the lumen and the myoepithelial cell layer is surrounded by
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extracellular matrix that contains a lot of collagen and fibroblasts (Figure 3). Lymph nodes
are also observed encompassed in extracellular matrix (Figure 3). No significant differences
were observed in the treated groups when compared to control. Together, our results
showed that a perinatal exposure to a mixture of BFRs did not affect global mammary gland
development. However, some developmental markers could still be affected by the

treatment.

BFRs-induced E-cadherin down-regulation is not associated with modulation of other

markers of the epithelial to mesenchymal transition (EMT)

After ruling out large-scale anatomical effects with whole mount techniques, we
proceeded with western blot in order to identify changes in protein expression. Epithelial to
mesenchymal transition (EMT) is a hallmark of cancer. Because it has been suggested that
a perinatal exposure to EDs is linked to breast cancer later on in adulthood (Fenton et al.,
2012), we first wanted to determine if BFRs could promote EMT in rat mammary gland.
Cells undergoing this transition can be identified by their downregulation of epithelial
markers such as E-cadherin and their upregulation of mesenchymal markers such as N-
cadherin and Vimentin. Our results showed that E-cadherin expression was down-regulated
at puberty (PND46) in the group that received the lowest dose of the BFRs mixture (Figure
4B), but not at PND21 and PND208 (Figure 4A, B).

We next evaluated the expression of two mesenchymal markers, namely Vimentin
(Figure 5A) and N-cadherin (Figure 5B) by western blot in the PND46 rats. Our results
showed that while the epithelial marker E-cadherin was significantly down-regulated in the
group that received the lowest dose (Figure 4A), neither of the mesenchymal markers were
up-regulated in treatment groups when compared to the control group (Figure 5), indicating

that EMT is not occurring in response to BFRs treatment.
BFRs treatment has an impact on adherence junction, but not on gap junctions

Because E-cadherin was decreased but other markers of EMT were not modified by
the treatment (Figures 4, 5), we then speculated that the cell-cell interactions nexus rather
that EMT was affected by the treatment. We thus determined the effect of BFRs on [3-
catenin, and Cx43 and Cx26, components of adherens junctions and GJ, respectively. We
showed that while Cx43 protein expression seems to be down-regulated in rats that
received the lowest dose of the BFRs mixture, Cx43 and Cx26 protein expression were not

significantly affected by BFRs treatment (Figure 6A, B, E, F). Similarly, we found that B-
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catenin was not significantly affected by the treatment (Figure 6 C, G)

STAT1, a developmental marker, is unaffected by treatment with the BFRs mixture at
PND46

STAT1 is known to be present in mammary gland in virgin rodents. While its function
during mammary gland development is poorly understood, dysregulation of STAT1 has
been linked to tumor suppression in breast cancer (Koromilas et al., 2013). We thus next
assessed STAT1 levels. The protein expression of STAT1 was not significantly altered by
treatment with BFRs (Figure 7A). STAT1 is a transcription factor that undergoes
dimerization and nuclear translocation when phosphorylated. Phospho-STAT1 could not be
detected in both control and treated animals (Figure 7B), suggesting that STAT1 was not

activated in our tissue samples.

Thyroid Hormone Receptor alpha (TRa) is down-regulated by BFRs treatment at

puberty whereas Estrogen and Progesterone receptors are not affected

While intercellular junctions are known to play a role in mammary gland
development, hormones and their receptors are essential to normal development, especially
during puberty. At this time point, the two most important hormones are estrogen and
progesterone and their receptors, ERa and PR-B, ensure proper signalling. Since BFRs are
known EDs, it was crucial to verify whether the treatment affects hormone receptor’s
expression. ERa (Figure 8A, E) and PR-A/B receptors (Figure 8B, F), as well as ERpB (data

not shown), were not affected by perinatal BFRs exposure.

In previous studies with BFRs, the systemic level of thyroid hormones was
significantly reduced by BFRs treatment. While thyroid hormones are not essential for
mammary gland development, dysregulation of their receptors has been linked to breast
cancer (Conde et al., 2006). For these reasons, we investigated the thyroid hormone
receptors present in the mammary gland: TRa and TRB. TRa protein expression was
significantly down-regulated in rats that received the lowest dose of the BFRs mixture
(Figure 8C, G). While TRPB protein expression seems to follow the same pattern, these

changes were not statistically significant (Figure 8D, H).
Discussion

BFRs are chemicals widely used in consumer products to reduce ignition rates.
Although use of particular congeners has been restricted for a few years now, their

concentrations remain high in various human tissues and matrices, including milk and
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mammary gland (Stasinska et al., 2014). Studies have demonstrated that many BFRs have
endocrine disruptive properties. Thus, this study aimed to determine whether a perinatal
exposure to a mixture of BFRs could affect mammary gland development or promote breast
cancer. Our results showed that gross mammary gland development was not affected by
BFRs Similarly, markers of EMT and components of the gap junctions studied were not
affected at puberty. However, the treatment down-regulated E-cadherin and TRa
expression at a dose which is considered a close approximation to human exposure.
Together, our results showed that while little effects were observed, a perinatal exposure to
a mixture of BFRs at an environmentally relevant dose could affect protein expression later

on, at puberty.
Mammary gland development is not affected by a perinatal exposure to BFRs

Very few studies have considered the impact of BFRs exposure on mammary gland
development. One study, conducted with rats, sought to determine the effects of a perinatal
exposure to a commercial PBDE mixture, DE-71, on neurobehavioral, hormonal and
reproductive outcomes (Kodavanti et al., 2010). The authors found that there was a
significant delay in mammary gland development in the female offsprings of rats treated
during pregnancy and lactation. Outgrowth of the epithelium was suppressed at post-natal
day 21 (PND21) as assessed by carmine staining and subsequent scoring. There was also
fewer TEBs and branches at the time of puberty (Kodavanti et al., 2010). Our results,
however, suggest that gross epithelial growth was not affected by perinatal exposure to a
BFRs mixture. This discrepancy could be due to the difference in the composition of the
BFRs mixture used. DE-71 is a widely used Penta-PBDE while our mixture was composed
of three technical PBDE (DE-71, DE-79 and BDE 209) and one HBCD, combined to yield a
ratio of PBDE congeners and HBCD comparable to the median levels observed in Boston
house dust (Allen et al., 2008, Stapleton et al., 2008). While using DE-71 alone can inform
us on the direct impact of this mixture, the BFRs mixture used in this study allows us to

better characterize the impact of BFRs in terms of current exposures.

Another possible explanation for this discrepancy is the different strains of rats that
were used. Studies have shown that mammary tumour formation following Atrazine
exposure was strain dependant as Sprague-Dawley and F344 rats responded differently
(Eldridge, 1998). Others have compared mammary gland development following Atrazine
prenatal exposure in Sprague-Dawley and Long-Evans rats and have identified significant

differences (Wolf, 2010). This may explain why Kodavanti et al (2010) observed significant
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delay in mammary gland development in Long-Evans rats exposed to BFRs while we did

not observe these effects in our Sprague-Dawley rats.

A perinatal exposure to BFRs had no effect on chosen markers of EMT or gap

junctions

Few studies have assessed the impact of BFRs on breast cancer development or
progression and the limited data available is not very conclusive. One in vitro study has
shown that PBDE-209 stimulates breast cancer cell proliferation in the MCF-7 cell line (Li et

al., 2012). Another study with MCF-7 cells showed PBDE (congeners 47, 99, 153, 183 or

209) were capable of damaging cell genome (Barber et al., 2006). However, a case-control
study, that assessed the link between adipose tissue concentrations of PBDE and breast

cancer risk in California, found no such association (Hurley, 1989).

It has been shown, in lung cancer cells as well as liver carcinoma cells, that both
HBCD and hydroxylated PBDE (a common PBDE metabolite) can promote cancer cell
migration and invasion through the activation of EMT (Qu et al., 2015, Zhong Y, 2014).
More specifically, 6-OH-BDE-47 induction of EMT in lung cancer cells was confirmed by
down regulation of epithelial markers (E-cadherin and Zona Occludin-1 (ZO-1)) as well as
up regulation of mesenchymal markers (Vimentin and N-cadherin) (Qu et al., 2015). E-
cadherin down-regulation was also detected in human mammary stem cells in response to
BPA, another endocrine disrupting chemical that has been studied more extensively (Yang
et al., 2013). Based on these results, we assessed the effects of our BFRs mixture on
various EMT markers in mammary glands. We found that E-cadherin was significantly
down-regulated at the time of puberty in the group that received the lowest dose. Despite
that, the other epithelial and mesenchymal markers were unaffected which suggests that
EMT was not likely activated in our tissues. However, we assessed a very limited amount of
markers: E-cadherin, B-catenin, Vimentin and N-cadherin. In order to confidently rule out the
activation of EMT, it would be necessary to assess different EMT markers such as snail or
slug, two transcription factors that are upregulated during EMT (Kokudo et al., 2008, Medici
et al., 2008).

E-cadherin is a major component of adherens junctions. Many studies have
demonstrated that components of adherens junctions interact, co-localize and
immunoprecipitate with components of GJ (Talhouk et al., 2013, Talhouk et al., 2008, Wu et

al., 2003, Xu et al., 2001) Moreover, E-cadherin and Cxs down-regulate concomitantly in

55



many tumors, and can be regulated through common pathways (Plante et al., 2006, Plante
et al., 2005). This is why a down-regulation in E-cadherin protein expression led us to
believe that BFRs exposure might affect GJ proteins Cx26 and Cx43. Very limited data
exists on the impact of BFRs exposure on GJ. Tetrabromobisphenol A (TBBPA), one of the
main BFRs, has been shown to inhibit GJIC in an epithelial liver cell line (Samuelsen, 2014).
In the present study, we found that Cx26 was unaffected by a perinatal exposure to a
mixture of BFRs. While there seems to be downregulation of Cx43 expression in rats that
received the lowest dose, this effect was not statistically significant. Nevertheless, it would
be important to study protein localization as Cxs can only participate in GJIC when they are

located at the plasma membrane (Xie et al., 1997).
ER and PR are not affected by a perinatal exposure to BFRs

It has been demonstrated that many BFRs have estrogenic properties and affect
progesterone signalling (Ceccatelli et al., 2006). However, to our knowledge, this is the first
study to assess the effect of BFRs exposure on mammary ER and PR expression. One in
vitro study has described the PR antagonistic activity of different BFRs, including some
PBDE and HBCD (Hamers et al., 2006). A few studies have described an interaction
between some types of BFRs and estrogen signalling (Ceccatelli et al., 2006, Hamers et al.,
2006, Meerts et al., 2001). Meerts et al (2001) used luciferase assays to determine that the
higher-brominated PBDE had an antagonistic effect on ER while the lower brominated
PBDE had an agonistic effect. These findings were later corroborated by Hamers et al
(2006) during an in vitro study with other PBDE congeners. Moreover, it has been
suggested that these BFRs can exert their estrogenic effect by increasing the bioavailability
of endogenous estrogens (Kester et al., 2002). The inhibition of estradiol sulfotransferase
enzymes led to decreased sulfation and excretion of estradiol (Kester et al., 2002).
Similarly, rats injected with PBDE99 showed dysregulation of estrogen target genes in
uterus, including a dowregulation in PR levels, while ERa and ERB uterine mRNA levels
were increased (Ceccatelli et al., 2006). On the opposite, our results indicate that BFRs do
not affect ERa or PR protein expression in the mammary gland. This discrepancy between
our results and the ones obtained by Ceccatelli et al (2006) could be explained by the
differences in tissues (uterus versus mammary gland) or markers (protein versus mRNA)
used. It could also be explained by the method of exposure (injection versus dietary intake)
or by the specific BFRs used. As previously described by Meerts et al (2001), some

congeners have an antagonistic effect while others have an agonistic effect. Thus, although
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the estrogenic effect is lost using a mixture of BFRs, it is more representative of human

exposure.
TRa is down-regulated at puberty by a perinatal exposure to BFRs

Many studies have demonstrated an effect of various BFRs on thyroid hormone
homeostasis including decreases in thyroxine (T4) levels and increases in thyroid
stimulating hormone (TSH) levels in both exposed pregnant rats and their female offsprings
(Ernest et al., 2012, T. H. Kim et al., 2009, Kodavanti et al., 2010, van der Ven et al., 2006).
Decreased serum T4 levels could be linked to a competition between some BFRs and T4
for binding to human transthyretin, the T4-transporting protein in plasma, as demonstrated
in vitro (Hamers et al., 2006, Meerts et al., 2000).

The effect of many BFRs on TRs signaling has been studied. The association
between PBDE and TR, was assessed in vitro. No direct interaction between the two could
be identified. Also, the BDE-47 did not compete with T3 for binding to the TR (Suvorov et
al., 2011). This same in vitro study failed to find a role for BDE-47 in the regulation of TRf
transcriptional activity (Suvorov et al, 2011). However, they reported a differential
expression of thyroid responsive genes in liver and brain following a BDE-47 exposure
(Suvorov et al., 2011). Interestingly, it has been shown that T3 responsive genes display a
marked preference for one of the two receptors (TRa or TRB) and that these two receptors
can exert different functions (Chatonnet et al., 2013). This could explain the differential
expression of thyroid responsive genes in the liver and the brain despite the lack of in vitro

effect on TRP transcriptional activity.

To the best of our knowledge, the effect of BFRs on the TR protein expression in mammary
gland has never been assessed. Our results show a significant downregulation of TRa, but
not TR, at the time of puberty in female offsprings exposed perinatally to the BFRs mixture.
Thyroid hormones are involved in mammary gland development and differentiation.
Specifically, they have been shown to regulate tertiary epithelial branching and lobulo-
alveolar development in mice (Hovey et al., 2002). They also influence mammary
development through their activation of growth hormone (GH) secretion (Meites et al., 1964)
and through their upregulation of epidermal growth factor receptor (EGFR)(Vonderhaar et
al., 1986). Given these roles for TRs in mammary development, we would expect a
downregulation in TR protein expression to restrict breast development. In breast cancer,
the expression and localization of TRs are altered, which suggests that a dysregulation at

this level might promote mammary tumor development (Conde et al., 2006).
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A perinatal exposure to an environmental dose of BFRs alters protein expression at

puberty

We observed protein expression dysregulation uniquely in the group that received
the lowest dose. Interestingly, this dose is the one that best represents human exposure
based on house dust levels and dust ingestion rates (Allen et al., 2008, Stapleton et al.,
2008). Furthermore, our results suggest that perinatal exposure affects mammary glands
later on at the time of puberty. Modifications, such as altered hormone signalling, at the time
of puberty have been shown to increase the risk of breast cancer development (Boylan et
al., 1983). In this study, the timing of the observed effects could have important long-term
consequences, as puberty is known to be a sensitive period for the development of breast
cancer. To our knowledge, no association between E-cadherin and TR protein expression
have been reported in literature, which indicates that the BFRs mixture could potentially
affect mammary gland by two completely different mechanisms. Further analyses are
needed to determine the mechanisms involved in TRa and E-cadherin down-regulation, and

whether or not both are linked.
Conclusion

Overall, our results showed that while no effect were observed on global mammary gland
development, expression of E-cadherin, a protein involved in adherens junctions and
involved in breast cancer, and TRa are down-regulated in the rats that received the lowest
dose at PND46. Thus, our results suggest that exposure to an environmentally relevant
BFRs mixture can affect the endocrine system as well as cell-cell adhesion in the mammary
gland during puberty. Importantly, our results showed that a perinatal exposure to BFRs
could affect protein regulation later on during puberty, a sensitive period for mammary
development and breast cancer. Whether or not other markers are affected and the long-

term effects of those down-regulations remain to be determined.
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Figure legends

Figure 1. A perinatal exposure to a BFRs mixture did not affect body and mammary gland weights.
Female rats were exposed to BFRs perinatally and sampled at PND21 (A-B) PND46 (C-D) and PND208
(E-F) Body weights (A, C, E) and mammary gland weights were measured at time of sacrifice. Mammary
gland weights were normalized to total body weights (B, D, F). Graphs represent mean £+ SEM (N = 9-13).

Figure 2. Mammary gland morphogenesis is not affected by a perinatal exposure to BFRs. Female rats
were exposed to BFRs perinatally and sampled at PND21 (A-B), PND46 (C-D, G) and PND208 (E-F).
Whole mounts of mammary glands were analyzed with Image J software. Elongation was measured from
the lowest lymph node to the end of the longest branch of the epithelium (A, C, E). Surface area was
measured (B, D, F) and terminal end buds were counted on whole mount images (G). Graphs represent
mean + SEM (N =7-13).

Figure 3. Perinatal exposure to BFRs mixture did not alter mammary gland structure. Female rats were
exposed to BFRs perinatally and mammary glands were sampled at PND46. Sections of 10um of
thickness were obtained by cryosection at -35°C and stained with Masson Trichrome Staining. Mammary
epithelium from control as well as low, medium and high doses treatment groups are shown at a
magnification of 40X. The luminal cells delimit the lumen and the myoepithelial cell layer (in red) is
surrounded by extracellular matrix that contains a lot of collagen (in blue) and fibroblasts (in blue with red
nuclei). Lymph nodes are also observed (in pink) encompassed in extracellular matrix (in blue). Images
show epithelial ducts (yellow arrow), adipocytes (black arrow), fibroblasts (white arrow), collagen (white
arrowhead), blood vessels (red arrow) and lymph nodes (green arrow).

Figure 4. E-cadherin protein expression is only affected during puberty. Total cell lysates from control
group (C) and low (L), medium (M) and high (H) dose treatment groups were analyzed by western blot (A-
C). Protein expression for E-cadherin was measured at PND21 (A), PND46 (B) and PND208 (C). Total
lane protein was used for normalization. Graphs (D-F) represent mean + SEM (N = 9-13). ** P value <
0.01.

Figure 5. N-cadherin and Vimentin are not affected by a BFRs treatment at PND46. Total cell lysates from
control group (C) and low (L), medium (M) and high (H) dose treatment groups were analyzed by western
blot (A-B). Protein expression for N-cadherin (A, C) and Vimentin (B, D)) was measured. Total lane protein
was used for normalization. Graphs (D-F) represent mean + SEM (N= 9-13).

Figure 6. BFRs treatment has no impact on gap junctions. Total cell lysates from control group (C) and
low (L), medium (M) and high (H) dose treatment groups were analyzed by western blot (A-D). Protein
expression for Cx43 (A), Cx26 (B) and B -catenin (C) was measured. Total lane protein was used for
normalization. Graphs (D-F) represent mean + SEM (N= 9-13).

Figure 7. STAT1 is unaffected by treatment with the BFRs mixture at PND46. Total cell lysates from
control group (C) and low (L), medium (M) and high (H) dose treatment groups were analyzed by western
blot (A, B). Protein expression for STAT1 (A) and phospo-STAT1 (B) was assessed. Total lane protein
was used for normalization. Graph (C) represent mean £ SEM (N = 9-13).

Figure 8. Thyroid Hormone Receptor alpha (TRa) is down-regulated by BFRs treatment whereas
Estrogen and Progesterone receptors are not. Total cell lysates from control group (C) and low (L),
medium (M) and high (H) dose treatment groups were analyzed by western blot (A-D). Protein expression
for estrogen receptor a (A), progesterone receptor A and B (B), thyroid hormone receptor a (C) and 8 (D)
was measured. Total lane protein was used for normalization. Graphs (E-H) represent mean + SEM (N=9-
13). ** P value < 0.01.
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CHAPITRE 3 :

DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES

Les BFRs sont une classe majeure de retardateurs de flammes couramment utilisée a
cause de leur efficacité en tant que retardateurs de flammes, leur stabilité thermique et leur colt
modeste (Darnerud et al., 2001). Leur abondance, leur persistance et leur large distribution ont
soulevé des inquiétudes et menés a leur réglementation. Malgré cela, on les retrouve toujours
dans des échantillons abiotiques et biotiques un peu partout dans le monde (Darnerud et al.,
2001, Fromme et al., 2014, Gorga et al., 2013, Kuo et al., 2010, Ryan et al., 2014, Shoeib et al.,
2012, Stasinska et al., 2014)

A Tlaide d’études épidémiologiques, d’études in vivo et/ou in vitro, plusieurs effets
néfastes ont été identifiés pour les divers BFRs. Par exemple, leur rdle comme perturbateurs
endocriniens a été démontré par plusieurs groupes (Asnake et al., 2015, Blake et al., 2011,
Chevrier et al., 2010, Chevrier et al., 2011, Ernest et al., 2012, Gosavi et al., 2013, Hamers et
al., 2006, Meerts et al., 2001, Meerts et al., 2000, Stoker et al., 2005, van der Ven et al., 2006).
Par contre, trés peu de gens ont investigué I'effet des BFRs au niveau du développement de la
glande mammaire et du cancer du sein. Considérant le taux élevé de cancer du sein au Canada
et un peu partout dans le monde, il est important de déterminer si notre exposition chronique a
certains polluants environnementaux augmente nos risques de développer le cancer du sein.
Puisque le développement mammaire et le cancer du sein sont hautement régulés par les
hormones, nous avons émis I'’hypothése qu’ils seraient affectés par une exposition a une

mixture de BFRs contenant des perturbateurs endocriniens connus.

Nos résultats démontrent que malgré I'absence d’effets au niveau du développement
mammaire globale, I'expression d’'une protéine des jonctions adhérentes, E-cadhérine, ainsi que
celle du récepteur aux hormones thyroidiennes a (TRa) sont réduites, au moment de la puberté,
chez les rats ayant regu la dose la plus faible d’'un mélange de BFRs. On peut donc conclure
qu’'une exposition périnatale a un mélange de BFRs qui est représentatif de I'exposition
humaine peut affectée le systéme endocrinien ainsi que 'adhésion entre les cellules dans la

glande mammaire, au moment de la puberté.
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Modéle expérimental

Puisque notre objectif était d’étudier 'impact d’'une exposition périnatale a un mélange de
BFRs sur le développement des glandes mammaires et sur des marqueurs du cancer du sein,
plusieurs contraintes éthiques ou autres s'imposaient en ce qui a trait aux études chez I'lhumain.
Afin de réaliser nos expériences, nous avons choisi d’utiliser un modéle animal: les rats
Sprague-Dawley. Ce modéle a été choisi pour plusieurs raisons. Premiérement, il y a une
grande ressemblance entre la composition des glandes mammaires murines et humaines, ce
qui permet d’extrapoler les résultats obtenus chez le rat a 'humain. De plus, les glandes
mammaires murines sont de bons modeles pour I'étude de la cancérogénicité des polluants
environnementaux puisqu’il a été démontré que celles-ci développent des tumeurs en réponse a
divers agents chimiques (. H. Russo et al., 1996). Aussi, le rat posséde six paires de glandes
mammaires ce qui nous permet de réaliser plusieurs expériences différentes chez chaque sujet
exposé (J. Russo et al., 1990). Malgré toutes les similitudes entre les glandes mammaires
murines et humaines, il faut étre prudent lorsque I'on tente d’extrapoler des résultats obtenus
chez un modéle animal. Par exemple, au niveau des jonctions intercellulaires, les glandes
mammaires des rats expriment deux connexines supplémentaires qui peuvent potentiellement

modifier 'impact des BFRs sur les jonctions communicantes (Bry et al., 2004).

Afin d’étudier les effets d’'une exposition aux BFRs, nous avons choisi d’utiliser un
mélange de PBDE et HBCD qui représente les taux retrouvés dans la poussiére de maisons
nord-américaines (Stapleton et al., 2008). La majorité des études d’expositions s’intéressant aux
effets des BFRs utilisent un seul mélange commercial de PBDE tel que DE-71, ou encore un
seul congénére tel que BDE-99, BDE-209 ou BDE-47 (Blake et al., 2011, T. H. Kim et al., 2009,
Kodavanti et al., 2010, Lilienthal et al., 2006, Stull et al., 2007, Szabo et al., 2009). Par contre,
dans notre environnement, nous sommes exposés a un melange beaucoup plus complexe,
incluant plusieurs congénéres de PBDE ainsi que d’autres familles de BFRs (Batterman et al.,
2010, Besis et al., 2012, Fromme et al., 2014, Harrad et al., 2006, Stapleton et al., 2008). On
sait que les différents polluants environnementaux, incluant les perturbateurs endocriniens,
peuvent agir de fagon synergique, ce qui peut amplifier ou annuler certains effets. Par exemple,
il a été démontré, a quelques reprises, que les PBDE contenant plusieurs atomes de bromes
sont des antagonistes du récepteur a I'cestrogene tandis que les PBDE contenant peu d’atomes
de bromes sont des agonistes du méme récepteur (Hamers et al., 2006, Meerts et al., 2001).
Donc, les résultats obtenus lors d’études in vivo avec un seul congénére ne représentent pas

nécessairement les effets observés chez I'humain exposé a un mélange plus complexe. C’est
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pourquoi nous considérons l'utilisation d’'une formulation de BFRs représentative de I'exposition

nord-américaine comme étant une des forces fondamentales de cette étude.

Notre formulation contient trois mélanges majeurs de PBDE (DE-71 52.1%, DE-79 0.4%
et BDE-209 44.2%) et un HBCD (3.3%) afin de reproduire les ratios observés dans la poussiére
de maisons Nord-Américaines (Allen et al., 2008, Stapleton et al., 2008). A partir d’'un estimé de
Santé Canada suggérant une consommation quotidienne de poussiere de 100 mg/jour pour un
enfant de 16.5kg, plusieurs calculs ont été réalisés pour déterminer les doses appropriées a
utiliser (Ernest et al., 2012). Pour tenir compte des différences entre le rat et 'humain, nous
avons utilisé le ratio de surface corporelle (1: 6.3, humain : rat), comme le recommande la

« Food and Drug Administation » (FDA) (Center for Drug Evaluation and Research, 2002).

Afin de confirmer I'exposition réelle il serait pertinent de performer une analyse chimique
des glandes mammaires des rats. Puisque le transfert de contaminants organiques est un
processus hautement sélectif, de telles analyses nous permettrons de déterminer si les
différents congénéres sont acheminés a la progéniture lors de la gestation et/ou lors de
l'allaittement. L’analyse des tissus mammaires va également nous permettre de déterminer si
les divers congénéres sont métabolisés ou excrétés avant méme datteindre la glande
mammaire. Ces analyses n’ont pas encore eux lieu. Par contre, de telles analyses ont été
réalisées par d’autres groupes ayant utilisés un désign expérimental similaire. Les
concentrations de PBDE et de HBCD ont été mesurées dans le sérum des femelles gestantes
ainsi que dans le foie des rats PND21 et PND46 (Lefevre et al., 2016, Tung et al., 2016). De
facon importante, ces analyses confirment que les concentrations présentes dans le sérum
maternel ou encore dans le foie de la progéniture augmentent de maniére dose-dépendante
(Lefevre et al., 2016, Tung et al., 2016).

Plusieurs composés et surtout plusieurs perturbateurs endocriniens ont un impact
d’autant plus important lorsqu’ils sont administrés a l'organisme lors de périodes dites
vulnérables. Parmi les périodes les plus vulnérables, on retrouve le développement foetal et
périnatal puisque c’est a ce moment qu’'a lieu le développement de la plupart des organes
(Fenton et al., 2012). Par exemple, une exposition périnatale a des perturbateurs endocriniens,
tel que la 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), est associé a des anomalies
développementales et a un risque augmenté de cancer du sein a I'dge adulte (Brown et al.,
1998). C’est pourquoi nous avons choisi d'exposer des rattes deux semaines avant
'accouplement et jusqu'a la fin de lallaitement afin d’étudier les effets d’'une exposition

périnatale chez leur progéniture (F1).
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Résultats

Nos résultats suggérent que la croissance épithéliale globale n’est pas significativement
affectée par une exposition périnatale a notre mélange de BFRs. Cependant, la seule étude in
vivo a avoir investigué I'effet des BFRs sur le développement mammaire démontre le contraire.
Kodavanti et al (2010) ont décrit un délai développemental au niveau des glandes mammaires
chez les rats de la F1, ayant été exposés in utéro et durant I'allaitement & un mélange de PBDE
(DE-71). Dans leur étude, ils ont observé que la croissance de I'épithélium était inhibée au jour
post-natal 21 (PND21) (Kodavanti et al, 2010). Selon leur systeme de pointage, le
développement au niveau des bourgeons terminaux ainsi que I'embranchement de I'épithélium
étaient réduits au moment de la puberté (Kodavanti et al., 2010). Ces observations
contradictoires peuvent potentiellement étre dues a la composition variable des mélanges de
BFRs. DE-71 est un mélange de PentaPBDE tandis que notre mélange contient trois sortes de
PBDE ainsi qu'un HBCD, tel que décrit précedement (Allen et al., 2008, Stapleton et al., 2008).

Nos résultats suggérent également que notre mélange de BFRs entrainent une perte des
jonctions adhérentes de I'épithélium mammaire au moment de la puberté. Ces jonctions sont
importantes lors du développement mammaire et leur perte menace l'intégrité de I'épithélium
(Daniel et al., 1995, Lanigan et al., 2007, Strumane et al., 2004). Par exemple, une perte d’E-
cadhérine a été associée a la présence de cellules luminales flottant dans le lumen ainsi qu’a
une inhibition de la synthése d’ADN et de la croissance cellulaire (Daniel et al., 1995). E-
cadhérine (CDH1) est également un géne suppresseur de tumeur donc son inhibition pourrait

favoriser le développement et la progression du cancer du sein (Yoshida et al., 2001)

Enfin, en réponse a une exposition périnatale a un mélange de BFRs, nos résultats
démontrent également une diminution de TRa au moment de la puberté. Vu l'effet connu de
certains BFRs sur le taux de T4 circulant, nous ne sommes pas surpris d’observer un effet au
niveau de la signalisation avec les hormones thyroidiennes (Chevrier et al., 2010, Ernest et al.,
2012, T. H. Kim et al., 2009, Zota et al., 2011). Par contre, les répercussions qu’entraine la perte

de ce récepteur spécifique au niveau de la glande mammaire demeurent inconnues.

Perspectives

Les résultats obtenus lors de cette étude ajoutent aux connaissances limitées sur les

effets d’'une exposition aux BFRs au niveau des glandes mammaires. Cependant, ils soulévent
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également des questions supplémentaires. Par exemple, existe-t'il un lien entre l'inhibition de
I'expression protéique de TRa et les niveaux de thyroxine dans le sérum? Est-ce que I'inhibition

de TRa et celle d’E-cadhérine sont liées?

Afin de répondre a ces questions, il serait important de procéder au dosage des
différentes hormones présentes dans le plasma sanguin des rats de la F1, plus particulierement
les taux de T4 chez les rats PND46. Des études in vitro nous permettraient également d’élucider
si un mécanisme impliquant a la fois TRa et E-cadhérine est potentiellement impliqué dans la
toxicologie des BFRs. A l'aide de lignées cellulaires mammaires telle que MCF-7 ou T47D, on
pourrait procéder a I'activation de TRa avec T3 et investiguer 'effet sur I'expression protéique
de E-cadhérine. Aussi, il serait intéressant de procéder a linactivation de TRa grace a un
antagoniste connu (Schapira et al., 2003) et d’analyser encore une fois I'expression protéique
d’E-cadhérine suite aux traitements au T3. De cette fagon, on pourrait s’assurer que I'effet soit

réellement modulé par le récepteur TRa.

D’autres questions importantes surviennent suite aux résultats de cette étude,
notamment la suivante : est-ce que les jonctions intercellulaires sont fonctionnelles? Lors de
notre étude, une diminution a été observée pour I'expression protéique de Cx43 au moment de
la puberté, bien que, cette baisse n’était pas statistiquement significative. Malgré I'absence
d’effet significatif au niveau de I'expression protéique des Cxs, il serait important d’étudier leur
localisation, a l'aide d’expériences d’immunofluorescence, afin d’analyser leur fonction. Il a été
déemontré que la localisation membranaire des connexines est requise afin de permettre la GJIC
(Xie et al., 1997). En fait, une corrélation a été observée entre l'inhibition de la GJIC et une

relocalisation de Cx43 au niveau du cytoplasme (Xie et al., 1997).

Les jonctions adhérentes devraient également étre étudiées a l'aide d’'un microscope
confocal et de techniques d’immunofluorescence. La diminution de I'expression protéique d’E-
cadhérine, chez le groupe ayant regu la dose la plus faible, nous indique que les jonctions
adhérentes sont affectées. Par contre, I'effet d’'une exposition a un mélange de BFRs sur
'expression protéique de B-caténine, une autre protéine majeure des jonctions adhérentes,
n’était pas statistiquement significatif. Nous émettons I'hypothése que c’est plutét la localisation
de [B-caténine qui est affectée chez les groupes traités. En fait, B-caténine posséde deux rbles
majeurs selon sa localisation. Elle doit étre présente au niveau de la membrane plasmique afin
de participer a la formation des jonctions adhérentes (H. Yao et al., 2011). Par contre, lorsqu’elle
est retrouvée au niveau du noyau, elle agit en tant que facteur de transcription et stimule, entre

autres, la prolifération cellulaire et la capacité d’invasion (Hatsell et al., 2003).
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La poursuite de cette étude impliquerait I'étude des effets d’une exposition périnatale a la
mixture de BFRs a un age plus avancé. La puberté est une étape majeure du développement
des glandes mammaires et une perturbation de I'expression protéique a cette étape peut
influencer le devenir de la glande mammaire a I'dge adulte. Pour cette raison, il serait important
d’étudier les différents marqueurs chez les rats sacrifiés au jour post-natal 208 (PND208). Lors
de cette étude, nous avons observé que linhibition de I'expression protéique d’E-cadhérine
n’était présente qu’'au moment de la puberté puisqu’elle n’était pas observable chez les rats
PND21 et PND208. Par contre, les autres marqueurs de la TEM ou encore les autres protéines

jonctionnelles pourraient potentiellement étre modulés a I'Age adulte.

Enfin, puisque qu’une partie importante du développement de la glande mammaire se
déroule lors de cycles grossesse-allaitement-involution (PLC « Pregnancy Lactation Cycle »), le
modéle utilisé était limitant. Afin d’étudier I'effet d’'une exposition périnatale a un mélange de
BFRs lors d’un PLC, il faudrait laisser des rattes de la premiére génération filiale (F1) se
reproduire. On pourrait ensuite analyser leurs glandes mammaires a différents moments lors de
la grossesse, de l'allaitement et de l'involution. Ces analyses nous permettraient d’identifier si
une exposition périnatale a des BFRs peut engendrer des conséquences fonctionnelles au
niveau de la glande mammaire qui, aprés tout, a comme réle principal la production et la

sécrétion du lait.

Evaluation du risque

L’évaluation du risque est le processus qui nous informe sur les dangers d’'un composé
et sur les mesures que I'on devrait prendre afin de s’en protéger. En se basant uniquement sur
les résultats de cette étude, il serait difficile de faire une évaluation du risque pour les BFRs
étudiés. L’évaluation doit tenir compte des avantages d'utiliser des retardateurs de flammes
bromés, c’est-a-dire leur efficacité a prévenir les blessures et/ou mortalités ainsi que leur codt
modeste (Jinhui et al., 2015). Cependant, elle doit aussi tenir compte des désavantages tels que
la persistance, la bioaccumulation et tous les effets néfastes observés lors d’études in vitro, in

vivo et/ou épidémiologiques.

Nous n’avons pas observé d’effets majeurs au niveau du développement mammaire. En
effet, 'analyse du poids, de I'élongation et I'aire de I'épithélium et finalement, de I'histologie de la
glande mammaire, n’ont pas démontré de différences significatives entre les groupes exposés

et le groupe témoin. Par contre, notre étude a démontré quelques effets au niveau de
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I'expression protéique. Certains effets n’étaient pas statistiquement significatifs probablement a
cause de la grande variabilité de I'expression protéique a I'intérieur des groupes (ex : Cx43). Il
est aussi possible que cette variabilité soit due au mode d’exposition des animaux. Nous avons
choisi d’exposer les rattes gestantes en ajoutant notre mixture a leur nourriture. Ainsi,
I'exposition réelle dépend de la consommation quotidienne des rattes et de leur poids. Ce mode
d’exposition reflete mieux I'exposition humane, mais améne plus de variabilité. La surveillance
de la consommation quotidienne des rats femelles ainsi que l'analyse chimique des tissus
mammaires chez la progéniture nous permettrait de déterminer si la variabilité est effectivement

due au mode d’exposition.

L’évaluation du risque pour les BFRs a déja mené au bannissement et a des restrictions
au niveau de la production de plusieurs membres de cette grande famille (Jinhui et al., 2015).
Dans le futur, il est primordial de continuer a surveiller les taux présents dans notre
environnement et dans les divers échantillons humains (lait maternelle, sérum, etc.) afin
d’évaluer les tendances suite a cette réglementation et ajuster les recommandations en

conséquence.

Conclusion

En somme, les résultats de cette étude démontrent que malgré I'absence d’effets au
niveau du développement mammaire globale, il y a une atteinte des jonctions adhérentes ainsi
que du récepteur aux hormones thyroidiennes a au moment de la puberté chez le groupe ayant
recu la plus faible dose d’'un mélange de BFRs. Les résultats obtenus lors de cette étude sont
d’autant plus importants puisque c’est une des premiéres études a investiguer I'effet des BFRs
au niveau de la glande mammaire et a utiliser un mélange de BFRs représentatif de I'exposition
humaine. Aussi, les effets observés démontrent qu’'une exposition périnatale a des BFRs peut
affecter la régulation des protéines plus tard dans la vie de I'organisme, plus spécifiquement au
moment de la puberté, qui est une période sensible pour le développement de la glande
mammaire et pour le cancer du sein. D’autres analyses seraient nécessaires afin de déterminer

'impact a long terme de cette dérégulation au moment de la puberté.
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ANNEXE |

Tableau 2. Composition chimique du mélange de BFRs. Comparaison avec les niveaux des

différents congénéres présents dans la poussicre de maisons. Tiré¢ de (Ernest et al., 2012).

Diet Formulation

House dust levels”

Congeners in component technical mixtures (%)

Congener levels in

Congener  Median (ng/g)  Percentage (%) DE-71” (52.08%)° DE-79° (0.36%)  BDE-209¢ (44.18%)° HBCD (3.38%)° final mixture (%)
BDE-17 1.4 0.01 0.04 0.02
BDE-28 16.3 0.16 037 0.19
BDE47 1865 17.93 33.93 17.19
BDE49 29.6 0.28 0.77 0.40
BDE-66 17.2 0.17 1.02 0.53
BDE-85 124 1.19 3.18 1.66
BDE-99 2460 23.64 4140 0.03 21.56
BDE-100 436.3 4.19 7.10 3.70
BDE-138 20.9 02 024 0.50 0.13
BDE-153 234.4 225 375 6.17 4.18
BDE-154 182.8 176 3.00 0.93 1.57
BDE-183 27.9 027 0.08 37.20 0.18
BDE-197 2.7 0.03 21.60 0.08
BDE-207 459 0.44 13.70 0.05
BDE-209 4502 4327 1.81 98.00 4330
HBCD 3.40 99.00 335

“Values for PBDE congeners in dust are those reported by Allen e7 al. (2008), whereas total HBCD values are derived from the analyses of the same samples but

reported by Stapleton ez al. (2008)

bCongener levels in technical DE-71 are those reported by Konstantinov e al. (2008).

“Congener levels in technical DE-79 are those reported in the certificate of analysis provided by supplier.
“dCongener levels in BDE-209 are those reported in the certificate of analysis provided by supplier.
“Amount in final mixture.
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