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Résumé 

L’altération de la barrière hématoencéphalique (BHE) par les cellules tumorales et 

les cellules immunes circulantes peut mener à la neuroinflammation. Les cellules 

leucémiques promyélocytaires HL-60 sont un excellent modèle pour étudier et comprendre 

les mécanismes de signalisation moléculaires qui caractérisent le développement tumoral et 

métastatique. La cancérogenèse peut s’accompagner de modulations de l’expression de 

biomarqueurs tels que la cyclooxygénase-2 et la métalloprotéase-9. Les recherches décrites 

dans ce mémoire relatent l’analyse des biomarqueurs inflammatoires et invasifs régulés lors 

de la différenciation induite par le PMA des cellules HL-60 en macrophages. Le statut de 

différenciation cellulaire pourrait avoir un impact sur les gènes cibles de la voie NF-κB. 

Nous émettons l’hypothèse que le PMA active la voie NF-κB et que cette signalisation peut 

être renversée par l’(-)-épigallocatéchine-gallate (EGCG). En effet, une régulation à la 

hausse de l’expression de plusieurs gènes combinée à la diminution de l’expression d’IκB 

mettent en évidence l’implication de la voie NF-κB dans l’activation des mécanismes pro-

inflammatoires et pro-invasifs. Les mêmes observations sont faites dans les cellules 

différenciées appelées «macrophages-like». L’EGCG, un polyphénol dérivé du thé vert, a 

un potentiel chimiopréventif. Il est capable d’inhiber la signalisation moléculaire passant 

par la voie NF-κB dans les cellules HL-60 traitées simultanément par l’EGCG et le PMA, 

mais pas dans les cellules «macrophages-like». Cette différence peut s’expliquer par une 

modulation de l’expression du récepteur de surface cellulaire de l’EGCG, le récepteur à la 

laminine de 67 kDa, et de son précurseur de 37 kDa. Collectivement, nos résultats montrent 

que le statut de différenciation des cellules promyélocytaires HL-60 concorde avec 

l’activation des mécanismes favorisant le développement d’un cancer et des métastases. Cet 

effet peut être prévenu par l’utilisation d’agents naturels tel l’EGCG. Le ciblage de 

biomarqueurs liés au statut de différenciation des cellules tumorales impliquées dans la 

perturbation de la barrière hématoencéphalique qui cause la neuroinflammation permettrait 

l’avancement des connaissances dans la prévention de la cancérogenèse.  

Mots-clés : Cellules HL-60, inflammation, COX-2, MMP-9, NF-κB, EGCG 



 

 

 

ii 

Abstract 

Blood-brain barrier (BBB) disruption by circulating tumor and immune cells leads 

to secondary inflammatory infections. Promyelocytic HL-60 cells represent an excellent 

model to study and to get a better understanding of the molecular signaling mechanisms 

involved in carcinogenesis and metastasis. The research described in this thesis shows the 

analysis of several inflammatory and invasive biomarkers regulated during PMA-induced 

differentiation of promyelocytic HL-60 cells into macrophages. Carcinogenesis involves 

some modifications in the expression of biomarkers such as cyclooxygenase-2 and matrix 

metalloprotease-9. The differentiation status could have an impact on the NF-κB signaling 

pathway that regulates the target genes, given that these target genes expression varies 

during cell differentiation. We hypothesize that the activation of the NF-κB pathway by 

PMA can be reverse by (-)-epigallocatechin-gallate (EGCG). Indeed, the up-regulation of 

downstream genes combined with the down-regulation of IκB expression showed the 

significant implication of the NF-κB signaling pathway to activate pro-inflammatory and 

pro-invasive mechanisms linked to carcinogenesis. The same evidence exhibits in the 

differentiated cells called «macrophages-like». Moreover, the green tea polyphenol, EGCG, 

shows chemopreventive property since it better inhibited NF-κB signaling in cells treated 

simultaneously with EGCG and PMA compared to the «macrophages-like». This 

difference could be due, in part, to the down-regulation of the 67 kDa laminin receptor, 

known to be the non-integrin membrane receptor for EGCG. All together, our results 

suggest that the differentiation status of promyelocytic cells is linked to the activation of 

mechanisms involved in carcinogenesis and metastasis. These phenomena can be prevented 

by using natural agents such as EGCG. Targeting the specific biomarkers linked to the 

differentiation status of tumor cells and involved in the disruption of the BBB may help 

reduce secondary neuroinflammation and enable the advancement of knowledge towards 

carcinogenesis prevention. 

Keywords : HL-60 cells, inflammation, COX-2, MMP-9, NF-κB, EGCG 
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1. Le cancer 

1.1. Définition 

Le cancer est un terme général utilisé pour définir un grand groupe de pathologies 

pouvant affecter différentes parties de l’organisme (Organisation mondiale de la santé, 

2012). Ces maladies sont aussi appelées tumeurs malignes et/ou néoplasmes. Ce sont des 

dysfonctions d’origine génétique, mais pas nécessairement héréditaire. Elles consistent 

essentiellement en une prolifération cellulaire anormalement élevée, puis en l’activation de 

plusieurs signaux favorisant le maintien et la survie de ces nouvelles cellules tumorales.  

1.2. Statistiques 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a enregistré 7,6 millions de décès causés 

par le cancer à travers la planète en 2008. Cela correspond à environ 13% de la mortalité 

mondiale. L’OMS considère que 30% de ces cancers sont évitables. Au Canada, il est 

estimé qu’il y a eu environ 177 800 nouveaux cas de cancer en 2011 dont 75 000 ont causé 

le décès. Près de la moitié des nouveaux cas sont des cancers des poumons, colorectaux, de 

la prostate et du sein. Le taux de mortalité est plus élevé dans les provinces de l’Atlantique 

et du Québec. Le risque de cancer augmente avec l’âge pour atteindre 42% des nouveaux 

cas de cancer chez les 70 ans et plus, et 59% de décès causés par le cancer dans la même 

catégorie d’âge. L’incidence est, quant à elle, autant élevée chez les hommes que les 

femmes. Le type de cancer varie toutefois selon le sexe. Vers l’âge de 55 ans, l’incidence et 

la mortalité sont plus grandes chez les hommes que chez les femmes. L’augmentation des 

nouveaux cas et de la mortalité est principalement due au vieillissement et à 

l’accroissement de la population (Société canadienne du cancer, 2011). 

1.3. Cancérogenèse 

Le cancer se développe à partir d’une cellule qui subit une mutation puis se 

transforme en transitant par trois principales étapes (figure 1). La cancérogenèse débute par 

une phase d’initiation. C’est-à-dire que la conséquence d’une mutation dans l’ADN résulte 
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en un changement fonctionnel de la cellule atteinte. Cette cellule entre en phase de 

promotion pendant laquelle la synthèse d’ADN est augmentée. Il y a une surproduction de 

prostaglandines, de protéines Ras, d’oncoprotéines et de facteurs de croissance tels PDGF, 

TGFα et β, EGFR et bFGF. La transduction du signal est augmentée par l’activation de 

protéines G membranaires (Brandt-Rauf et Pincus, 1998). L’activité métabolique des 

cellules transformées est altérée. Les cellules tumorales se multiplient de façon incontrôlée. 

Pendant la dernière phase de progression, la prolifération continue et les gènes 

suppresseurs de tumeurs perdent leur activité normale. Il y a une suractivation de 

métalloprotéases permettant le remodelage de la matrice extracellulaire (Gialeli et al., 2011; 

Rundhaug, 2003). Des nouveaux vaisseaux se forment afin d’alimenter la tumeur. 

L’invasion vers des sites secondaires est initiée pour en arriver à la formation de métastases 

(Abel et DiGiovanni, 2008; Croce, 2008). 

 

 

 

Figure 1. Étapes de la cancérogenèse. Des agents néfastes affectent une cellule normale et 

l’initient à la cancérogenèse. La cellule entre en phase de promotion tumorale. Elle subit 

des lésions au niveau de l’ADN et cela déclenche la prolifération incontrôlée. Des 

oncogènes sont activés et des gènes suppresseurs sont inactivés pour amener les cellules en 

phase de progression qui peut durer des années. Finalement, le cancer s’établit et peut être 

diagnostiqué. 

[Adapté de : Béliveau et Gingras, 2007] 
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En suivant ces stades de développement, les tumeurs acquièrent des caractéristiques 

qui définissent leurs changements phénotypiques (figure 2). Premièrement, elles deviennent 

indépendantes des signaux normaux de prolifération cellulaire. Deuxièmement, elles sont 

insensibles aux signaux antiprolifératifs. Troisièmement, il s’installe une résistance à 

l’apoptose. Quatrièmement, elles adoptent une capacité anormale d’angiogénèse. 

Cinquièmement, elles deviennent invasives et mènent à la formation de métastases. 

Sixièmement, leur capacité de réplication de l’ADN est illimitée (Hanahan et Weinberg, 

2000). 

 

 

Figure 2. Changements phénotypiques associés au développement tumoral. Le 

développement néoplasique confère aux cellules des mécanismes moléculaires adaptatifs 

régulant des voies de prolifération, de survie et d’invasion pour former le cancer. Ces 

caractéristiques spécifiques sont nommées en fonction des phases de développement et des 

biomarqueurs impliqués dans la génération de lésions malignes. 

[Adapté de : Hanahan et Weinberg, 2000] 
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En plus de ces six principales caractéristiques, deux caractéristiques émergentes ont 

récemment été définies (figure 3). Ainsi, les tumeurs se distinguent par la modification du 

métabolisme énergétique et par l’évitement de la destruction par les cellules immunitaires. 

Avec les années, l’approfondissement des connaissances a permis de définir deux nouvelles 

caractéristiques du cancer : l’instabilité du génome menée par des mutations ainsi que la 

présence de molécules liées au caractère inflammatoire dans le microenvironnement 

tumoral (Hanahan et Weinberg, 2011). La combinaison de ces dix caractéristiques permet 

l’identification de biomarqueurs et leur ciblage thérapeutique dans le but de mieux 

comprendre les composantes du cancer et de mieux les traiter (figures 2 et 3). 

 

 

Figure 3. Les nouvelles caractéristiques tumorales. Aux six caractéristiques de base 

qualifiant les tumeurs présentées à la figure 2 viennent s’ajouter quatre caractéristiques 

décrivant le développement cancéreux. Ces nouvelles caractéristiques permettent la 

définition beaucoup plus précise des changements phénotypiques observés lors de la 

cancérogenèse. 

 [Adapté de : Hanahan et Weinberg, 2011] 
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1.4. Avenues thérapeutiques 

Il existe des moyens de traiter le cancer une fois que celui-ci a été diagnostiqué. On 

doit connaître la nature de la tumeur, son stade de développement et son potentiel 

métastatique. Plus la tumeur est décelée à un stade précoce, plus l’impact thérapeutique est 

grand. Selon le cas, il est possible par chirurgie d’éliminer la masse tumorale. Sinon, on a 

recours à des traitements de radiothérapie ou de chimiothérapie. Cette dernière consiste en 

l’utilisation de médicaments destinés à tuer les cellules à prolifération rapide et incontrôlée. 

La chimiothérapie est surtout utilisée pour les tumeurs métastatiques (McKnight, 2003). 

Quant à la radiothérapie, elle consiste à l’irradiation ciblée des cellules composant une 

tumeur solide bien localisée et dans un stade avancé. Le but est d’envoyer des rayons X, 

des rayons gamma ou des particules chargées négativement sur les cellules afin 

d’endommager leur ADN. Elles cesseront de se multiplier et mourront (National Cancer 

Institute, 2010). La radiothérapie dépend de l’alimentation en oxygène des cellules. Les 

tumeurs possédant un centre hypoxique sont plus résistantes (Longo, 2010). Étant donné 

que les tumeurs solides possèdent d’importants centres hypoxiques, le microenvironnement 

affaibli en oxygène demeure le plus grand obstacle à la réussite de la radiothérapie 

(Harrison et al., 2002).  

L’objectif de ces traitements est assurément la guérison de la maladie, mais aussi 

l’augmentation de la durée et de la qualité de vie du patient. Il est très fréquent que la 

thérapie soit toxique et affecte le tissu sain dans lequel s’est développée la tumeur. Ces 

options thérapeutiques sont souvent combinées afin d’obtenir le meilleur résultat possible 

avec une efficacité de traitement optimale et un minimum d’effets secondaires. Cependant, 

il arrive que certaines tumeurs malignes soient résistantes aux traitements (McKnight, 

2003). Il devient donc impératif, jour après jour, de trouver de nouvelles cibles 

pharmacologiques pour rendre la thérapie plus efficace. 
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1.5. Prévenir le  développement tumoral 

Le cancer est en partie évitable si l’on adopte des saines habitudes de vie et que l’on 

prenne les meilleures précautions. Entre autre, il est fortement recommandé d’éviter de 

consommer du tabac car c’est une des principales causes de cancer des poumons dans le 

monde (Gritz et al., 2008; Beaglehole et al., 2011). La consommation d’alcool est un autre 

facteur de risque principalement associé aux cancers du système digestif, du sein et du foie. 

Le contrôle de la consommation de tabac et d’alcool est surtout influencé par le 

comportement que la société adopte vis-à-vis de la vente, des médias, de la publicité et des 

lois (Beaglehole et al., 2011). La prudence au quotidien est de mise pour diminuer 

l’exposition involontaire aux agents infectieux, à la pollution environnementale, aux 

produits cancérogènes professionnels et au rayonnement (Stewart, 2012). Les recherches 

démontrent aussi qu’il est important de faire de l’activité physique chaque jour afin d’éviter 

des problèmes de surpoids et d’obésité en plus de réduire le risque associé au 

développement tumoral de plusieurs cancers s’attaquant à divers organes dont les intestins, 

le pancréas, les seins, les poumons, la peau, l’endomètre et la prostate (Na et Oliynyk, 

2011). Une mauvaise alimentation contribue au développement de 30% de tous les cancers 

et de 70% des cancers du système digestif. L’incidence peut être diminuée par l’adoption 

d’une alimentation saine et équilibrée. Il est primordial et avantageux de choisir des 

aliments d’origine végétale comportant des éléments phytochimiques capables de bloquer 

les mécanismes de la cancérogenèse (Tableau I). Cela fait partie des habitudes à adopter 

pour prévenir le cancer (Beliveau et Gingras, 2007; Gingras et Beliveau, 2006). 

1.5.1. Chimioprévention par des molécules issues de la diète 

La chimioprévention consiste en l’usage pharmacologique de molécules naturelles 

ou synthétiques pour diminuer le risque de cancer (Lippman et Lee, 2008; Tan et al., 2011; 

Brenner, 2008). Les principales cibles moléculaires visées sont des facteurs de transcription 

(NF-κB, AP-1, EGR-1, STAT3, Nrf2, β-catenine, p53), des protéines kinases (IKK, Akt, 

JNK, TYK2, PKC, MAPK), des facteurs de croissance (TNF, PDGF, VEGF, CSF) et des 
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protéines impliquées dans l’apoptose, les métastases, l’adhésion et le cycle cellulaire (Bcl-

2, caspase-3, COX-2, MMP-9, VCAM-1, cyclin D1) (Aggarwal et Shishodia, 2006; 

Béliveau et Gingras, 2007; Pan et al., 2011). On appelle agents nutraceutiques les 

molécules issues de l’alimentation qui sont destinées à prévenir le cancer et autres atteintes 

pathologiques. Ces agents nutraceutiques sont faciles à se procurer car ils font partie de 

notre alimentation. Les épices, les crucifères, les légumes verts, le vin rouge, le thé vert, les 

petits fruits et les agrumes font partie des aliments parmi lesquels on retrouve une quantité 

importante de molécules anticancéreuses (Gingras et Beliveau, 2006). 

 

 

CIBLE MOLÉCULES  
PHYTOCHIMIQUES 

MEILLEURES SOURCES 

ALIMENTAIRES 
INHIBITION 
Invasion tumorale et métastases Epigallocatéchine gallate Thé vert 

Signaux de transduction des récepteurs de facteurs de 
croissance 

Delphinidine, acide ellagique Bleuets, framboises, noix 

Enzymes inflammatoires (ex : COX-2) Curcumine, resvératrol Curcuma, raisins 

Activité des facteurs de transcription (ex : NFκB, AP-1) Curcumine, resvératrol Curcuma, raisins 
Résistance aux médicaments (ex : MDRP) Disulfure de diallyle Ail 

Angiogénèse Epigallocatéchine gallate Thé vert 

Action des oestrogènes Génistéine Soja 

Activation métabolique des cancérogènes  Indol-3-carbinol Chou 

ACTIVATION 
Apoptose tumorale Phénétyle isothicyanate Chou, cresson 

Fonction du système immunitaire Lentinan Champignons shiitake 

Détoxification via les enzymes de phase II Sulforaphane Brocoli 

Tableau I. Cibles thérapeutiques des molécules phytochimiques issues de 

l’alimentation. Les molécules phytochimiques dérivées de l’alimentation quotidienne 

visent des mécanismes impliqués dans le développement tumoral. Le but est d’inhiber ou 

d’activer spécifiquement ces voies afin de prévenir le développement du cancer.  

Abréviations : COX-2 : cyclooxygénase-2; NF-κB : facteur nucléaire kappa B; AP-1 : 

protéine activatrice; MDRP : Protéine de résistance aux médicaments. [Adapté de Béliveau 

et Gingras, 2006] 
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1.5.1.1. Polyphénols du thé vert 

Les polyphénols contenus dans le thé vert sont des catéchines. Elles font l’objet de 

maintes recherches sur la prévention du cancer. Les molécules suivantes demeurent les plus 

étudiées : (-)-épigallocatéchine-3-gallate (EGCG),  (-)-épigallocatéchine (EGC), (-)-

épicatechine-3-gallate (ECG), (-)-épicatéchine (EC), catéchine (C) et gallocatéchine (GC) 

(figure 4). EGCG et EGC sont des molécules au pouvoir antioxydant conféré par leur 

structure gallate (Yang et Wang, 2010; Zaveri, 2006). L’activité préventive du thé vert, ou 

de l’EGCG, a été documentée dans quelques centaines d’articles scientifiques portant sur 

les cancers de la peau, des poumons, de l’œsophage, de l’estomac et plusieurs autres. Peu 

de recherches ont été publiées en ce qui concerne les cancers du sang et la promotion des 

métastases via la perturbation de la barrière hématoencéphalique causée par les cellules 

immunes et tumorales circulantes.  

 

 

 

Figure 4. Structure moléculaire des différentes catéchines du thé vert. 

[Adapté de Zaveri, 2006] 
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1.5.1.2. Mécanismes d’action connus de l’EGCG 

Lors de la cancérogenèse, les cellules se transforment et acquièrent des 

caractéristiques tumorales (figures 2 et 3). Il s’ensuit une instabilité génomique due au 

stress environnemental et à la perte de la capacité à réparer les dommages à l’ADN. Pour 

prévenir les conséquences induites par ce comportement cellulaire déficient, l’EGCG agit 

comme un antioxydant, un antiinflammatoire et un antiapoptotique (Singh et al., 2011; Tan 

et al., 2011). L’EGCG est la molécule la plus étudiée car celle-ci s’est révélée posséder la 

plus grande capacité à réagir face au stress oxydatif créé par les espèces réactives 

oxygénées (ERO) (Annabi et al., 2007; Hazawa et al., 2011; Yang et Wang, 2010). Dans un 

premier temps, l’EGCG active des protéines kinases. La phosphorylation induite par ces 

protéines kinases mène à la dissociation de la protéine Keap1 du facteur nucléaire Nrf2. 

Cette dissociation peut aussi être induite par l’oxydation directe de Keap1 par l’EGCG. 

Ainsi, Nrf2 phosphorylé migre dans le noyau cellulaire. Une fois dans le noyau, Nrf2 

phosphorylé  se lie à au domaine bZIP. La transcription est activée par l’élément de réponse 

antioxydant (ARE). L’ARE est présent dans plusieurs enzymes aux actions antioxydantes et 

détoxifiantes. En somme, la capacité cellulaire de réparation des dommages nucléiques et 

protéiques est augmentée et la formation d’ERO est évitée. La diminution du stress oxydatif 

mène à l’inhibition des phases d’initiation et de promotion tumorale (figure 5A) (Tan et al., 

2011). Dans un deuxième temps, l’EGCG peut induire l’apoptose, phénomène connu 

comme un des meilleurs moyens de défense cellulaire contre le cancer car elle est en fait la 

mort programmée des cellules (Tan et al., 2011). L’EGCG peut induire les voies 

intrinsèque ou extrinsèque (figure 5B). Dans la voie intrinsèque, la membrane 

mitochondriale devient perméabilisée par la création de pores transitoires qui adoptent une 

conformation ouverte. Le ratio Bax/Bcl-2 est augmenté faisant gonfler la matrice 

mitochondriale. La membrane se fragmente puis des protéines pro-apoptotiques sont 

relâchées : le cytochrome c, l’Apaf-1 et l’endonucléase G. Ensemble, elles forment un 

apoptosome qui va activer la voie de la caspase-3 puis l’apoptose. La voie extrinsèque, 

quant à elle, est activée par la liaison du ligand de la mort (EGCG) à son récepteur (67LR). 
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Cela active le clivage de la procaspase-8 en caspase-8 permettant l’activation de la caspase-

3 puis l’apoptose (Tan et al., 2011). Dans un troisième temps, l’EGCG inhibe les cytokines 

pro-inflammatoires qui activent la voie de signalisation par le facteur nucléaire kappa B 

(NF-κB) (figure 5C). Les gènes transcrits par cette voie sont responsables de la formation 

d’espèces réactives nitrosylées (ERN) et des prostaglandines E2 (PGE2), c’est-à-dire 

l’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS) et la cyclooxygénase-2 (COX-2) 

respectivement. Ces produits font partie de la chaîne d’action menant au développement du 

cancer (Tan et al., 2011). L’inhibition de la voie NF-κB diminue les risques de mutations, 

d’invasions métastatiques, de prolifération et d’immunosuppresssion. 

 



 

 

Figure 5. Mécanismes d’action des composés phytochimiques préventifs. (A) Activation transcriptionnelle de l’ARE par Nrf2 menant à 

la diminution du stress oxydatif, impliqué dans le développement tumoral. (B) Activation de l’apoptose via la voie extrinsèque par l’EGCG 

et via voie intrinsèque par la régulation des signaux anti/pro-apoptotiques. (C) Inhibition des voies de signalisation impliquées dans la 

cancérogenèse.  

 [Adapté de : Tan, 2011] 



 

 

2. La leucémie 

2.1. Définition 

La leucémie est l’accumulation de globules blancs, ou leucocytes, dans le sang et la 

moelle osseuse. Dans l’hématopoïèse normale (figure 6A), on remarque qu’à partir des 

cellules souches hématopoïétiques un progéniteur pluripotent se différencie en deux autres 

types de cellules progénitrices, myéloïde (CMP) et lymphoïde (CLP). Les CMP et les CLP 

se différencient ensuite en des cellules sanguines matures (érythrocytes et leucocytes) ayant 

chacune une fonction respective au sein de l’organisme. Les érythrocytes, aussi appelés 

globules rouges, servent au transport des gaz à travers les vaisseaux sanguins en passant par 

les poumons. Les leucocytes regroupent plusieurs types cellulaires; granulocytes, 

monocytes et lymphocytes. Ils servent à la défense de l’organisme face aux infections et 

substances étrangères (Société canadienne du cancer, 2011). La différenciation des cellules 

hématopoïétiques est caractérisée par la répression sélective d’opérons résultant en des 

changements physiques et fonctionnels au niveau du génome cellulaire. Arrivé à un certain 

stade, il y a production des protéines régulatrices de l’expression constitutive des gènes 

réprimés (Guyton et Hall, 2006). C’est ce qui se produit lors de chaque étape de 

l’hématopoïèse pour que chaque nouvelle cellule croisse et se divise répliquant avec elle 

son génome. 

Toutefois, des changements et des mutations peuvent survenir dans l’ADN des 

cellules souches ou progénitrices empêchant leur différenciation en cellules matures. Cela 

cause l’accumulation des CLP ou CMP dans le sang et dans la moelle osseuse. 

L’hématopoïèse normale et plusieurs voies de signalisation sont déstabilisées augmentant la 

prolifération des cellules mutées, diminuant la différenciation, rendant le génome instable, 

augmentant la survie cellulaire et favorisant l’auto-renouvellement (Lensch, 2011; Passegue 

et al., 2003). Ces caractéristiques sont propres au développement du cancer et plus 

particulièrement de la leucémie lorsque les cellules hématopoïétiques sont impliquées. 

Il existe plusieurs types de leucémies. On reconnaît quatre principaux groupes de 

leucémies classées selon l’atteinte cellulaire, soit les cellules lymphoïdes ou les cellules 
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myéloïdes, et selon la vitesse d’évolution de la maladie, soit lente ou rapide, qu’on appelle 

chronique ou aiguë. Les changements au niveau de l’ADN sont induits par des facteurs de 

risque dont de fortes radiations parfois dues à l’administration antérieure de radiothérapie. 

Des réarrangements génétiques sont aussi à l’origine des leucémies : les syndromes 

myélodysplasique, de Down, de Bloom, de Schwachman-Diamond, de Louis-Bar et la 

dyskératose congénitale (Faderl et Kantarjian, 2011). Les effets secondaires à la 

chimiothérapie peuvent aussi se manifester par des lésions de l’ADN. L’exposition à des 

produits chimiques (benzène et formaldéhyde) est aussi un des facteurs de risque pouvant 

mener au développement de la leucémie (Société canadienne du cancer, 2011). 

2.2. Statistiques 

En 2011, il y a eu environ 5000 nouveaux cas de leucémie au Canada et on estime 

que 50 % de ceux-ci sont décédés de la maladie. Entre 2003 et 2007, c’était le cancer 

infantile le plus diagnostiqué. L’incidence est d’environ 3,7/100 000 par année et elle 

augmente avec l’âge jusqu’à 18,6 pour les 65 ans et plus (Longo, 2010). Suite au diagnostic 

de la maladie, la survie relative est d’environ cinq ans. Une importante amélioration de 

10% a été observée favorisant la survie relative une fois la leucémie diagnostiquée (Société 

canadienne du cancer, 2011). C’est-à-dire que 10% de plus de patients seront encore en vie 

après une période de 5 ans suivant le diagnostic ramenant le taux de survie relative à 55% 

(Société de recherche sur le cancer, 2010). Ceci est principalement dû à la combinaison 

chimiothérapeutique du trioxide d’arsenic et de l’acide tout-trans-rétinoïque comme choix 

de thérapie d’induction mais aussi de consolidation (Ferrara, 2010). 

2.3. Leucémie promyéloïde aiguë 

La leucémie promyéloïde aiguë (LPA) est la forme la plus commune des leucémies 

aiguës. Elle représente 16% des nouveaux cas de leucémies infantiles au Canada. Son 

incidence augmente avec l’âge et le taux de survie chez les moins de 65 ans est de 40% 

(Lowenberg et al., 1999). La LPA implique une diminution de la différenciation des unités 
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de formation de colonies des granulocytes et monocytes (CFU-GM). En conséquence, il y a 

l’accumulation de ces précurseurs immatures dans le sang et la moelle osseuse (figure 6B). 

La LPA origine d’une translocation sur le chromosome 17q21 menant au réarrangement du 

gène encodant pour le récepteur de l’acide rétinoïque (RARα). Le RARα est normalement 

impliqué dans la différenciation des cellules myéloïdes. Quatre-vingt-quinze pour cent des 

cas de LPA sont associés avec la protéine de fusion «promyelocytic-leukemia retinoic-acid 

receptor α» (PML-RARα) caractérisée par la translocation t(15;17)(q22;q12-21) 

(Grimwade et Enver, 2004).  

Les tissus normaux sont régulés par des facteurs pro et antiangiogéniques. Un 

dérèglement dans la balance de ces facteurs est associé à la croissance tumorale et aux 

métastases. Les cellules tumorales sécrètent aussi des facteurs angiogéniques. Cela promeut 

la chimioattraction de cellules endothéliales et cause l’augmentation de l’angiogénèse dans 

la moelle osseuse de patients atteints de leucémie. L’angiogénèse est stimulée par les 

cellules leucémiques qui infiltrent la moelle osseuse. Plus spécifiquement, les cellules de 

leucémie myéloïde aiguë et les macrophages sont recrutés puis activent la sécrétion du 

facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) (Schmidt et Carmeliet, 2011). 

D’une part, ce facteur peut lier son récepteur à activité tyrosine kinase à la surface de ces 

mêmes cellules leucémiques pour créer une boucle autocrine. D’autre part, il peut lier son 

récepteur à la surface de cellules endothéliales avoisinantes pour créer une boucle 

paracrine. L’activation de VEGF via son récepteur par les cellules endothéliales cause la 

relâche d’autres facteurs de croissance (GM-CSF, G-CSF, facteur des cellules souches : 

SCF) et induit la prolifération cellulaire. Ces facteurs de croissance activent ensuite les 

neutrophiles et les macrophages impliqués dans l’inflammation. De plus, les cellules 

endothéliales stimulent la relâche de métalloprotéases menant à l’extravasation et la 

migration (Keyhani et al., 2001). Par exemple, VEGF induit la relâche de MMP-9 des 

cellules leucémiques promyélocytaires HL-60 et des cellules leucémiques myéloïdes 

fraîchement isolées (Dickson et Shami, 2001). Cela induit la migration cellulaire in vivo 

chez les patients atteints de la leucémie myéloïde aiguë. La néovascularisation dans les 
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tumeurs solides est importante pour la croissance tumorale et l’induction du phénomène 

métastatique. Dans les cancers du sang, le développement microvasculaire contribue à la 

propagation des facteurs de croissance à travers le système sanguin. Ces facteurs altèrent la 

barrière hématoencéphalique pouvant dégénérer en neuroinflammation cérébrale (Mangi et 

Newland, 2000). 

 

 

 

 

Figure 6. Hématopoïèse. Hématopoïèse normale (A) en comparaison à l’hématopoïèse 

dysfonctionnelle de la leucémie promyéloïde aiguë (LPA) (B). () : atteintes génétiques 

possibles de la LPA. 

Abréviations : CSH : cellule souche hématopoïétique; CPH : cellule pluripotente 

hématopoïétique; CMP : progéniteur myéloïde commun; CLP : progéniteur lymphoïde 

commun; CFU-GEMM : unité de formation de colonies des granulocytes, érythrocytes, 

monocytes, mégacarycocytes; CFU-GM : unité de formation de colonies des granulocytes, 

monocytes; CB : cellule B; CT : cellule T; CNK : cellule «natural killer»; LPA : leucémie 

promyélocytaire aiguëe.[Adapté de Lensch, 2011; Grimwade et Enver, 2004] 
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2.4. Thérapies 

Actuellement, lorsqu’une leucémie est diagnostiquée, il existe plusieurs options de 

traitements. Les patients atteints de la LPA sont traités avec une combinaison d’acide tout-

trans-rétinoïque (ATRA) et d’une chimiothérapie au trioxide d’arsenic pour induire la 

rémission (de The et Chen, 2010; Mi et al., 2012; Rubnitz et al., 2010). Puisque la 

chimiothérapie seule ne guérit pas tout, il est essentiel de prévenir la rechute grâce à la 

transplantation de moelle osseuse. On recherche alors un donneur compatible avec le 

receveur pour les antigènes des leucocytes humains (HLA). Cette transplantation va 

contribuer au renouvellement des cellules hématopoïétiques et engendrer l’hématopoïèse 

normale. Ces démarches thérapeutiques sont applicables et tolérables surtout chez les 

enfants et les adultes de moins de 65 ans. Chez les personnes plus âgées, la chimiothérapie 

intensive est toxique et moins supportée. En dernier recours, l’utilisation de facteurs de 

croissance hématopoïétiques peut aider à stimuler l’hématopoïèse et à mobiliser les 

granulocytes et monocytes de la moelle osseuse vers la circulation sanguine. De plus, le 

pouvoir thérapeutique est limité par des effets secondaires comme l’aplasie médullaire, la 

perte de cheveux, les douleurs cutanées, musculaires et articulaires, les phlébites, les 

dommages aux organes et les infections et cancers secondaires incluant la 

neuroinflammation.  Dans tous les cas, peu importe l’âge, des nouvelles options de thérapie 

doivent être explorées. 

2.5. Modèle cellulaire – HL-60 

Les cellules promyélocytaires humaines HL-60 sont utilisées dans plusieurs 

laboratoires en tant que modèle de la leucémie promyéloïde aiguë (Jasek et al., 2008). Elles 

ont été isolées d’une femme caucasienne de 36 ans atteinte de la LPA (Gallagher et al., 

1979). Elles sont cultivées en suspension dans leur milieu de culture et prolifèrent de façon 

exponentielle (Collins, 1987). Elles demeurent un excellent modèle in vitro pour étudier les 

événements moléculaires de développement et de différenciation spécifiques aux lignées 

cellulaires myéloïdes Elles sont immortelles et pluripotentes. Elles peuvent se différencier 
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en granulocytes, monocytes ou macrophages (Esendagli et al., 2009; Beltran et al., 2006). 

Les cellules HL-60 différenciées contribuent à la propagation des facteurs pro et 

antiangiogéniques pouvant mener à la perturbation de la barrière hématoencéphalique. Cela 

facilite la transmigration de cellules immunes, de cellules leucémiques et de pathogènes. 

Par exemple, les macrophages circulants dérivés des cellules HL-60 perturbent la BHE et 

migrent au travers de celle-ci. Ils contribuent à prolonger la survie des cellules affectées 

(Seidel et al., 2011). 

2.5.1. Différenciation des cellules HL-60 

Les cellules HL-60 ont la capacité de se différencier en une variété de lignées 

cellulaires, tels les granulocytes, les monocytes puis les «macrophages-like» Collin 1987, 

(Gallagher et al., 1979). Cela se fait par l’ajout d’agents spécifiques dans le milieu de 

culture des cellules. Une exposition au diméthylsulfoxyde (DMSO) ou à l’acide rétinoïque 

tout-trans (ATRA) d’au moins 12 heures est nécessaire avant que les cellules ne 

commencent à se différencier en granulocytes. L’exposition au DMSO ou à l’ATRA doit 

demeurer entre 3 et 5 jours pour obtenir une quantité maximale de cellules différenciées. La 

vitamine D3 (1,25 dihydroxyvitamine D3) induit la différenciation en monocytes. Cette 

différenciation n’est pas terminale et les monocytes conservent leur capacité de 

prolifération. Les cellules HL-60 peuvent se différencier en monocytes/macrophages grâce 

au phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA). On appelle ces cellules «macrophages-like», 

car ce sont des macrophages qui comportent des caractéristiques phénotypiques, 

enzymatiques, histochimiques et fonctionnelles semblables aux cellules monocytaires. Les 

«macrophages-like» acquièrent une capacité d’adhésion au flacon de culture beaucoup plus 

intense que les cellules HL-60 différenciées en monocytes (Collins, 1987). La 

différenciation en monocytes/macrophages par le PMA est associée à la perte de la 

prolifération. Cela est intéressant pour le traitement car cet effet antiprolifératif a été 

observé dans des cellules leucémiques fraîchement isolées. Par contre, les effets adverses 

induits par le PMA, un promoteur de tumeurs, font en sorte que les cellules HL-60 
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différenciées en «macrophages-like» ont un grand potentiel métastatique. Le PMA devient 

donc un mauvais candidat thérapeutique (Collins, 1987; Gallagher et al., 1979). Par contre, 

l’utilisation du PMA comme agent de différenciation des cellules HL-60 est d’un intérêt 

particulier. Son usage in vitro permet l’activation de diverses voies de signalisation et 

l’obtention de cellules «macrophages-like». Ces cellules expriment alors des 

caractéristiques différentes des cellules HL-60 non différenciées. Principalement, elles sont 

capables de pénétrer la BHE. Elles produisent également une quantité élevée de 

biomarqueurs de la cancérogénèse et des métastases. Ainsi, grâce au PMA, il est possible à 

partir de cellules non différenciées d’obtenir des cellules exprimant des marqueurs 

inflammatoires, invasifs et stressants pouvant causer des infections secondaires à la 

perturbation de la BHE. 

2.5.2. Phorbol 12-myristate 13-acétate 

Le PMA, aussi connu sous le nom de 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), 

est le principal ester de phorbol dérivé de la plante Croton tiglium. Le PMA est un 

promoteur de tumeurs et un homologue stable du 2,3-diacylglycérol (DAG) duquel il mime 

les effets (Jasek et al., 2008; Sigma-Aldrich, 1997). Il agit en se liant et en activant de façon 

soutenue les enzymes de la famille des protéines kinases C (PKC), contrairement au DAG 

qui active la PKC de façon transitoire. Le PMA est aussi connu comme l’agent de 

différenciation primaire des cellules promyélocytaires humaines (HL-60). Il n’est pas un 

composé sélectif, alors il peut activer d’autres enzymes. Grâce à l’activation de la PKC et la 

phosphorylation de protéines (récepteur de la transferrine, protéines cytosoliques, 

topoisomérase II), le PMA mène à la différenciation des cellules HL-60 et leur confère le 

phénotype atypique des cellules «macrophages-like». De plus, l’activation de la PKC est 

reliée aux phénomènes d’invasion et de métastases par la régulation de l’expression et de la 

sécrétion de la MMP-9 par des voies de transcription telles NF-κB. Une fois la PKC 

activée, il y a aussi modulation d’autres facteurs de croissance tel le VEGF impliqué dans le 

remodelage vasculaire. En liant la PKC, le PMA promeut les tumeurs et a un impact 
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important dans la cancérogenèse. À des doses aussi faibles que 1 nM, les cellules HL-60 

normalement en suspension adhèrent au pétri de culture, étendent leur cytoplasme et leur 

membrane plasmique se déforme en pseudopodes (figure 7) (Huberman et Callaham, 1979; 

Brock et al., 2003). 

 

 

Figure 7. Morphologie des cellules HL-60. Normalement en suspension dans leur milieu 

de culture et de forme ronde (A), lorsqu’on ajoute le PMA, les cellules HL-60 se 

différencient en macrophages et adhèrent au pétri de culture en s’étendant et en formant des 

pseudopodes (B). 

 [Brock et al., 2003] 

 

 



 

 

3. Processus cellulaires et moléculaires de la cancérogenèse 

Tel que mentionné précédemment, la cancérogenèse est un procédé qui se 

concrétise en plusieurs étapes : initiation, promotion et progression. La promotion tumorale 

requiert la survie des cellules initiées grâce aux processus cellulaires et moléculaires 

caractérisés par des biomarqueurs spécifiques présentés dans le texte des sections qui 

suivent. La progression tumorale peut mener au mécanisme d’invasion. Cela peut amener 

les toxines et cellules immunes circulantes à déstabiliser et pénétrer la barrière 

hématoencéphalique (BHE). Cette dernière contribue au maintien de l’homéostasie du 

cerveau et joue un rôle protecteur en contrôlant l’accès des molécules solubles et toxiques 

au système nerveux central. Elle est formée de cellules endothéliales spécifiques aux 

capillaires cérébraux (BCEC) interconnectées par des jonctions serrées. Les BCEC sont 

entourées de la matrice extracellulaire, d’astrocytes, de péricytes et de la microglie. La 

membrane basale des BCEC est primordiale dans le développement et la conservation des 

propriétés de la BHE et dans le contrôle des échanges entre le sang et le cerveau (Pardridge, 

2002; Van den Steen et al., 2002). La perturbation de la BHE reliée à la surexpression des 

biomarqueurs associés à la cancérogenèse telles la métalloprotéase matricielle-9 (MMP-9) 

et la cyclooxygénase-2 (COX-2) peut mener à des complications secondaires comme la 

neuroinflammation (Candelario-Jalil et al., 2007). 

3.1. Biomarqueurs de l’inflammation associés à la cancérogenèse 

Le développement tumoral est régi par des processus cellulaires et moléculaires 

caractérisés par des biomarqueurs tels les facteurs de transcription, les facteurs de 

croissance, les chemokines et cytokines, les voies de signalisation telles les voie de Wnt, 

NF-κB, Caspase et 67LR. L’interrelation entre le processus inflammatoire et le cancer est 

caractérisée par plusieurs biomarqueurs (figure 8). L’infiltration leucocytaire survient lors 

de la phase d’inflammation aiguë. L’infiltration par les macrophages et les lymphocytes T 

caractérise la phase d’inflammation chronique. Un microenvironnement complexe et 

dynamique composé de cellules inflammatoires et immunitaires se crée autour de la 

tumeur. La sécrétion subséquente de cytokines, chemokines et facteurs de croissance 
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affecte le développement cancéreux dès l’initiation jusqu’à l’invasion (Sgambato et 

Cittadini, 2010). 

 

 

Figure 8. Représentation schématique de la répercussion des biomarqueurs impliqués 

à chaque étape de la cancérogenèse. Pendant les phases d’initiation, de promotion et de 

progression tumorale, plusieurs biomarqueurs sont surexprimés. Ces biomarqueurs 

originent des phénomènes d’inflammation, d’hypoxie et d’angiogénèse. Ils peuvent aussi 

être produits par la tumeur elle-même créant un cercle vicieux de développement 

néoplasique. Les cellules immunes associées aux tumeurs expriment aussi les biomarqueurs 

responsables de l’invasion et des métastases.  

Abréviations : ERO : espèces réactives de l’oxygène; ERN : espèces réactives nitrosylées; 

FC : facteurs de croissance; LTLR : ligand des récepteurs «toll-like»; RL : radicaux libres; 

TAM : macrophages associés aux tumeurs; MMP : métalloprotéase matricielle. [Adapté 

de : Sgambato et Cittadini, 2010] 

 

 

Lors de la phase inflammatoire aiguë, les cellules immunitaires recrutées au foyer 

tumoral éliminent les pathogènes dans le but de ralentir le développement pathologique. 

Les cellules dendritiques et «natural killers» relâchent les médiateurs inflammatoires tels 

les chemokines, TNF-α, eicosanoïdes, facteurs de croissances, radicaux libres et COX-2. 

Par la suite, l’immunité adaptative est activée. La famille des récepteurs «toll-like» (TLR) 
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est grandement exprimée dans les cellules hématopoïétiques et inflammatoires 

(macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes B). L’activation des TLR induit la 

réponse inflammatoire et la production subséquente de cytokines. Les ligands des TLR 

influencent les fonctions cellulaires telles l’apoptose, la prolifération et la différenciation 

(Sgambato et Cittadini, 2010).  

L’inflammation chronique favorise la promotion tumorale. Le risque de mutations 

géniques est augmenté par la génotoxicité causée par la surproduction d’ERO et d’ERN. 

Cela favorise l’apparition de cellules initiées. Un microenvironnement inflammatoire se 

crée autour de la tumeur. Cela engendre la promotion des signaux favorisant la survie et la 

prolifération. La voie de Wnt, les cyclooxygénases et le facteur de transcription NF-κB sont 

des biomarqueurs importants de l’inflammation reliée au cancer (Sgambato et Cittadini, 

2010). 

La cancérogenèse promeut l’inflammation via la production d’eicosanoïdes, 

principalement des prostaglandines par la COX-2, enzyme proinflammatoire inductible 

hautement exprimée dans les cellules inflammatoires de l’environnement tumoral (Annabi 

et al., 2007; Kalinski, 2012; Sgambato et Cittadini, 2010). Les cyclooxygénases catalysent 

la formation des prostaglandines à partir de l’acide arachidonique (figure 9). La COX-2 est 

induite dès l’initiation de la cancérogenèse et son expression dépasse souvent les niveaux 

physiologiques. La transcription du gène encodant pour la COX-2 est activée par des 

médiateurs inflammatoires et des cytokines telles IL-1, IL-6 et TNF-α. La cyclooxygénase-

2 est surexprimée de façon constitutive dans les cellules tumorales. La régulation de son 

expression se fait autant au niveau transcriptionnel que traductionnel (Cerella et al., 2010). 

La surexpression de la COX-2 implique l’augmentation de la production de prostaglandines 

et particulièrement la prostaglandine E2 qui contribue à attirer les neutrophiles, 

macrophages et mastocytes vers les tissus endommagés (Kalinski, 2012). Le ciblage 

thérapeutique et préventif de la COX-2 est de plus en plus populaire, car elle constitue un 

biomarqueur important de l’inflammation reliée au développement carcinogénique. 
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Figure 9. Biosynthèse des prostaglandines. Les cyclooxygénases catalysent la production 

de PGH2 à partir de l’oxydation de l’acide arachidonique. La synthèse des autres 

prostaglandines (PGD2, PGF2α, PGE2, TXA2, PGI2) se fait ensuite via leur synthase 

respective.  

Abréviation : COX : cyclooxygénase; PG : prostaglandine; PGH2 : prostaglandine H2; 

PGD : prostaglandine D; PGF : prostaglandine F; PGE : prostaglandine E; PGI : 

prostacycline; PGE2 : prostaglandine E2; TX : thromboxane; TXA2 : thromboxane A2. 

[Adapté de : Blackwell, 2010] 

 

 

 

3.2. Biomarqueurs de l’invasion, de la migration et des métastases 

Pendant que la tumeur progresse, les cellules atteintes activent les processus de 

transmigration au travers des membranes basales et infiltrent les tissus interstitiels. 

L’invasion se fait en cinq étapes avec des réactions secondaires dépendamment des 

molécules impliquées et/ou sécrétées par les cellules ou la matrice extracellulaire (MEC). 

La polarisation et la protrusion cellulaire enclenchent le processus migratoire. Les cellules 

s’attachent ensuite aux fibres de la MEC. Ces fibres sont dégradées par la protéolyse 

localisée à la surface cellulaire afin de générer l’espace nécessaire à l’avancement du corps 
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cellulaire. Les fibres d’actomyosine se contractent et générent une force capable de 

déformer la cellule et la MEC. Finalement, la cellule adhère puis son corps traînant se 

rétracte (Faderl et Kantarjian, 2011; Wolf et Friedl, 2011). L’invasion et la migration 

mènent au phénomène de métastases et à la création de nouveaux microenvironnements 

hypoxiques. La carence en oxygène et en nutriments devient évidente. Alors, le phénomène 

d’angiogénèse est déclenché. C’est-à-dire que des nouveaux vaisseaux sanguins se forment 

pour alimenter la tumeur et/ou les métastases. Les signaux proangiogéniques, comme le 

facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), activent les cellules 

endothéliales des vaisseaux existants avoisinants afin qu’elles deviennent mobiles et 

invasives. La métalloprotéase membranaire MT1-MMP collabore en dégradant la MEC et 

en activant à son tour des facteurs de croissance proangiogéniques (Potente et al., 2011). De 

plus, des chemokines et cytokines recrutent des macrophages associés aux tumeurs (TAM) 

pour contribuer à l’invasion tumorale. Les TAMs sécrètent à leur tour des cytokines 

proangiogéniques, IL-1, COX-2 et TNF-α. Ces sécrétions induisent la MMP-9 et 

conduisent au relâchement du VEGF de la MEC. Les niveaux des facteurs de transcription 

inductibles HIF-1α et iNOS sont aussi augmentés (Pollard, 2004). 

3.2.1.1. Matrice extracellulaire et métalloprotéases 

La matrice extracellulaire (MEC) constitue le tissu conjonctif. Elle représente tout le 

matériel entourant les cellules. Dans la MEC, on retrouve deux principales composantes : la 

membrane basale et la matrice interstitielle. La membrane basale est une couche condensée 

de la MEC adjacente aux cellules épithéliales, endothéliales, musculaires, de Schwann ainsi 

que les adipocytes (Bosman et Stamenkovic, 2003). La MEC est composée de 

polysaccharides, de protéines fibreuses, de protéines de structure (collagène, élastine) et de 

protéines d’adhésion (fibronectine, laminine) jouant un rôle important dans l’interaction 

cellule-cellule ou cellule-MEC (Weber et Kuo, 2011; Wheater et al., 2001). Par sa grande 

diversité, la MEC possède plusieurs fonctions. Elle procure un support et un ancrage pour 

les cellules. Elle sert aussi à séparer les différents tissus et elle est impliquée dans la 

régulation de la communication intercellulaire (Mueller et Fusenig, 2004). La MEC module 
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donc le comportement dynamique des cellules. La MEC est constamment en remodelage 

par des protéases, notamment la famille des métalloprotéases matricielles (MMPs).  

Les métalloprotéases matricielles (MMPs) sont des endopeptidases capables de 

dégrader tous les types de composants protéiques de la MEC. Elles sont aussi impliquées 

dans le remodelage tissulaire, le développement embryonnaire, la croissance et la 

cicatrisation. Jusqu’à présent, il existe plus d’une vingtaine de MMPs : collagénases 

(MMP-1, 8 et 13), gélatinase A (MMP-2), gélatinase B (MMP-9), stromélysine 1 (MMP-3), 

stromélysine 2 (MMP10), matrilysine (MMP-7), enamélysine (MMP-20), métalloélastase 

des macrophages (MMP-12) et MMP-19. Il existe aussi les métalloprotéases membranaires 

(MT-MMP) : 1 à 4, stromélysine 3 et MMP-11. L’expression des MMPs est régulée par les 

facteurs de croissance, les hormones, les cytokines et les transformations cellulaires. Toutes 

les MMPs sont synthétisées sous une proforme latente pour ensuite être activées par divers 

stimuli (Nagase et al., 2006; Nagase et Woessner, 1999). Les proMMPs sont sécrétées puis 

activées dans la MEC. La proMMP-9 peut être modulée par l’augmentation de l’oxyde 

nitrique, la plasmine et les protéinases. La MT1-MMP régule l’activation de la proMMP-2 

à la surface cellulaire (Nagase et al., 2006). La proMMP-2 est activée suite à son 

recrutement à la surface cellulaire. La MT1-MMP est son principal activateur 

physiologique (Sato et Takino, 2010). La proMMP-2 peut aussi être activée par d’autres 

MT-MMPs et par le système uPA/plasmine associé à la surface cellulaire (Le et al., 2003). 

Une fois activées, les gélatinases A et B (MMP-2 et MMP-9) dégradent le collagène de 

type IV, la gélatine et l’élastine. Il y a augmentation des niveaux d’expression des 

gélatinases lors de la cancérogenèse car elles sont spécifiquement impliquées dans les 

processus métastatiques  et inflammatoires (figure 10) (Annabi et al., 2007; Klein, 2004; 

Weber et Kuo, 2011). Plus particulièrement, l’activité gélatinolytique de la MMP-9 peut 

être régulée selon cinq mécanismes : transcription, sécrétion, activation, inhibition et 

glycosylation. Dans la plupart des cellules, sa transcription est induite par des cytokines, 

des facteurs de croissance, des esters de phorbol et des hormones qui activent des sites 

transcriptionnels spécifiques sur le promoteur de la MMP-9. Par exemple, il existe 4 sites 

de liaison à l’AP-1, un motif NF-κB qui reconnaît la sous-unité p65, un deuxième motif 
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NF-κB qui reconnaît la sous-unité p50 et finalement, la séquence consensus Sp1 marquant 

le site de départ de la transcription (Chakraborti et al., 2003; Van den Steen et al., 2002). 

Ensuite, l’enzyme est sécrétée dans le milieu extracellulaire. La MMP-9 est également 

impliquée dans le développement tumoral et dans l’angiogénèse. La perte de contrôle des 

mécanismes de régulation de la MMP-9 est également observée dans les maladies 

inflammatoires (blessures chroniques, inflammation de la peau, des tractus pulmonaire, 

gastrointestinal et rénal, des articulations, des vaisseaux sanguins et du système nerveux), 

infectieuses, vasculaires, dégénératives et malignes (cancers) (Van den Steen et al., 2002). 

Les MMPs sont inhibées par les inhibiteurs tissulaires de métalloprotéases (TIMP) 

spécifiques et les α-macroglobulines (figure 10). La balance MMP/TIMP doit être 

maintenue sans quoi surviennent des pathologies telles l’arthrite, le cancer, les métastases et 

la fibrose. Les TIMPs jouent aussi un rôle comme facteurs de croissance indépendamment 

de leur activité inhibitrice des MMPs. Lorsqu’ils ne sont pas complexés aux MMPs et 

qu’ils ont un niveau réduit d’alkylation, les TIMPs stimulent la prolifération cellulaire 

(Hayakawa et al., 1994). Cette activité varie selon les lignées cellulaires et la quantité de 

TIMPs produite. L’activation de la croissance se fait via un récepteur membranaire 

spécifique. Les TIMPs sont donc des molécules à deux fonctions : stimulation de la 

prolifération cellulaire et inhibition des MMPs (Moore et Crocker, 2012). De plus, les 

TIMPs contribuent au maintien de l’intégrité de la MEC et ils sont exprimés de façon 

ubiquitaire chez l’humain (Hayakawa et al., 1994). Leur rôle d’inhibiteur de MMPs leur 

confère également une activité antiangiogénique (Bode et al., 1999; Nagase et Woessner, 

1999; Tong et Zhang, 2012).  

3.3. Voie de signalisation par NF-κB 

Les protéines de la famille de facteurs de transcription NF-κB jouent un rôle 

essentiel dans les fonctions immunitaires, prolifératives, antiapoptotiques et oncogéniques. 

Cette famille comprend les sous-unités p65(RelA), RelB, c-Rel, p50 (NF-κB1) et p52 (NF-

κB2). Les deux dernières protéines sont activées par p105 et p100, leurs précurseurs 

respectifs. Ces précurseurs font partie de la famille d’inhibiteurs de NF-κB (IκB). Cette 
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famille comprend les sous-unités IκBα, IκBγ, IκBε, p100 et p105 (St-Pierre et al., 2003). 

Les sous-unités de la famille NF-κB activent des gènes cibles via leur région d’homologie 

Rel (RHR), un domaine de liaison et de dimérisation hautement conservé. L’hétérodimère 

composé des sous-unités p50 et p65 constitue avec IκBα la principale forme inactive de 

NF-κB. L’interaction entre le dimère p50/p65 et le monomère IκB cache le signal de 

localisation nucléaire (SLN) qui retient les protéines NF-κB dans le cytpoplasme. Les IκB 

kinases (IKK) contiennent une spécificité pour les résidus Sérine responsables de la 

destruction de la boîte IκB. Le complexe IKK contient une kinase (IKKα ou IKKβ) et la 

protéine régulatrice NEMO (IKKγ). En l’absence de NEMO, le complexe IKK ne peut être 

activé (Breccia et Alimena, 2010; Zheng et al., 2011). Après réception d’un signal 

extracellulaire provenant des cytokines, du TNFα, des lipopolysaccharides bactériens ou 

autres stimuli, l’IKK phosphoryle l’IκB. Cette phosphorylation induit la dégradation 

subséquente par le protéasome 26S (Scheidereit, 2006; St-Pierre et al., 2003). La 

dégradation d’IκBα se produit généralement entre 5 et 30 minutes selon l’origine de la 

stimulation. Quant à IκBε, sa dégradation se fait entre 60 et 90 minutes (Kanarek et Ben-

Neriah, 2012). La phosphorylation et la dégradation d’IκBα permettent la libération de 

l’hétérodimère p50/p65 et permet sa translocation au noyau. L’hétérodimère reconnaît la 

région κB sur les promoteurs des gènes cibles et active leur transcription (figure 11).  
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Figure 10. Représentation schématique de l’implication des MMPs dans les concepts 

entourant la progression cancéreuse. Les métalloprotéases sont sécrétés et sont finement 

régulées par d’autres protéases telles RECK, ADAM, LDL-RP et MT-MMP ainsi que par 

leurs inhibiteurs naturels (TIMPs). Les MMPs modulent la dégradation de la matrice 

extracellulaire et la relâche de facteurs de croissance. Ensemble, ils déclenchent la 

formation de nouveaux vaisseaux et contribuent à la croissance tumorale et à l’invasion 

métastatique. 

Abréviations : MMPs : métalloprotéases matricielles; TIMPs : inhibiteurs tissulaires des 

métalloprotéases; MEC : matrice extracellulaire; Zn : Zinc; MT-MMP : métalloproétases de 

type membranaire; LDL-RP : Récepteur de lipoprotéines de faible densité. [Adapté de : 

(ABCAM, 2012),  Klein, 2004] 
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Figure 11. Voie de signalisation par NF-κB. Des signaux extracellulaires activent la 

famille des IKKs qui catalyse la phosphorylation d’IκB. L’hétérodimère RelA/p50 est 

libéré de sa protéine inhibitrice. Le protéasome dégrade P-IκB dans le cytoplasme pendant 

que l’hétérodimère RelA/p50 subit une translocation au noyau afin de réguler la 

transcription qui se traduit par une augmentation de la synthèse protéique et divers 

changements de fonctions cellulaires. 

Abréviations : IκB : inhibiteur de NF-κB; IKK : IκB kinase; ARN : acide ribonucléique; 

ARNm : ARN messager; P-IκB: IκB phosphorylé. [Adapté de : Toussirot, 2010] 

 

 

La voie de signalisation par NF-κB relie les phénomènes d’inflammation et de 

développement tumoral. Des gènes inflammatoires, immunorégulateurs, antiapoptotiques et 

régulateurs du cycle cellulaire sont induits par NF-κB. Pendant la phase d’inflammation 

chronique, la voie NF-κB régule la transcription des gènes nécessaires à la survie des 

cellules et à l’induction du potentiel métastatique (Ben-Neriah et Karin, 2011; Faderl et 
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Kantarjian, 2011; Zheng et al., 2011). La voie NF-κB peut être inhibée par plusieurs 

composés naturels issus de notre alimentation. Par exemple, les composés isoprénoïdes, 

triterpénoïdes et les lactones sesquiterpéniques sont reconnus pour leurs propriétés 

antiinflammatoire et anticancéreuse. Les composés phénoliques dont les catéchines, les 

théflavines, le curcuma, la génistéine et la quercétine sont reconnus pour leurs propriétés 

antioxydantes. Il existe une panoplie d’agents naturels capables d’inhiber des facteurs de 

transcription comme NF-κB, AP-1 et STAT3. Le complexe IKK, la phosphorylation et la 

dégradation d’IκB sont les cibles potentielles visées par ces agents naturels afin d’inhiber la 

voie de signalisation impliquant NF-κB (Aggarwal et Shishodia, 2006; Bremner et 

Heinrich, 2002). Plus spécifiquement, l’EGCG inhibe la voie NF-κB au niveau de la 

phosphorylation d’IκB catalysée par IKK (Singh et al., 2011). 

3.4. Voie de signalisation par le récepteur à l’EGCG 

La laminine est une glycoprotéine non-collagénique située à la membrane basale des 

cellules. Elle est essentielle à l’assemblage de la membrane basale. La laminine contribue à 

l’attachement cellulaire et à l’angiogénèse. Elle induit la croissance de neurites et affecte 

l’expression génique. Enfin, elle est impliquée dans la prolifération, la différenciation et la 

migration cellulaire.  Il existe deux groupes de récepteurs à la laminine : intégrines et non-

intégrines. Le récepteur à la laminine de 67 kDa (67LR) fait partie du deuxième groupe 

(Givant-Horwitz et al., 2005). Il lie avec une grande affinité et spécificité la laminine-1 

(Nelson et al., 2008). Une protéine hautement conservée de 37 kDa (37LRP) joue le rôle de 

précurseur au 67LR (Givant-Horwitz et al., 2005). Le phénomène entourant la formation du 

67LR à partir du 37LRP demeure incertain. Toutefois, des études publiées démontrent que 

c’est l’hétérodimérisation par acylation des lipides membranaires entre le 37LRP et la 

galectine-3, une protéine de 30 kDa portant des épitopes, qui mène à la formation du 

récepteur à la laminine de 67 kDa (Ardini et al., 1998; Buto et al., 1998; Nelson et al., 

2008). De plus, c’est en fait le 37LRP qui comporte la séquence palindrome LMWWML 

servant de site de liaison de haute affinité pour la laminine-1. Suite à l’acylation du 

précurseur, la séquence se retrouve dans le 67LR lui permettant de lier la laminine. C’est 
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pourquoi il est possible de détecter, à partir du même anticorps, les résidus protéiques de 

67LR et de 37LRP (Ardini et al., 1998).  

Étant donné le rôle connu du 67LR dans la progression tumorale, ce récepteur s’est 

avéré une cible potentielle dans la prévention du cancer. À ce titre, il a récemment été 

identifié comme récepteur membranaire pour l’EGCG. La régulation de l’activité 

anticancéreuse de l’EGCG passe par le facteur eucaryotique d’élongation de la traduction 

1A (eEF1A) (figure 12). La liaison de l’EGCG au 67LR mène à l’augmentation des 

niveaux protéiques de l’eEF1A. L’activation de l’eEF1A engendre une cascade de 

signalisation. D’abord, l’EGCG réduit la phosphorylation de la sous-unité myosine 

phosphatase 1 (MYPT1) sur son résidu Thr-696 entraînant l’activation de la myosine 

phosphatase. Ensuite, l’EGCG inhibe la phosphorylation de la chaîne légère régulatrice de 

la myosine (MLRC). La MLRC contrôle l’activité de la myosine, protéine motrice 

impliquée dans la contraction musculaire, la locomotion et la division cellulaire. La MLRC 

est régulée par la MLC kinase et la myosine phosphatase (Umeda et al., 2008). 
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Figure 12. Modèle du mécanisme d’action de l’EGCG par la voie de 67LR. L’EGCG se 

lie à son récepteur à la surface cellulaire. Il y a une augmentation des niveaux protéiques 

d’eEF1A. La myosine phosphatase est activée par le facteur d’élongation eEF1A. Les 

substrats de MYPT1 sont déphosphorylés lesquels produisent un réarrangement du 

cytosquelette d’actine et une inhibition de la croissance cellulaire. 

Abréviations : EGCG : (-)-épigallocatéchine-gallate; 67LR : récepteur à la laminine de 

67kDa; eEF1A : facteur d’élongation de la traduction eucaryote; MYPT1 : myosine 

phosphatase; MRLC : chaîne légère régulatrice de la myosine [Adapté de : Umeda, 2008] 

 



 

 

4. Hypothèse et objectifs 

Le statut de différenciation cellulaire peut être associé à la neuroinflammation 

secondaire au développement tumoral, plus spécifiquement lors de l’infiltration cérébrale 

au travers de la BHE. De plus, à notre connaissance, les voies de signalisation impliquées 

dans cette différenciation demeurent inconnues. Le PMA entraîne la transduction du signal 

intracellulaire via une multitude de cibles et de voies de signalisation. Il est possible que la 

voie NF-κB soit activée et qu’elle induise la transcription des gènes marqueurs des 

phénomènes caractérisant le phénotype des cellules «macrophages-like». Plusieurs études 

ont démontré que les cellules promyélocytaires HL-60 se différencient en macrophages 

suite à une stimulation par l’ester de phorbol PMA. La plupart se sont intéressées au fait 

que cette différenciation pouvait être une avenue dans le traitement de la leucémie 

promyéloïde aiguë car la différenciation des précurseurs immatures permet d’en diminuer 

la quantité dans la moelle osseuse et le sang. Les macrophages dérivés des cellules HL-60 

sont capables d’altérer et de traverser la BHE. Nous émettons l’hypothèse que la voie NF-

κB régulant la transcription de l’expression de biomarqueurs cibles soit activée lors de la 

différenciation des cellules HL-60 en macrophages et que cette activation puisse être 

renversée par l’epigallocatéchine-gallate (EGCG), une molécule chimiopréventive dérivée 

de notre alimentation.  

Les objectifs de notre étude sont : 

1. Caractériser l’expression de certains biomarqueurs associés à la différenciation 

des HL-60 en macrophages 

2. Étudier spécifiquement l’expression des biomarqueurs inflammatoires et 

invasifs, COX-2 et MMP-9, suite à la différenciation des cellules 

promyélocytaires HL-60 en monocytes/macrophages  

3. Étudier l’effet de l’EGCG sur l’expression des biomarqueurs identifiés et 

régulés par le PMA 

4. Caractériser la contribution du récepteur à l’EGCG, le 67LR 
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Abstract 

 

Central nervous system infiltration by circulating leukemic cells and enhanced in 

vitro transendothelial migration of promyelocytic leukemia HL-60-derived macrophages 

through a blood-brain barrier (BBB) model was recently demonstrated. The intrinsic 

molecular and signalling mechanisms involved are however poorly documented. Drug 

targeting of such translocation event performed by circulating microbes and immune cells 

may prevent secondary cerebral infections and development of brain pathologies. In this 

study, we specifically investigated the in vitro targeting efficacy of the chemopreventive 

and dietary-derived epigallocatechin-3-gallate (EGCG) molecule on the NF-κB-mediated 

transcriptional regulation of a panel of 89 biomarkers associated with promyelocytic HL-60 

differentiation into macrophages. NF-κB-mediated signalling during HL-60 macrophage 

differentiation was reversed by EGCG, in part through reduced IκB phosphorylation, and 

led to the inhibition of moderately-to-highly expressed NF-κB gene targets among which 

the matrix metalloproteinase (MMP)-9 and the cyclooxygenase (COX)-2. In contrast, 

EGCG exhibited low efficacy in reversing NF-κB-regulated genes and showed selective 

antagonism towards COX-2 expression while that of MMP-9 remained high in terminally-

differentiated macrophages. Decreased expression of the 67 kDa non-integrin Laminin 

Receptor in terminally-differentiated macrophages may explain such differential EGCG 

efficacy. Our results suggest that terminally-differentiated macrophage transendothelial 

migration associated to neuroinflammation may not be pharmacologically affected by such 

a specific class of flavonoid. The differentiation status of a given in vitro cell model must 

therefore be carefully considered for optimized assessment of therapeutic drugs. 

 

Keywords : EGCG, leukemia, NF-κB, macrophage differentiation, blood-brain barrier 
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Introduction 

 

The identification of transcription factors such as NF-κB, STAT3, HIF-1α and their 

gene products such as cytokines, chemokines and chemokine receptors have laid molecular 

foundation for the decisive role of inflammation in carcinogenesis [1]. More specifically, 

NF-κB-mediated signalling can intervene in oncogenesis through its capacity to further 

regulate the expression of a large number of downstream gene products involved in 

apoptosis, cell proliferation and differentiation [2]. Impaired NF-κB activity has now been 

demonstrated not only in solid cancers but also in various types of hematologic 

malignancies including acute myeloid leukemia (AML), chronic myelogenous leukemia 

and in a subset of myelodysplastic syndromes [3, 4]. 

 

Given that NF-κB-mediated inflammation contributes to survival and proliferation of 

malignant cells, tumor angiogenesis, metastasis and reduced response to chemotherapy, 

new therapeutic strategies combining different NF-κB or proteasome inhibitors has, 

therefore, been proposed in adjuvant therapy for cancer [5]. Unfortunately, the 

chemotherapeutic treatment outcome of various hematological disorders, including most 

adult acute promyelocitic leukemia (APL) and AML, remains unacceptable [6, 7]. Hence, 

novel avenues for the treatment of leukemia are required. 

 

Considerable attention has recently been focused on identifying naturally occurring 

chemopreventive substances capable of inhibiting, retarding, or reversing multi-stage 

carcinogenesis [8]. In fact, it has been demonstrated that some edible phytochemicals alter 

gene expression, directly or indirectly, thereby regulating carcinogenic processes. (-)-

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), a principal antioxidant derived from green tea, has 

been ascribed proteasome inhibition properties and is one of the most extensively 

investigated chemopreventive phytochemicals considered in clinical trials [9-11]. EGCG 

has been shown to block each stage of carcinogenesis by modulating the signal transduction 
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pathways involved in cell proliferation, transformation, inflammation, apoptosis, metastasis 

and invasion [12]. Moreover, its anti-angiogenic properties make it a good candidate for 

targeting tumor-associated neovascularization [13]. Since the inclusion of antiangiogenic 

drugs into treatment protocols for leukemia and for hematologic malignancies is becoming 

an important task for future clinical studies [14, 15], we sought to investigate the in vitro 

anti-NF-κB molecular effects of EGCG on the monocytic/macrophagic differentiation 

processes using a myeloid leukemia cell model. 

 

Among the several leukemic cell lines that have been established over the years, the 

human promyelocytic HL-60 leukemia cells have proven useful in understanding the 

process whereby immature cells differentiate into cells of distinct mature myelomonocytic 

lineages [16]. The differentiation of HL-60 cells into mature macrophagic-like cells by the 

tumor-promoting and protein kinase C activator phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 

also known as TPA) is of particular interest [17, 18]. Macrophage differentiation of HL-60 

cells involves secretion and activation of collagenase MMP-9 [19], a very active 

component of the extracellular matrix degradation. The matrix metalloproteinase-9 is also 

involved in the tumor metastasis process and in inflammatory disorders [20].
 

 

The involvement of the inflammatory response mediated by tumor-associated 

macrophage (TAM) is tightly related to tumor progression [21]. Phytochemicals like 

polyphenolic compound have then been suggested to regulate the anti-tumorigenic 

properties of TAM [22]. The transcriptional chemopreventive efficacy of EGCG on NF-κB 

targets involved in PMA-mediated signaling was investigated in late stage terminally-

differentiated HL-60 macrophages. 
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Experimental procedures 

 

Materials. Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were 

purchased from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media was obtained from Life 

Technologies (Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad 

(Mississauga, ON). The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Perkin 

Elmer (Waltham, MA). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce 

(Rockford, IL). The polyclonal antibodies against IκB and phospho-IκB were purchased 

from Cell Signaling (Danvers, MA). The polyclonal antibody against COX-2 was from 

Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). The polyclonal antibody against the 67 kDa Laminin 

Receptor was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The monoclonal antibody 

against GAPDH was from Advanced Immunochemical Inc. (Long Beach, CA). 

Horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary 

antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). EGCG 

and other reagents were from Sigma-Aldrich Canada. 

 

Cell culture: The HL-60 promyelocytic cell line was purchased from American Type 

Culture Collection (Manassas, VA) and maintained in Iscove`s modified Dulbecco’s 

medium (Gibco Invitrogen Cell Culture Systems, Burlington, ON) containing 20% (v/v) 

fetal bovine serum (FBS) (HyClone Laboratories, Logan, UT), 2 mM glutamine, 100 

units/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and were cultured at 37
o
C under a humidified 

atmosphere containing 5% CO2. Slides of PMA-treated HL-60 cells were mounted for light
 

microscopy and air-dried, stained with Diff-Quick (Baxter Healthcare
 
Corp., Miami, FL) 

and examined for morulae. Given that numerous protocols can be found in the literature to 

differentiate resting HL-60 cells into "macrophage-like cells" with PMA (between 2 to 8 

days with various PMA concentrations, alone or in combination with other molecules), we 

wish to emphasise that we termed our cell models as follows throughout the text : The "HL-

60 macrophage differentiation" condition represents the adherent subpopulation of HL-60 
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cells immediately harvested upon PMA treatment. We termed "terminally-differentiated 

macrophages" those same adherent cells, which were subsequently maintained in culture 

for 24-48 hours more. 

 

Gelatin zymography : Gelatin zymography was used to assess the extent of proMMP-

9 gelatinolytic activity as previously described for proMMP-2.
23

 Briefly, an aliquot (20 µl) 

of the culture medium was subjected to SDS-PAGE in a gel containing 0.1 mg/ml gelatin, a 

substrate that is efficiently hydrolyzed by both proMMP-2 and proMMP-9. The gels were 

then incubated in 2.5% Triton X-100 and rinsed in nanopure distilled H2O. Gels were 

further incubated at 37
o
C for 20 hrs in 20 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.02% Brij-35, 50 mM 

Tris-HCl buffer, pH 7.6, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and 

destained in 10% acetic acid, 30% methanol in H2O. Gelatinolytic activity was detected as 

unstained bands on a blue background. 

 

Immunoblotting procedures: Proteins from control and treated cells were separated 

by SDS-PAGE. After electrophoresis, proteins were electrotransferred to polyvinylidene 

difluoride membranes which were then blocked for 1 hr at room temperature with 5% non-

fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris–HCl, pH 7.5) containing 

0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further washed in TBST and incubated with the 

primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST containing 3% bovine serum albumin and 

0.1% sodium azide, followed by a 1 hr incubation with horseradish peroxidase-conjugated 

anti-rabbit or anti-mouse IgG (1/2,500 dilution) in TBST containing 5% non-fat dry milk. 

Immunoreactive material was visualized by enhanced chemiluminescence (Amersham 

Biosciences, Baie d’Urfée, QC). 

 

Total RNA isolation, cDNA synthesis and real-time quantitative RT-PCR : Total RNA 

was extracted from cell suspensions or monolayers using TriZol reagent (Life 

Technologies, Gaithersburg, MD). For cDNA synthesis, 2 μg of total RNA were reverse-

transcribed using a high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, 
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Foster City, CA). cDNA was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression was quantified 

by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). 

DNA amplification was carried out using an Icycler iQ5 (Bio-Rad, Hercules, CA) and 

product detection was performed by measuring binding of the fluorescent dye SYBR Green 

I to double-stranded DNA. The QuantiTect primer sets were provided by Qiagen (Valencia, 

CA): MMP-9 (QT00040040), COX-2 (QT00040586), β-Actin (QT01136772). GAPDH 

primer sets were synthesized by Biocorp (Dollard-des-Ormeaux, QC) with the following 

sequences: forward CCATCACCATCTTCCAGGAG and reverse 

CCTGCTTCACCACCTTCTTG. The relative quantities of target gene mRNA compared 

against two internal controls, GAPDH and β-Actin mRNA, were measured by following a 

ΔCT method employing an amplification plot (fluorescence signal vs. cycle number). The 

difference (ΔCT) between the mean values in the triplicate samples of target gene and those 

of GAPDH and β-actin mRNAs were calculated by iQ5 Optical System Software version 

2.0 (Bio-Rad, Hercules, CA) and the relative quantified value (RQV) was expressed as 2
-

ΔC
T. 

 

Human NF-κB signaling targets PCR array: The Human NF-κB Signaling Targets 

RT² Profiler PCR Arrays (PAHS-225, SA Biosciences, Frederick, MD) were used 

according to the manufacturer’s protocol. The detailed list of these key genes responsive to 

NF-κB signal transduction can be found on the manufacturer’s website 

(http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAHS-225A.html). Using real-time 

quantitative PCR, we reliably analyzed expression of a focused panel of genes related to 

NF-κB-downstream gene targets. Relative gene expressions were calculated using the 2
− 

ΔΔC
T method, in which CT indicates the fractional cycle number where the fluorescent signal 

reaches detection threshold. The ‘delta–delta’ method uses the normalized ΔCT value of 

each sample, calculated using a total of five endogenous control genes (B2M, HPRT1, 

RPL13A, GAPDH, and ACTB). Fold change values are then presented as average fold 

change = 2(average 
ΔΔC

T) for genes in adherent PMA-differentiated macrophages relative to 

control HL-60 cells in suspension. Detectable PCR products were obtained and defined as 
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requiring <35 cycles. The resulting raw data were then analyzed using the PCR Array Data 

Analysis Template (http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php). This 

integrated web-based software package automatically performs all ΔΔCT based fold-change 

calculations from our uploaded raw threshold cycle data. 

 

Statistical data analysis: Unless otherwise stated, data are representative of three or 

more independent experiments. Statistical significance was assessed using Student’s 

unpaired t-test. Probability values of less than 0.05 were considered significant and an 

asterisk identifies such significance in the figures. Error bars in all figures represent 

standard error means (s.e.m.) values. 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_issn=01434179&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fwww.sabiosciences.com%252Fpcrarraydataanalysis.php
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Results 

 

EGCG reverses PMA-mediated IκB degradation in adherent HL-60 cells. Among the 

agents well documented to induce differentiation of HL-60 cells, the tumor-promoting 

agent phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) triggers a terminal differentiated 

monocytic/macrophage phenotype [17]. We have previously validated that PMA treatment 

of serum-starved HL-60 cells induced an adhesive phenotype accompanied by macrophage 

differentiation in these cells which originally remain in suspension [24]. In order to first 

assess whether any NF-κB signalling was involved upon PMA stimulation, we performed 

immunoblotting on lysates isolated from adherent cells and found that IκB expression 

(Fig.1A) decreased dose-dependently, as a consequence of its prior phosphorylation, and to 

be almost completely degraded at 10 nM PMA (Fig.1C, left panel). When increasing 

EGCG concentrations were added simultaneously to PMA, IκB degradation by PMA was 

prevented (Fig.1B) and almost completely reversed at 3 µM EGCG (Fig.1C, right panel). 

This evidence suggests that NF-κB signalling is involved in PMA-induced differentiation 

process, and that NF-κB gene targets are potentially modulated. 

 

EGCG reverses PMA-induced IκB phosphorylation in adherent HL-60 cells. Iκb 

phosphorylation status was next investigated and the effect of EGCG assessed. PMA is 

shown to trigger maximal IκB phosphorylation upon 30 minutes treatment with PMA 

(Fig.2A), which phosphorylation is subsequently followed by significant IκB degradation 

within the next hour (Fig.2B). When such PMA treatment is performed in the presence of 

EGCG (Fig.2C), IκB phosphorylation by PMA is significantly reduced (Fig.2D, black 

bars). One may now conclude that EGCG’s significant reduction in PMA-induced IκB 

phosphorylation may prevent p65/p50 NF-κB translocation to the nucleus that would 

regulate transcription of NF-κB gene targets during HL60 differentiation. 
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Gene array analysis reveals NF-κB gene targets are associated with macrophage 

differentiation status and with differential inhibitory potential of EGCG. In light of the 

evidence that PMA-induced macrophage differentiation involves NF-κB signalling, we 

used a gene array approach to explore some NF-κB downstream gene targets. 

Transcriptional profiling was performed on genes involved in inflammation, apoptosis, 

development and cell differentiation, stress response, and immune response. Among the 89 

NF-κB downstream gene targets assessed, 25% were highly (>10-fold, Table.1) induced in 

differentiated HL-60 macrophage-like cells when compared to vehicle-treated HL-60 cells 

(Fig.3A). Among these, COX-2 and MMP-9 gene expression is specifically shown (Fig.3A, 

arrows) as these two biomarkers are thought to contribute to transendothelial migration by 

immune cells. Anti-PMA inhibitory potential of EGCG was subsequently assessed on the 

gene expression of the similar NF-κB gene targets using gene array strategy. We found that 

ECGG inhibited, by more than 70% approximately half of the PMA-inducible NF-κB 

targets assessed (Fig.3B) including COX-2 and MMP-9. Collectively, we identified several 

NF-κB downstream target genes that are significantly induced during PMA-induced HL-60 

differentiation into macrophages, and demonstrated that EGCG can very efficiently inhibit 

the expression of those highly induced genes as well as that of moderately induced genes 

(Table.2). 

 

EGCG antagonizes COX-2 and MMP-9 biomarkers expression induced upon PMA-

mediated HL-60 cell differentiation into macrophages. Given that MMP-9 is the major 

MMP that contributes to BBB disruption [25] and that COX-2 inhibition was demonstrated 

to limit BBB disruption [26], we next aimed at validating those transcriptional profiling 

data obtained through gene arrays (Table.1 and Table.2) at the molecular level, and further 

wished to investigate the chemopreventive efficacy of EGCG on these two biomarkers’ 

expression regulation. Serum-starved HL-60 cells were therefore treated with increasing 

PMA concentrations, or with combined 3 nM PMA and increasing concentrations of EGCG 

for 18 hrs. Cell lysates from the adherent PMA-differentiated cells increasingly expressed 

COX-2 (Fig.4A, upper panel), while MMP-9 secreted into the conditioned media also dose-
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dependently increased as assessed by gelatin zymography (Fig.4A, lower panel). Total 

RNA was isolated from the above described conditions and qRT-PCR performed to 

confirm that both MMP-9 and COX-2 transcriptional regulation (Fig.4B) paralleled that of 

their respective protein expression. When increasing concentrations of EGCG were added 

during PMA-induced HL-60 differentiation, we found in accordance to the gene array data 

that both MMP-9 and COX-2 PMA-mediated induction was reversed (Fig.4C). 

Interestingly, EGCG had effect on neither MMP-9 (Fig.4D) nor COX-2 (Fig.4E) basal 

levels. Given the paralleled effects on MMP-9 gene expression and MMP-9 gelatinolytic 

activity, one can safely rule out the possible contribution of TIMP-1 on MMP-9. Further 

quantification of MMP-9 protein levels, through ELISA measures, may be required to 

strengthen and complement our enzymatic and gene expression assessment. 

 

Differential efficacy of EGCG to inhibit NF-κB gene targets between PMA-mediated 

HL-60 cell differentiation into macrophages and differentiated macrophages. We next 

sought at investigating the effect of EGCG on terminally-differentiated macrophage-like 

cells. We treated HL-60 cells with PMA for 18 hours. Media containing PMA was removed 

and adherent terminally-differentiated cells further cultured for 24 hours in serum-free 

media containing or not 30 µM EGCG. Gene expression levels of key NF-κB targets were 

compared between adherent terminally-differentiated cells and adherent PMA-induced 

differentiation cells using gene arrays. We found that similar transcriptional profiling 

characterized both cell populations with a correlation of >0.9 (Fig.5A). When adherent 

terminally-differentiated cells were then treated with EGCG, we found that only 23% of the 

NF-κB gene targets were inhibited by more than 70% (Fig.5B, black bars) as compared to 

PMA-induced differentiation cells (Fig.5B, dotted line). Interestingly, while COX-2 gene 

expression was still inhibitable by EGCG, that of MMP-9 was found insensitive to EGCG 

(Fig.5B, arrows). 

 

EGCG antagonizes COX-2 but not MMP-9 expression induced upon PMA-mediated 

HL-60 cell differentiation into macrophages. In order to further validate the gene array data 
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obtained above, immunoblotting and qPCR were performed to assess the impact of EGCG 

on COX-2 and MMP-9 protein (Fig.6A) and gene (Fig.6B) expression in terminally-

differentiated HL-60 macrophages. While EGCG efficiently inhibited COX-2 protein 

(Fig.6A, upper panel) and gene expression (Fig.6B, open circles), lack of MMP-9 inhibition 

by EGCG was observed in terminally-differentiated cells both at the protein (Fig.6A, lower 

panel) and transcriptional level (Fig.6B, closed circle). 

 

The 67 kDa Laminin Receptor expression is decreased in terminally-differentiated 

HL-60 macrophages. The 67 kDa non-integrin Laminin Receptor (LR) has recently been 

identified as a direct cell surface receptor for EGCG [27]. We therefore tested the 

expression of both LR subunits during PMA-induced differentiation as well as in 

terminally-differentiated HL-60 macrophages. We found that the 67 kDa LR expression 

remained unaffected, as compared to expression in non-differentiated HL-60 cells (Susp.) 

during PMA treatment regardless of EGCG (Fig.7A, closed circles). In contrast, EGCG 

efficiently inhibited the induction of the 37 kDa LR precursor (Fig.7A, open circle). When 

PMA alone was first used to terminally-differentiate HL-60 cells into macrophages, the 

expression of both the 37 kDa and 67 kDa LR subunits was significantly reduced (Fig.7B). 
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Discussion 

 

Molecular evidences that demonstrate the various functions of NF-κB during 

different tumor stages and that supports the rationale to target NF-κB in cancer prevention 

and therapy have recently been provided [28]. Accordingly, pharmacological targeting of 

NF-κB-regulated downstream gene products may reasonably be envisioned in the inhibition 

of inflammatory [29-32] and carcinogenic processes [5, 33, 34]. Recent findings in the anti-

inflammatory activity of plant and diet-derived compounds, demonstrate that most of them 

belong to the chemical group of alkaloids, coumarins, flavonoids, polyphenols and 

terpenoids [33]. Although flavonoids have been used in inflammatory pathways targeting 

[35, 36], and that evidence from cancer genetics and cancer genome studies supports the 

involvement of NF-κB in human cancer, particularly in multiple myeloma, the therapeutic 

potential and benefit of targeting NF-κB still remain debatable [37], partly because of the 

heterogeneous cellular composition and status in cell differentiation within the tumour 

microenvironment. As such, the recruitment and infiltration of macrophages in the tumour 

microenvironment activates them to support the malignant progression of cancer cells, and 

administration of either NF-κB-targeting drugs or COX-2 inhibitors was shown to block 

both inflammatory angiogenesis and tumour angiogenesis [38]. 

 

In this study, we analyzed the transcriptional regulation of 89 NF-κB-regulated genes 

by assessing their expression in PMA-mediated signalling and in terminally-differentiated 

HL-60 macrophages. The respective gene expression profiles were, not surprisingly, found 

induced within the cell differentiation, immune response, and inflammation functions 

(Table.1) and were relatively similar between PMA-treated and terminally-differentiated 

cell populations (r
2
 = 0.91; Fig.4A). In contrast, high EGCG inhibitory activity was found 

in PMA-mediated pro-carcinogenic stimulation of HL-60 cells (Fig.3B), while significantly 

lower inhibitory capacity were attributed to such flavonoid in terminally-differentiated 

macrophages (Fig.5B). Altogether, this supports the chemopreventive, rather than 
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therapeutic, efficacy of EGCG, and provides rational for its crucial role as a signal 

transduction inhibitor. Moreover, we show that the macrophagic/monocytic differentiation 

status significantly influences EGCG’s ability to inhibit PMA-induced downstream NF-κB 

gene targets. The latter may, in part, be explained by the downregulation of the 67 kDa LR 

expression, which is considered as the EGCG receptor [27]. Although significantly less 

efficient in terminally-differentiated macrophages, the fact that EGCG is still able to 

abrogate the expression of some NF-κB gene targets is suggestive of pharmacological 

effects independent of the 67 kDa LR expression as reported elsewhere [39]. 

 

The differential targeting efficacy of EGCG is further demonstrated in our study in 

relation to the NF-κB downstream gene targets COX-2 and MMP-9, both considered as 

inflammation biomarkers [36, 40]. While COX-2 protein and gene expression is inhibited 

both during PMA-treatment and in terminally-differentiated macrophages, we show that 

MMP-9 in contrast can no longer be inhibited in those cells that acquired macrophagic 

phenotype. Given the lack of MMP-9 inhibition by EGCG in terminally-differentiated 

macrophages (Fig.6), our data therefore imply that EGCG may not be efficient in inhibiting 

the ability of macrophages to disrupt the BBB and to infiltrate the brain. While human brain 

microvascular endothelial cells (HBMEC) play an essential role as structural and functional 

components of the BBB, its disruption by the macrophage-secreted MMP-9 may therefore 

favor secondary cerebral infections and development of brain pathologies [41, 42]. 

Moreover, although some studies report pharmacological effects of EGCG at 

submicromolar levels, most experiments require concentrations of >10-20 µM to 

demonstrate that effect. Given that in humans, tea polyphenols undergo glucuronidation, 

sulfation, methylation, and ring fission, the peak plasma concentration of EGCG is believed 

to approximate 1 µM [43]. Accordingly, IC50 effects in our current study were reached at 

~3 µM or less in accordance with those plasma concentrations reported, while optimal 

effects were achieved at 30 µM in accordance with in vitro data reported above (i.e. 10-20 

µM). Finally, unmetabolized EGCG was directly tested within an acellular system and on 

the activity of recombinant MMPs [44]. The authors reported an IC50 value for EGCG of 
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0.8 µM, again nicely approximating that EGCG concentration we report in this current 

study. Given the very close IC50 values calculated between cellular and acellular in vitro 

models, one may therefore safely consider that the impact of EGCG we evaluated may well 

originate from the parental non-metabolized molecule. 

 

Only few reports documented an association between COX-2 expression and ECM 

degradation consequent to pro-carcinogenic stimulation. Among the intracellular events 

that could link PMA-induced signaling to COX-2 induction, NF-κB can contribute to 

regulate the expression of COX-2 through endoplasmic reticulum stress and, in part, 

through induction of the endoplasmic reticulum chaperone GRP78/BiP, which is expressed 

at high levels in a variety of tumors and which confers drug resistance to both proliferating 

and dormant cancer cells [45]. As for the transcriptional control of MMP-9 expression upon 

PMA stimulation, there is increasing evidence that its expression can also be regulated at 

the levels of mRNA stability, translation and protein secretion. The ability to modulate 

MMP-9 expression at multiple steps through distinct signaling pathways may be 

particularly important during malignant conversion, when tumor cells need to induce or 

maintain MMP-9 levels in response to changing environmental cues. Among the nuclear 

factors shown to stabilize the mRNA and augment the expression of MMP-9, the RNA-

binding protein HuR has been ascribed a pivotal role in the development of tumors [46, 47], 

and increased nucleocytoplasmic shuttling was also reported to promote COX-2 mRNA 

stabilization [48]. More importantly, HuR has been found to be a key mediator in PMA-

treated HL-60 cells where inhibition of HuR expression by EGCG was reported [24]. 

 

In recent years, a large number of mechanisms of action have been attributed to 

flavonoids commonly found in fruits, vegetables, wine, or tea as they can act as potent 

antioxidants and free radical scavengers [49, 50]. Flavonoids targeting of NF-κB has also 

been shown to inhibit in vitro brain endothelial cell tubulogenesis [51]. Accordingly, 

among strategies developed to jointly inhibit ECM degradation and inflammation processes 

in carcinogenesis, the design, synthesis and evaluation of flavonoid derivatives has not 
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surprisingly emerged as a potent strategy to also target neurodegenerative disorders 

including different forms of dementia, as well as Alzheimer’s disease [52, 53]. Our data 

support the chemopreventive potential of such a class of molecules, but prompt for caution 

when interpreting the data particularly regarding the differentiation status of a given in vitro 

experimental cell model. Finally, our data support a crucial role for MMP-9 and provide a 

molecular rational explaining how the disruption of the BBB [54, 55], and subsequent 

transendothelial migration of terminally differentiated HL-60 macrophages [56], may lead 

to cerebral infections and development of brain pathologies. 
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Footnotes 

 

The abbreviations used are: BBB, blood-brain barrier; ECM, extracellular matrix; EGCG, 

epigallocatechin-3-gallate; LR, laminin receptor; MMP-9, matrix metalloproteinase-9; NF-

κB, nuclear factor-kappa B; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate 
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Tables and figures legend 

 

Tab.1: PMA triggers transcriptional increase of NF-κB gene targets in adherent HL-

60 cells. Serum-starved HL-60 cells were treated with 3 nM PMA for 18 hrs. Total 

RNA was isolated from vehicle-treated cells that remained in suspension and from 

PMA-treated cells that adhered to the flasks (macrophage-differentiated cells). The 

identity of only those genes that were induced by 10-fold in adherent vs. suspension 

cells is shown and is extracted from Fig.2A. Data are representative from 2 

independent arrays. Grey highlighted data were further confirmed at the protein 

and/or activity level. 

 

Tab.2: EGCG reverses PMA-mediated IκB degradation in adherent HL-60 cells. 

Serum-starved HL-60 cells were treated with either 30 µM EGCG or a combination 

of 3 nM PMA and 30 µM EGCG for 18 hrs. Total RNA was isolated from EGCG-

treated cells that remained in suspension and from PMA-treated cells that adhered to 

the flasks (macrophage-differentiated cells). The identity of only those genes which 

expression was inhibited by 90% and more is shown and is extracted from Fig.2B. 

Data are representative from 2 independent arrays. Grey highlighted data were 

further confirmed at the protein and/or activity level. 

 

Fig.1: EGCG reverses PMA-mediated IκB degradation in adherent HL-60 cells. (A) 

Serum-starved HL-60 cells were treated with increasing PMA concentrations, or (B) 

with combined 3 nM PMA and increasing concentrations of EGCG for 18 hrs. Cells 

that remained in suspension were discarded and lysates from the adherent 

macrophage-differentiated cells isolated, electrophoresed via SDS-PAGE and 

immunodetection of IκB and GAPDH proteins performed as described in the 

Methods section. (C) Quantification was performed by scanning densitometry of the 

autoradiogram. Data are representative of 4 independent experiments, and were 
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represented as the percent (%) expression of untreated HL-60 cells in suspension 

(left panel) and as the percent (%) of 3 nM PMA/30 µM EGCG-treated adherent 

cells (right panel). 

 

Fig.2: EGCG reverses PMA-induced IκB phosphorylation in adherent HL-60 cells. 

(A) Serum-starved HL-60 cells were treated with 3 nM PMA for up to 120 minutes. 

Cells that remained in suspension were discarded and lysates from the adherent 

macrophage-differentiated cells isolated, electrophoresed via SDS-PAGE and 

immunodetection of IκB, phospho-IκB, and GAPDH proteins performed as 

described in the Methods section. (B) Quantification was performed by scanning 

densitometry of the autoradiogram. Data are representative of 2 independent 

experiments, and were represented as the x-fold expression over untreated HL-60 

cells in suspension (time 0). The respective phospho-IkB / GAPDH ratios were 

blotted. (C) Similarly as in (A), cells were treated for 30 minutes in the presence of 

3 nM PMA, 30 µM EGCG, or a combination of both, and adherent cells harvested. 

(D) Quantification was performed as in (B). 

 

Fig.3: Gene array analysis reveals NF-κB gene targets associated with macrophage 

differentiation and high inhibitory potential of EGCG. (A) Serum-starved HL-

60 cells were treated with 3 nM PMA for 18 hrs. Total RNA was isolated from 

vehicle-treated cells that remained in suspension and from PMA-treated cells that 

adhered to the flasks (macrophage-differentiated cells). (A) Histogram 

representation of the 89 NF-κB gene targets array expression levels. (B) Serum-

starved HL-60 cells were treated with either 30 µM EGCG or a combination of 3 

nM PMA and 30 µM EGCG for 18 hrs. Total RNA was isolated from EGCG-

treated cells that remained in suspension and from PMA-treated cells that adhered to 

the flasks (macrophage-differentiated cells). Histogram representation of the gene 

expression array levels represents the percent of gene inhibition. 
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Fig.4: EGCG antagonizes COX-2 and MMP-9 biomarkers expression induced upon 

PMA-mediated HL-60 cell differentiation into macrophages. (A, B) Serum-

starved HL-60 cells were treated with increasing PMA concentrations, or (C, D, E) 

with combined 3 nM PMA and increasing concentrations of EGCG for 18 hrs. Cells 

that remained in suspension were discarded and lysates from the adherent 

macrophage-differentiated cells isolated, electrophoresed via SDS-PAGE and 

immunodetection of COX-2 (A, C, upper panels) and GAPDH (A, C, middle 

panels) proteins performed as described in the Methods section. Conditioned media 

were collected and gelatin zymography (A, C, lower panels) performed as described 

in the Methods section. Total RNA was isolated from similar conditions than in A 

and B, and qRT-PCR performed as described in the Methods section to assess 

MMP-9 and COX-2 gene expression (B, D, E). 

 

Fig.5: Differential efficacy of EGCG to inhibit NF-κB gene targets between PMA-

mediated HL-60 cell differentiation into macrophages and differentiated 

macrophages. (A) Total RNA was isolated from adherent cells obtained upon 3 nM 

PMA treatment of serum-starved HL-60 cells, and gene expression profils compared 

to total RNA isolated from PMA-differentiated cells cultured for 2 days. (B) EGCG 

inhibitory effect was evaluated from total RNA isolated from adherent cells 

obtained upon 3 nM PMA treatment of serum-starved HL-60 cells (dotted lines, 

data from Fig.3B), and gene expression profiles compared to total RNA isolated 

from PMA-differentiated cells cultured for 2 days and then serum-starved in the 

presence of 30 µM EGCG. 

 

Fig.6: EGCG antagonizes COX-2 but not MMP-9 expression induced upon PMA-

mediated HL-60 cell differentiation into macrophages. Serum-starved HL-60 

cells were treated for 18 hours with 3 nM PMA to induce HL-60 cell differentiation 

and adhesion. Adherent cells were then further cultured in serum-free conditions 

and in the presence of increasing concentrations of EGCG for 18 hours. (A) Cell 
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lysates were  electrophoresed via SDS-PAGE and immunodetection of COX-2 

(upper panels) and GAPDH (middle panels) proteins performed as described in the 

Methods section. Conditioned media were collected and gelatin zymography (lower 

panels) performed as described in the Methods section. (B) Total RNA was isolated 

from similar conditions as described above, and qRT-PCR performed as described 

in the Methods section to assess MMP-9 and COX-2 gene expression. Susp, 

untreated and non-differentiated HL-60 cells growing in suspension. 

 

Fig.7: The 67 kDa Laminin Receptor expression is decreased in terminally-

differentiated HL-60 macrophages. (A) Serum-starved HL-60 cells were treated 

with 3 nM PMA in the presence of increasing concentrations of EGCG to induce 

HL-60 cell adhesion for 18 hours. (B) PMA alone was first used to terminally-

differentiate HL-60 cells into macrophages. Adherent cells were afterwards further 

cultured in serum-free conditions and in the presence of increasing concentrations of 

EGCG for 18 hours. Cell lysates from A and B were electrophoresed via SDS-

PAGE and immunodetection of the 37 kDa (open circles) / 67 kDa (closed circles) 

Laminin Receptor (LR) proteins performed as described in the Methods section. 

Data are representative of 2 independent experiments. N.S., non specific 

immunoreactivity; Susp, untreated and non-differentiated HL-60 cells growing in 

suspension. 
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Tables and figures 

 

Vézina et al. 2012 

 

Table 1 

 

Gene name Gene ID Induction by PMA 

(x-fold) 

Functional grouping 

IL1RN 3557 556 Cytokines / chemokines 

CCL5 6352 352 Differentiation, cytokines / chemokines 

IL1B 3553 200 Inflammation, cytokines / chemokines 

ICAM1 3383 176 Immune response 

MMP9 4318 137 Differentiation, apoptosis 

IL1A 3552 102 Inflammation, cytokines / chemokines 

IL2RA 3559 71 Inflammation 

INS 3630 40 Inflammation, apoptosis 

CD40 958 27 Immune response 

IL8 3576 24 Cytokines / chemokines 

F3 2152 23 Anti-apoptosis 

PDGFB 5155 22 Stress response 

TNSF10 8743 20 Cytokines / chemokines 

CD83 9308 15 Immune response 

CCL2 6347 14 Immune response, cytokines / chemokines 

MITF 4286 12 Differentiation, apoptosis 

BIRC3 330 11 Apoptosis 

COX2 5743 10 Inflammation, apoptosis 

TNFRSF1B 7133 9.7 Apoptosis 
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Vézina et al. 2012 

 

Table 2 

 

Gene name Gene ID EGCG Inhibition  

(%) 

Functional grouping 

MMP9 4318 99 Differentiation, apoptosis 

CCR5 1234 98 Inflammation 

IL1RN 3557 97 Cytokines / chemokines 

CD40 958 96 Immune response 

VCAM1 7412 96 Differentiation 

CXCL1 2919 96 Cytokines / chemokines 

CCL5 6352 95 Cytokines / chemokines, development 

FASLG 356 95 Apoptosis 

IL1B 3553 95 Inflammation,cytokines / chemokines, 

COX2 5743 95 Inflammation, apoptosis 

CXCL2 2920 94 Cytokines / chemokines 

IL1R2 7850 94 Immune response 

TNF 7124 94 Inflammation, development, stress response 

CXCL10 3627 94 Inflammation 

MITF 4286 93 Differentiation, apoptosis 

PDGFB 5155 92 Stress response 

IL2RA 3559 91 Inflammation 

CCL2 6347 90 Immune response, cytokines / chemokines 

CXCL9 4283 90 Inflammation 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 1 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 2 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 3 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 4 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 5 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 6 
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Vézina et al. 2012 

 

Figure 7 
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5. Discussion 

Le cancer apparaît au terme de plusieurs étapes complexes ayant des 

caractéristiques spécifiques aux types cellulaires et tissulaires atteints (Schmidt et 

Carmeliet, 2011). Pour comprendre les mécanismes de la cancérogenèse, une analyse 

adéquate des biomarqueurs impliqués est nécessaire. Cette analyse permet d’identifier et 

d’arrêter son choix sur des cibles thérapeutiques qui aideront à traiter la maladie et à faire 

avancer la recherche. L’inflammation et l’invasion sont des concepts intimement reliés dans 

la progression du cancer. Leurs biomarqueurs spécifiques interagissent ensemble afin 

d’alimenter la tumeur et d’accroître sa survie (Shanmugam et al., 2012). Pour bloquer la 

progression de ces mécanismes, l’utilisation de molécules phytochimiques peut s’avérer 

efficace (Singh et al., 2012; Gupta et al., 2010). L’EGCG est une des molécules 

nutraceutiques reconnues pour diminuer le risque de développement du cancer (Pan et al., 

2011).   

La leucémie myéloïde aiguë est la forme la plus commune des leucémies aiguës 

chez l’adulte (McArdle et O'Mahony, 2008). Le sous-type promyéloïde est caractérisé par 

la translocation chromosomale t(15;17) et par le gène de fusion PML-RARα (Grimwade et 

al., 2010). Les cellules sont bloquées au stade de promyélocytes et sont immatures. C’est-à-

dire qu’elles ont perdu la capacité de se différencier en cellules matures. La combinaison de 

la chimiothérapie d’induction au trioxyde d’arsenic et du traitement à l’acide tout-trans 

rétinoïque (ATRA) a permis l’avancement de la thérapie et l’augmentation de la survie d’au 

moins 5 ans suivant le diagnostic dans une proportion de 35 à 40% (American cancer 

society, 2008; Mi et al., 2012). L’utilisation de l’ATRA permet la différenciation des 

cellules leucémiques en granulocytes limitant leur prolifération, diminuant le nombre de 

cellules immatures dans la moelle osseuse, augmentant le nombre de cellules immunes 

circulantes et permettant le traitement de la maladie. Il est aussi possible que les cellules 

HL-60 se différencient en monocytes ou en macrophages via l’activation des protéines 

kinases C par le PMA, un ester de phorbol analogue du diacylglycérol (DAG). Suite à leur 
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différenciation, des complications au niveau de la transduction des signaux moléculaires 

peuvent survenir.  

Différents modèles cellulaires sont disponibles pour étudier la leucémie 

promyéloïde aiguë : NB4, UF-1, AP-1060 et HL-60 (Kizaki et al., 1996; Nakazato et al., 

2005; Roussel et Lanotte, 2001; Sun et al., 2004). Nous avons choisi les cellules HL-60 

pour leur capacité à se différencier en macrophages pouvant altérer la BHE (Collins, 1987). 

Les cellules HL-60 constituent un excellent modèle pour étudier in vitro la leucémie 

promyéloïde aiguë et elles sont faciles à utiliser. Nous avons choisi le traitement au PMA 

car il est efficace et stable afin d’étudier le comportement des cellules différenciées en 

«macrophages-like». C’est devenu notre modèle d’intérêt. L’isolation de protéines ou 

d’ARN  est facilement réalisable et permet l’étude des voies de signalisation régulant 

l’adaptation moléculaire des cellules suite à l’action du PMA tant au niveau protéique que 

génique. Dans cet ordre d’idée, les observations rapportées sont spécifiques aux cellules 

HL-60 différenciées ou non en «macrophages-like». 

Le fait que les cellules HL-60 peuvent se différencier en «macrophages-like» nous a 

beaucoup intéressé. L’étude des caractéristiques de signalisation de ces cellules pendant et 

après leur différenciation s’est avérée déterminante. Nous avons identifié et arrêté notre 

choix sur quelques biomarqueurs des phénomènes moléculaires entourant la cancérogenèse 

en se basant sur le fait que la COX-2 et la MMP-9 sont surexprimées dans le 

microenvironnement tumoral lors de la cancérogenèse (Sethi et al., 2012). La COX-2 joue 

son rôle dans la production des prostaglandines et est induite par les stimuli inflammatoires 

(Ricciotti et FitzGerald, 2011). Quant à la protéase MMP-9, elle est sécrétée par les cellules 

et contribue activement à la dégradation, l’hydrolyse et le remodelage de la MEC. Son rôle 

est associé au caractère invasif tumoral et à la formation de métastases (Nagase et al., 

2006). La surexpression de ces biomarqueurs est interreliée et mène à l’augmentation de la 

survie des tumeurs et à la résistance thérapeutique (Scheidereit, 2006; Zhu et al., 2011). La 

transcription des gènes encodant pour COX-2 et MMP-9 est induite par les stimuli activant 

les voies de transcription impliquées dans l’inflammation, l’invasion et les métastases. 
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Pendant la cancérogenèse, la voie de signalisation par NF-κB est activée et régule la 

transcription (Shen et Tergaonkar, 2009). Nous avons donc étudié l’effet du PMA sur cette 

voie pendant et après la différenciation des cellules HL-60. Puis, nous avons étudié 

l’impact de l’EGCG, principal polyphénol du thé vert reconnu pour ses propriétés 

anticancéreuses dans plusieurs études (Yang et al., 2011).  

Dans un premier temps, nous avons observé l’induction de COX-2 et MMP-9 par le 

PMA lors de la différenciation des cellules HL-60 en macrophages (figure 7). Nous avons 

démontré que la régulation se fait autant au niveau génique que protéique. Ainsi, il est plus 

facile de cibler les molécules à différents niveaux de leur régulation. La surexpression de 

COX-2 et MMP-9 corrèle avec le phénotype tumoral, mais aussi avec le phénotype des 

macrophages circulants impliqués dans l’invasion, les métastases et la neuroinflammation 

(Baay et al., 2011; Rizzo, 2011). La possible implication de la voie NF-κB sur 

l’augmentation de l’expression de COX-2 et MMP-9 a suscité notre intérêt. Nous avons 

démontré cette implication par la diminution de l’expression protéique d’IκB. L’inhibition 

d’IκB par le PMA est reliée à sa dégradation subséquente à sa phosphorylation catalysée 

par la famille des kinases IKK. Par conséquent, l’activation du complexe p50/p65 et sa 

translocation au noyau activent la transcription par la liaison de l’hétérodimère au motif κB 

sur les promoteurs des gènes cibles. La voie NF-κB induit la transcription d’au moins 89 

gènes cibles connus parmi lesquels nous avons montré que 25% sont induits d’au moins 10 

fois sous l’action du PMA (Chap. 2, figure 2A, p. 68). Parmi ces gènes, on retrouve des 

cytokines, chemokines, facteurs de croissance et enzymes étant des acteurs importants dans 

l’inflammation, la différenciation, l’apoptose, la transcription, la réponse immunitaire et la 

réponse au stress (figure 13). 
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Figure 13. Gènes cibles de la voie de signalisation NF-κB activés par le PMA 

 

Par la suite, nous avons clairement démontré l’impact positif significatif de l’EGCG 

quant à sa capacité à inhiber les gènes et les protéines impliqués dans la cancérogenèse et la 

différenciation des cellules. L’application simultanée de PMA et EGCG n’empêchait pas la 

différenciation en macrophages. Ainsi, nous avons pu observer les effets du PMA et de 

l’EGCG sur l’adaptation moléculaire des cellules HL-60 différenciées sans que l’EGCG 

nuise à leur différenciation par le PMA. La capacité de l’EGCG à renverser la diminution 

de l’expression d’IκB est concluante. Ceci démontre son pouvoir inhibiteur sur la voie NF-

κB et possiblement de la transcription qui s’ensuit. Nous avons démontré l’effet 

antiinflammatoire de l’EGCG spécifiquement sur COX-2 et MMP-9, mais aussi de façon 

générale sur les gènes qui ont été modulés à la hausse par le PMA. L’EGCG a été efficace 

pour inhiber par au moins 70% plus de la moitié des gènes induits de façon modérée à 

élevée par le PMA (Chap. 2, figure 3B, p. 69). 
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Lors de la différenciation, les cellules adhèrent au flacon de culture. Après avoir 

étudié la signalisation lors de la différenciation des cellules en macrophages, il a été 

possible de conserver en culture les nouvelles cellules différenciées en retirant les cellules 

non-différenciées restées en suspension. Le but était de comparer les cellules tout juste 

différenciées par le PMA à celles devenues des «macrophages-like» adaptés à leur nouveau 

milieu de culture. En comparant les résultats obtenus avec les essais de «gene array», nous 

avons observé un phénotype semblable entre les deux statuts de différenciation. Une fois 

que les cellules sont différenciées, elles maintiennent constitutivement l’expression des 

gènes induits. Ainsi, nous avons trouvé un taux élevé de deux biomarqueurs d’intérêt, 

COX-2 et MMP-9. Ces cellules «macrophages-like» expriment des gènes engendrant un 

phénotype qui favorise les phénomènes inflammatoires. Elles semblent aussi exprimer 

quelques gènes impliqués dans les phénomènes de migration et d’invasion, parmi lesquels 

nous trouvons la métalloprotéase MMP-9, les facteurs de croissance M-CSF et GM-CSF, la 

chemokine CCL5 et les facteurs de transcription MITF et EGR2.  

L’EGCG ne s’est pas avérée aussi efficace à inhiber la transcription dans les 

«macrophages-like» que dans les cellules traitées simultanément avec le PMA et l’EGCG. 

Ainsi, seulement 23% des gènes ont été inhibés avec une efficacité d’au moins 70%, dont le 

biomarqueur inflammatoire COX-2. Par ailleurs, nous avons observé que l’expression 

génique et l’activité gélatinolytique de la MMP-9 n’étaient plus inhibées par l’EGCG. Une 

possible explication à cette différence de comportement de l’EGCG réside dans les niveaux 

d’expression du récepteur à la laminine de 67 kDa (67LR) et de son précurseur de 37 kDa 

(37LRP). Le 67LR est le récepteur non-intégrine de l’EGCG (Tachibana, 2009). Nous 

démontrons que dans les «macrophages-like», l’expression du 67LR est fortement 

diminuée et que celle du 37LRP est abolie en comparaison aux cellules HL-60 traitées au 

PMA. L’ajout de doses croissantes d’EGCG n’a pas affecté l’expression basale du 67LR et 

cela, peu importe le statut de différenciation des cellules HL-60. L’augmentation des doses 

d’EGCG mène à une légère diminution de l’expression du 37LRP dans les cellules HL-60 

traitées au PMA tandis que le 37LRP demeure complètement inexprimé dans les 

«macrophages-like». Ainsi, la présence du 67LR et de son précurseur dans les cellules HL-
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60 traitées au PMA signifie que l’EGCG peut activer la voie du 67LR pour inhiber la 

transduction du signal. La diminution du 37LRP ne semble pas affecter significativement la 

présence du 67LR à la surface cellulaire étant donné que son expression protéique est 

significativement élevée dans les cellules HL-60 traitées au PMA en comparaison aux 

cellules HL-60 non-différenciées. Un marquage immunofluorescent pourrait bonifier ce 

résultat. L’élimination du 37LRP dans les «macrophages-like» peut, quant à elle, expliquer 

la baisse de l’expression du 67LR étant donné que ce récepteur est composé de la 

dimérisation du 37LRP et de la galectine-3. En conséquence, la liaison de l’EGCG à son 

récepteur est moins importante. De cette façon, l’activation de la voie du 67LR est affaiblie 

justifiant en partie l’absence d’inhibition par l’EGCG de molécules telles MMP-9 dans les 

«macrophages-like» (figure 14).  

Puisque l’EGCG n’est plus actif via le 67LR dans les «macrophages-like», il est 

possible que des mécanismes indépendants de la signalisation par le 67LR soient impliqués 

dans l’inhibition des molécules telles COX-2. Par exemple, il est connu que l’EGCG agit 

indépendamment du 67LR pour induire la mort des cellules HL-60 (Hazawa et al., 2011). 

De plus, des études ont récemment démontré l’action inhibitrice de l’EGCG sur la 

production de la prostaglandine E2 ainsi que sur son récepteur, menant à la diminution de 

l’expression de COX-2 induite par les signaux inflammatoires comme le PMA (Singh et 

Katiyar, 2011).  Sachant que COX-2 est une enzyme inductible par plusieurs médiateurs 

inflammatoires et stimuli mitogènes incluant les cytokines, endotoxines, facteurs de 

croissance, oncogènes et les esters de phorbol, il est aussi possible que l’inhibition de son 

expression par l’EGCG passe par des voies de signalisation comme la voie des MAP 

kinases, biomarqueur cible de l’EGCG (Kundu et al., 2003). Son pouvoir d’inhibition 

transcriptionnelle dans la cancérogenèse fait de l’EGCG une molécule naturelle à 

considérer pour cibler la signalisation moléculaire dans un but préventif. D’un point de vue 

fondamental, l’impact est important au niveau de l’inhibition des processus inflammatoires 

reliés à l’état de différenciation des cellules tumorales et immunes circulantes pouvant nuire 

aux tissus et organes. Par exemple, les macrophages dérivés des cellules HL-60 peuvent 

migrer au travers de la BHE (Park et al., 2003; Seidel et al., 2011). Sachant aussi que ces 
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macrophages surexpriment des biomarqueurs relatifs à divers mécanismes favorisant la 

cancérogenèse, leur transmigration peut mener à des infections secondaires et nuire aux 

fonctions cérébrales. De même, leur propagation au travers du système sanguin promeut 

l’invasion qui facilite le développement métastatique. Les infections et les métastases sont 

interreliées avec la neuroinflammation cérébrale. De ce fait, l’inhibition des biomarqueurs 

cibles est essentielle à la prévention à long terme de l’avènement de ces phénomènes 

délétères pour l’organisme et difficiles à traiter.  
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Figure 14. Résumé de comparaison de la signalisation dans les HL-60 non-

différenciées et les «macrophages-like». Le PMA induit la différenciation des cellules 

promyélocytaires HL-60. La transcription est activée via la voie NF-κB. L’EGCG 

antagonise l’effet du PMA sur la transcription dans les cellules HL-60 non-différenciées. 

L’EGCG agit via le 67LR. La diminution de l’expression du 67LR à la surface cellulaire est 

en partie responsable de l’inefficacité de l’EGCG dans les «macrophages-like». L’absence 

du précurseur 37LRP explique la baisse des niveaux protéiques du 67LR. L’adaptation 

moléculaire en fonction du statut de différenciation affecte les phénomènes invasif, 

inflammatoire, de survie et de stress cellulaire. 

Abréviations : PMA : 12-phorbol 13-myristate acétate; EGCG : (-)-épigallocatéchine-3-

gallate; 67LR : récepteur à la laminine de 67kDa; 37LRP : précurseur du 67LR.  
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6. Perspectives 

Bien que notre étude permette l’identification et le ciblage de la voie NF-κB par le 

polyphénol du thé vert le plus efficace, du travail reste encore à faire. La phosphorylation 

d’IκB par le PMA implique possiblement la protéine kinase IKK lors de la différenciation 

des cellules HL-60 en macrophages. Il serait donc convenable de mesurer les niveaux 

protéiques d’IKK afin de bonifier nos hypothèses de travail. De plus, il serait intéressant de 

trouver les pistes complémentaires expliquant la diminution de l’expression du 67LR dans 

les «macrophages-like». Il serait approprié de justifier l’importance de la présence du 67LR 

avec l’utilisation d’un siRNA bloquant son expression. De cette façon, en absence du 

67LR, l’EGCG devrait normalement ne pas avoir autant d’effet inhibiteur dans les cellules 

HL-60 traitées au PMA. Par contre, il serait intéressant d’étudier les effets possibles de 

l’EGCG sur d’autres voies de signalisation médiées par le traitement au PMA. L’utilisation 

d’un anticorps extracellulaire pourrait aussi être une alternative pour étudier le 

comportement du 67LR et de son précurseur 37LRP in vitro. Par un marquage 

immunofluorescent, il serait possible de voir à quel point sont-ils présents dans les cellules 

HL-60 dépendamment du statut de différenciation. Les différents niveaux de fluorescence 

pourraient être comparés entre les cellules HL-60 non-différenciées, les cellules HL-60 

traitées au PMA et les «macrophages-like». L’étude des modulations de fluorescence 

subséquentes au traitement par l’EGCG serait aussi envisageable. La réponse différentielle 

entre les statuts de différenciation face au traitement à l’EGCG demeure ambiguë. Il se 

pourrait que le maintien de la surexpression de la MMP-9 dans les «macrophages-like» soit 

aussi dû à la diminution des TIMPs, inhibiteurs assurant la balance homéostatique des 

métalloprotéases matricielles dans les cellules. Par ailleurs, la surexpression de la COX-2 

dans les cellules tumorales est associée au phénomène inflammatoire mais aussi à 

l’invasion et à l’angiogénèse (Khan et al., 2011). Les voies des MAP kinases (ERK, p38 et 

JNK) et de JAK/STAT sont impliquées dans l’inflammation, la prolifération, la 

différenciation hématopoïétique, l’apoptose et l’immunité (Toussirot, 2010). L’EGCG, 

faisant partie des composés phénoliques issus de notre alimentation, agit sur ces voies de 
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signalisation et module la transduction des signaux cellulaires. Il inhibe la signalisation des 

MAPK reliée à l’angiogénèse (Shimizu et al., 2008). De plus, il inhibe la voie de PI3K/Akt 

et le facteur de transcription AP-1 afin de réduire la croissance cellulaire et l’angiogénèse 

(Han et al., 2007). Ainsi, il serait approprié d’étudier le comportement de l’EGCG sur 

l’expression de la COX-2 via sa transcription par les voies de signalisation des MAPK, de 

JAK/STAT  et PI3K/Akt.  

L’identification par «gene array» des modulations de la signalisation engendrée par 

la voie NF-κB a permis de cibler des gènes importants dans les mécanismes reliés au cancer 

et aux métastases. En plus de COX-2 et MMP-9, nous avons observé une surexpression 

majeure des gènes codant pour les facteurs de stimulation de colonies des macrophages 

(CSF-1) et des granulocytes et macrophages (CSF-2) ainsi que pour le facteur de 

transcription «early growth response» (EGR2). Les CSFs sont des protéines sécrétées qui 

exercent un rôle dans la migration et le développement des cellules souches 

hématopoïétiques. Afin de peaufiner nos recherches, des expériences sont présentement en 

cours dans le but d’évaluer le potentiel des CSFs à influencer la migration de cellules 

souches mises en contact avec du milieu conditionné par les «macrophages-like». Quant à 

EGR2, il s’agit d’un facteur transcriptionnel nucléaire jouant un rôle clé dans la 

différenciation des macrophages. Nous aimerions démontrer le lien unissant ces facteurs et 

les niveaux d’expression des métalloprotéases telles MT1-MMP, proMMP-2 et MMP-9 

dans le développement tumoral et métastatique ainsi que dans la neuroinflammation. 
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7. Conclusion 

Comprendre et prévenir l’initiation précoce des mécanismes impliqués dans le 

développement tumoral et métastatique est une préoccupation d’envergure et d’actualité. 

Dans le but d’obtenir l’efficacité thérapeutique recherchée et d’optimiser les traitements 

préventifs, il est impératif d’identifier les cibles adéquates. Il est aussi essentiel d’identifier 

les agents potentiels qui pourront contrecarrer la transduction du signal et être néfastes pour 

les cellules et les tissus affectés par la maladie. Dans notre cas, nous avons choisi l’EGCG 

comme agent nutraceutique. Nous avons démontré ses effets bénéfiques pour empêcher les 

cellules HL-60 traitées au PMA d’exprimer les biomarqueurs de certains phénomènes 

caractérisant la cancérogenèse. L’EGCG requiert la présence de son récepteur 67LR pour 

être effectif sur une majorité de gènes cibles régulés par la voie NF-κB suite à son 

activation par le PMA. Dans les «macrophages-like» qui expriment de façon constitutive 

les gènes induits par leur agent de différenciation (PMA), l’effet inhibiteur de l’EGCG ne 

peut être confirmé. Cela s’explique, en partie, par la très faible expression du 67LR dans 

ces cellules par rapport aux cellules non-différenciées ou traitées au PMA. Nous n’avons 

pas encore exploré les autres avenues responsables de la spécificité d’inhibition de l’EGCG 

envers la COX-2 par rapport à la MMP-9 par exemple. Une diminution de l’expression des 

TIMPs pouvant aussi être affectée par l’EGCG semble être une hypothèse réaliste et 

pourrait rendre compte de la différence notée dans les «macrophages-like». Ceci n’a pas été 

étudié et demeure une avenue à exploiter en ce qui concerne l’expression et l’activité de la 

MMP-9 qui ne changent pas lorsqu’on soumet les «macrophages-like» à l’EGCG. 

Ce mémoire documente la mise au point d’un modèle cellulaire aux propriétés 

macrophagiques appelées «macrophages-like» et de son utilité ultérieure dans l’étude des 

biomarqueurs impliqués à chaque étape de la cancérogenèse. Ce modèle permet l’étude des 

mécanismes de signalisation pendant la différenciation cellulaire par l’ajout simultané de 

l’agent de différenciation (PMA) et de l’agent naturel (EGCG) aux propriétés 

anticancéreuses. Ce modèle permet aussi de garder les cellules différenciées en culture afin 

d’étudier de façon indépendante l’effet de l’EGCG au niveau du ciblage de biomarqueurs et 
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de voies de signalisation spécifiques au développement néoplasique. C’est un modèle de 

macrophages qui peut éventuellement servir de comparaison à d’autres macrophages. Par 

ailleurs, le ciblage du statut de différenciation cellulaire de notre modèle représente un 

impact significatif dans l’atteinte de l’efficacité des approches thérapeutiques ou 

préventives. L’ultime but de ces approches est la diminution de la neuroinflammation 

associée au développement tumoral et à la perturbation de la BHE.  

La leucémie promyéloïde aiguë a fait l’objet d’améliorations importantes au niveau 

de la thérapie et de la survie avec rémission. Cependant, il demeure primordial de prévenir 

la sécrétion de molécules aux propriétés cancérogènes par les «macrophages-like» dérivés 

des cellules promyélocytaires HL-60. Ces molécules circulantes dans les vaisseaux 

sanguins peuvent infiltrer les tissus environnants et perturber la barrière 

hématoencéphalique, structure étanche qui régule le passage des agents pathogènes et 

cellules circulants du sang vers le cerveau (Pardridge, 2002; Van den Steen et al., 2002). 

Ainsi, la sécrétion de molécules cancérogènes peut causer des effets délétères secondaires à 

la neuroinflammation lié à l’altération de la BHE. Spécifiquement, les niveaux d’expression 

élevée de COX-2 et de MMP-9 doivent être contrôlés pour éviter les complications 

qu’engendrent la cancérogenèse et les métastases. L’usage de molécules phytochimiques 

comme l’EGCG contribue à prévenir les changements phénotypiques associés au 

développement du cancer et des métastases. Particulièrement dans les cellules de leucémie 

promyéloïde aiguë HL-60, le ciblage du statut de différenciation par l’EGCG permet 

d’éviter ce genre de complications.  
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