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RESUME

Dans le microenvironnement tumoral, les macrophages agissent comme des modulateurs
clés lors de la cancérogenese. Ces macrophages peuvent subir une polarisation
phénotypique de type Ml ou M2 avec des propriétés inflammatoires et
immunomodulatrices en réponse a des signauxtumoraux ou microenvironnementaux. Les
cellules leucémiques promyélomonocytaires HL-60 représentent un excellent modéle pour
déterminer les mécanismes de signalisation moléculaires au cours du développement
tumoral. Notre ¢étude rapporte 1’analyse des biomarqueurs inflammatoires et
immunomodulateurs régulés lors du processus de différenciation des cellules HL-60 en «
macrophage-like » induit par un promoteur tumorigéne le PMA. Nos résultats montrent
que le statut de différenciation des HL-60 méne a une adhésion cellulaire et induit une
surexpression de la métalloprotéinase matricielle MMP-9. Ceci confirme la différenciation
des cellules HL-60 enun phénotype de type « macrophage-like ». La différenciation
augmente également le niveau d’expression de plusieurs geénes impliqués dans
lI'inflammation et l'immunité dans les cellules différenciées. D’autre part, cela s'est
accompagné d'une augmentation de 1'état de phosphorylation de la kinase régulée par le
signal extracellulaire (ERK), de la glycogeéne synthasekinase (GSK)-3p, des kinases S6
ribosomales p90 (RSK) et de la protéine de liaison a I'¢lément deréponse a ' AMPc (CREB).
Nous avons ensuite investigué¢ le potentiel in vitro d’une molécule naturelle dérivée de
notre alimentation, 1’épigallocatéchine -3- gallate (EGCG) sur I’altération duphénotype
inflammatoire et immunitaire dans les cellules différenciées. Collectivement, nos résultats
montrent que I’EGCG est capable de réduire I’expression de certaines protéines, telles que
la MMP-9, et d’inhiber I’expression ¢élevée des geénes de l'inflammation et de I'immunité
induite par le PMA entre autres, CCL22, CSF1, CSF2, IL-1 béta et TNF. En outre, nos
données montrent ¢galement que I’EGCG est en mesure d’affecter les voies de signalisation
activées par le PMA. La mise en évidence du potentiel de ’EGCG a altérer le processus de

différenciation des cellules de type macrophage en ciblant I’interrelation signalétique



Xii

régulant leur phénotype inflammatoire et immunitaire ouvre ainsi des perspectives de

ciblage moléculaire dans la chimioprévention des cancers.

Mots clés : Cellules HL-60, inflammation, EGCG, MMP-9, macrophages



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Le cancer

1.1.1 Généralités

Le terme cancer s’applique a un groupe de maladies extrémement complexes. Il est causé par la
transformation de cellules saines qui deviennent anormales et proliférent de fagon désorganisée
et excessive a la suite de plusieurs événements mutationnels (Feitelson et al., 2015). Ces cellules
peuvent se détacher de leur site d'origine (tumeur primaire) et envahir d’autres organes formant
des tumeurs secondaires appelées métastases. Les causes exactes du développement du cancer
sont difficiles a cibler (Siegel et al., 2015). Cependant, il existe plusieurs facteurs génétiques et
environnementaux biens connus reliés a notre mode de vie comme la qualité de 'alimentation,
I’activité physique, et des substances chimiques, peuvent causer I’apparition d’un cancer selon leur

degré d’exposition (Oliveira et al., 2007).

1.1.2  Statistiques

Les causes de déces dans le monde sont nombreuses et varient selon plusieurs facteurs liés aux
modes de vies et certains facteurs environnementaux (Naghavi M, 2017). Selon les derniéres
estimations publiées par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer figure comme la
principale cause de mortalit¢ dans le monde. Au Canada, le cancer demeure ainsi la principale
cause de mortalité, ou il est responsable d’environ 26,4 % des décés, suivi des maladies
cardiovasculaires, cérébrovasculaires et d’autres d’apres statistiques Canada en 2021 (figure 1.1).

Ce sont donc plus de deux canadiens sur cinq qui souffriront de la maladie et d’un canadien sur



quatre en décédera dont 26 % d’hommes et 22 % de femmes. Les estimations faites par la société
canadienne du cancer en 2022 révelent qu’environ 233 900 nouveaux cas seront diagnostiqués et
85100 décederont du cancer. Parmi tous les types de cancer, le cancer du sein est le plus répandu
au Canada en 2022 chez les femmes, suivi du cancer de la prostate, cancer du poumon et le cancer
colorectal. Le taux estimé de survie nette apres 5 ans pour tous les cancers combinés est d’environ

64% (https://cancer.ca/fr/cancer-information/cancer-types).

Autres maladies
38,8%

Cancer
26,40%

Diabeéte
2%

Maladies
chroniques des
voies respiratoires
inférieurs
5%

Maladies cardiaques
17,5%

- Maladies ' Covid 19
cérébrovasculaires o
5,3%
5%

Figure 1.1 Proportions et causes de déces au Canada en 2021. Le cancer est placé au 1° rang des
causes de mortalité au Canada en 2021 avec un taux d’environ 30%.

1.1.3 La cancérogenese

La cancérogenése apparait comme un processus complexe en multi-étapes dans lequel les cellules
normales progressent a travers une série de phénotypes précancéreux et se transforment en cellules
malignes (Tubiana, 2008). Elle se déroule en trois étapes principales, et commence par la phase

d’initiation. Celle-ci débute apres 1’exposition a des agents cancérigenes initiateurs tels que, des



virus, des produits chimiques, ou des irradiations ou méme spontanément, causant des
modifications génétiques irréversibles et rapides, ce qui produit une 1ésion définitive du matériel
génétique (mutation) de la cellule normale (Oliveira et al., 2007). Les cellules transformées rentrent
dans la deuxiéme étape nommeée : promotion. Cette étape se caractérise par I’augmentation de la
synthése d’ADN et une capacité indéfinie de prolifération de cellules. Elle est favorisée par des
agents promoteurs qui provoquent un déréglement du contrdle de la croissance cellulaire avec
promotion des cellules initiées et fixation graduelle des mutations pour générer des cellules
cancéreuses (Hendrich et al., 1986). Parmi ces agents, on peut citer les hormones, les facteurs de
croissance, les radiations et la nutrition (Lutgendorf et Sood, 2011). Cette étape peut tre réversible.
Si ’exposition aux agents promoteurs est réduite, il y’aura donc un arrét de la transformation
cellulaire (Hendrich et al., 1986). Finalement, la derniére phase de la cancérogenese est la
progression, qui correspond a une instabilité¢ génétique intrinseque plus ¢élevée des cellules
transformées qui proliférent continuellement, ce qui va favoriser 1’apparition progressive des
caractéristiques de cellules cancéreuses malignes, notamment des mécanismes biochimiques de
I’invasion tumorale, et de processus angiogéniques et métastatiques (Hanahan et Weinberg, 2011;
Loeb et al., 2003) (figure 1.2).

Agents f\

Activation des proto-oncogénes/Inactivation

chimiques, .
) des génes suppresseurs de tumeurs
physiques et
hiologiques J l l
Expansion I
Altération clonale Altération

genétique

@EE"Et'q”E sélective Q aa

@fﬂ:ﬁﬁMJ

Cellule Cellule Cellules pré- Cellules néoplasiques Tumeur maligne

normale initiée néoplasiques . .
Invasion tumorale et métastases

Figure 1.2 Les différentes phases de la cancérogénése. Lors de la 1 phase d’initiation et aprés
I’exposition a un cancérogene, des dommages irréversibles et des modifications seront induites sur



I’ADN des cellules normales. La 2éme phase est appelée promotion, elle se caractérise par la
prolifération (multiplication anormale) clonale des cellules initiées a cause de promoteurs
tumoraux ainsi que I’activation de certains oncogenes et 1’inactivation de geénes suppresseurs de
tumeurs ce qui permet la formation de cellules pré-néoplasiques. La 3°™ étape est appelée :
progression. Au cours de celle-ci, un phénotype néoplasique est acquis via des mécanismes
génétiques et épigénétiques. La prolifération cellulaire devient incontrdlée et trés rapide avec une
capacité d’invasion tumorale et de formation de métastases [ Adapté d’apres (Liu et al., 2015)].

1.1.4 Inflammation et cancer

L’inflammation est un processus physiologique complexe et 1’'une des caractéristiques
majoritairement associées a la progression des cancers (Piotrowski et al., 2020). C’est une réponse
qui fait partie de I'une des deux branches de I'immunité, I'immunité innée (ou naturelle) consistant
en un ensemble de mécanismes de lutte et d’¢limination des agents pathogenes, alors que la
seconde branche immunitaire est I'immunité acquise, ou spécifique. Ce procédé agit généralement
en trois étapes qui commence par la reconnaissance des agents nocifs, suivi de la destruction de
ces derniers, et une réparation tissulaire rapide des tissus endommagés apres 1’action de divers
facteurs inflammatoires (Mack, 2018). Cette réponse de systéme immunitaire innée est médiée par
une panoplie de types cellulaires. En effet, les principaux leucocytes ou granulocytes
polymorphonucléaires prédominants présents sur les sites d’inflammation sont les neutrophiles qui
représentent généralement 60 % des leucocytes circulants dans le sang périphérique. Elles sont
généralement les premicres cellules qui migrent massivement vers le site inflammatoire et agissent
pour détruire et ¢liminer les agents pathogeénes grace a leurs capacités antimicrobiennes et

phagocytaires (Nourshargh et Alon, 2014; Summers et al., 2010).

Un autre type de leucocytes est aussi retrouvé au site d'inflammation, il s’agit des macrophages.
Ceux-ci sont des cellules phagocytaires de la lignée myéloide qui dérivent des monocytes et se
trouvent dans presque tous les tissus a I’état homéostasique (Serhan et al., 2010). Lorsqu’un agent
infectieux pénetre dans I’organisme, les macrophages préactivés agissent immédiatement. Grace a

la sécrétion de chimiokines par les cellules dans 1'environnement inflammatoire, le nombre de
b


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1507136720300602#!

macrophages au site de l'inflammation augmente. La présence de cytokines pro-inflammatoires
comme le TNF-alpha, l'interféron (IFN)-gamma, 1'IL-2 ou de peptides bactériens induit le
phénotype pro-inflammatoire M1 (Macrophages activés classiquement) qui est aussi associé a
une production importante d’intermédiaires toxiques comme les especes réactifs de 1’oxygene
(ROS) (Khandelwal et al., 2011). Les macrophages M1 posseédent donc la capacité de détruire
les micro-organismes pathogenes par phagocytose (Sokolova et al., 2017). De plus, la production
d’autres cytokines, tels que I'IL-1b, I'L-6 et le TNF-a permet de propager la réponse
inflammatoire. Ce phénotype M1 a des effets globalement pro-inflammatoires et cytotoxiques
(Awad et al.,2017 ; Yang et al., 2014). En revanche, le phénotype M2 décrit une activation
alternative en raison de son activation par d’autres molécules anti-inflammatoires principalement
I'IL-4, I'L-13, I'IL-10 ou le TGF-beta (Nathan et Ding, 2010). Les macrophages M2,
communément appelés TAM (tumor-associated macrophages), jouent un réle majeur dans le
développement des tumeurs, et se caractérisent par une production faible des cytokines et sont
toujours associés a I’angiogenése qui consiste en la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir des vaisseaux préexistants et a la réparation tissulaire (Boutilier et Elsawa, 2021). Ils
possédent également des effets immunomodulatoires, et de fortes capacités phagocytaires
(Mosser et Edwards., 2008; Martinez et al., 2014). L’activation et la différenciation de ces
macrophages est régulée ainsi par le facteur stimulant les colonies de granulocytes et de
macrophages (GM-CSF) qui est impliqué dans la polarisation du phénotype M1 et le facteur de
stimulation des colonies de macrophages (M-CSF, également CSF-1), fortement exprimé dans de

nombreuses tumeurs qui induit une polarisation M2 (Karger et al., 2021) (figure 1.3).

Deux formes cliniques de I’inflammation sont définies : L'inflammation aigu€ qui débute apres une
infection ou un dommage tissulaire, ce qui mene a la sécrétion de médiateurs solubles tels que, les
cytokines, les protéines de phase aigué et les chimiokines pour favoriser la migration des
neutrophiles et des macrophages vers les zones d'inflammations. Cependant, si cette inflammation
se pérennise aprés un certain temps, elle provoquera une progression vers une inflammation
chronique avec une migration des lymphocytes T et des plasmocytes vers le site de I'inflammation
(Hannoodee et al., 2021; Pahwa et al., 2021). Plusieurs évidences ont montré que le risque de

développer les cancers est fortement influencé et augmenté par des maladies inflammatoires
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chroniques (Piotrowski et al., 2020). L’inflammation liée au cancer a été divisée en deux voies, la
premigére est la voie intrinséque, qui est en relation avec les événements génétiques provoquant une
transformation néoplasique et une inflammation, et une seconde voie extrinséque qui représente
les conditions inflammatoires favorisant la cancérogenése (Piotrowski et al., 2020). Les cellules et
les médiateurs du systéme inné y compris les cytokines et les chimiokines sont détectés dans
presque tous les cancers qu’il s’agisse ou non d’une inflammation extrinséque. De plus, leur forte
prévalence est due aux changements d’oncogenes dans les cellules qui conduisent a 1I’induction de
voies inflammatoires dans les cellules précancéreuses et cancéreuses (figure 1.4). Leur présence
dans le microenvironnement tumoral coordonnent un milieu de réponse pro-inflammatoire
permettant d’agir de maniére autocrine et/ou paracrine dans les tumeurs malignes et non malignes

favorisant I’invasion tumorale (Crusz et Balkwill, 2015).
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Figure 1.3 Activation et polarisation des TAM dans le microenvironnement tumoral. Plusieurs
chimiokines et facteurs de croissances libérés par les cellules tumorales dans le
microenvironnement tumoral (TME) activent les monocytes et les macrophages soit de phénotype



pro-tumoral M2 (CSF1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, CCL5, CCL12, TNF-a, VEGF) ou de phénotype
antitumoral M1(GM-CSF, IFNYy). Lors de la libération des facteurs sécrétés, les macrophages M1
peuvent induire I’apoptose, et les macrophages M2 induisent la prolifération des cellules

tumorales, et conduisent a 1’angiogenéese et la modulation immunitaire. [Adapté d’apres Karger
etal., 2021].
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Figure 1.4 Mécanisme moléculaire de I’inflammation liée au cancer. L’inflammation méne a
I’expression de facteurs de transcriptions pro-inflammatoires au niveau des cellules néoplasiques
(tels que NF-xB, STAT3, ...). L’activation de ces derniers intervient dans I’expression des
cytokines, chimiokines et des enzymes inflammatoires. Ceci permettra la formation d’un réseau
inflammatoire riche et complexe dans le TEM. Le recrutement d’une gamme de cellules, dont les
macrophages et les lymphocytes par ces médiateurs inflammatoires médie la réponse
inflammatoire. Certains enzymes inflammatoires régulent davantage les processus physiologiques
impliqués dans I’immunité et I’inflammation liée aux cancers, provoquant ainsi la tumorigeneése.
[Adapté d’apres (Crusz et Balkwill, 2015)].

1.1.5 Cytokines et chimiokines


https://sciprofiles.com/profile/1715703

Afin de mieux coordonner tous les acteurs du systéeme immunitaire lors d’une réponse
inflammatoire, les cellules communiquent entre elles via des contacts directs. Les cytokines et les
chimiokines jouent ce role de messagers moléculaires intercellulaires (Commins et al., 2010). Les
cytokines correspondent a des glycoprotéines de poids moléculaire inférieur a 60 kDa, synthétisées
par plusieurs types cellulaires dont les lymphocytes ou les macrophages. Ces médiateurs
inflammatoires se caractérisent par différents modes d’actions, et peuvent avoir une fonction
autocrine, paracrine ou endocrine (Bunn S J et al., 2012). Leur activité biologique est mise en
évidence a de tres faibles concentrations, en se liant a des récepteurs membranaires spécifiques.
On distingue plusieurs familles de cytokines qui différent selon leurs fonctions biologiques, parmi
celles-ci, les chimiokines. Les cytokines favorisent certains phénotypes a cause de leurs inductions
des réponses dans les cellules cibles. En revanche, les chimiokines médient la chimio-attraction
entre les cellules et aident les leucocytes a adhérer a 1I’endothélium vasculaire et permettent leur
extravasation ainsi le recrutement de cellules spécifiques au site de I’inflammation (Serhan, 2010).
Lors d’une réponse inflammatoire aigue due a un envahissement par un agent pathogene des
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, IL-1B et IL-6 et des chimiokines comme :
Chemokine ligand CCL-2 et CCL-3 sont produites apres la détection de la présence des PAMPs
(Pathogen-associated molecular patterns) ou de DAMPs (Damage-associated molecular patterns)

par des cellules résidentes (Jimenez et al., 2010; Menten et al., 2002).

1.2 Les métalloprotéinases matricielles

1.2.1 Généralités

Les métalloprotéinases matricielles (MMP) représentent une famille d’endopeptidases zinc-
dépendantes, qui ont été découvertes il y a 60 ans (Bassiouni et al., 2021). Elles sont impliquées
dans la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC), jouant ainsi un réle important dans le

remodelage tissulaire associ¢ a divers processus physiologiques, tels que la différenciation



cellulaire, la prolifération, 1’apoptose, et 1’angiogénése, et impliquées dans des processus
pathologiques comme la cirrhose et les cancers (Page-McCaw et al., 2007). Les MMP sont
sécrétées majoritairement a 1’extérieur de la cellule sous forme de proenzymes et nécessitent dans
des conditions physiologiques un clivage protéolytique post-traductionnel afin de favoriser
I’activation et la libération du domaine pro-peptidique avec une génération de MMPs matures
(Quintero-Fabian et al., 2019). Les formes actives de MMP peuvent étre inhibées par des
régulateurs endogenes appelés : TIMP. Quatre TIMP ont été identifiés dans les tissus jusqu'a
présent (Hrabec et al., 2007; Shiomi et al., 2010). L’expression des genes de MMP est observée
dans plusieurs cellules telles que les fibroblastes et des cellules immunitaires comme les
macrophages, les monocytes, les neutrophiles et les cellules endothéliales (Hrabec et al., 2007) et
cette expression peut étre régulée par des cytokines, des facteurs de croissance et des hormones

(Roupakia et al., 2018).

1.2.2  Structure et classification des métalloprotéases

A ce jour, un total de vingt-huit MMPs ont été identifiées chez les vertébrés, dont vingt-quatre
genes retrouvés dans le génome humain en présence du paralogue du géne MMP-23 dupliqué qui
code pour deux formes identiques de MMPs (Quintero-Fabian et al., 2019; Wang et Khalil, 2018).
La classification des MMPs est basée sur la spécificité du substrat observée et I’architecture du
domaine structurel commun. Elles sont divisées en six groupes et chaque groupe différe par sa
fonction biologique. On distingue les collagénases (MMP-1, 8 et 13), les gélatinases (MMP-2 et
MMP-9), les stromélysines (MMP-3, MMP-10, MMP-11), les matrilysines (MMP-7, MMP-12 et
MMP-26), les MMPs de type membranaire (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, et MMP-25)
et d’autres MMPs (MMP-12, MMP-18, MMP-19, MMP-20) (Gialeli et al., 2011; Nagase et al.,
2006) (Tableau 1.1). La structure de ces différents groupes inclut trois domaines communs : Un
domaine propeptide qui se compose généralement d'environ 80 acides aminés, contenant une
séquence conservée PRCGVPDV également un groupe thiol qui interagit avec I’ion du zinc
incorporé¢ dans le deuxieme domaine catalytique (~170 amino-acides) par son résidu d’histidine,

permettant de maintenir les MMPs comme zymogenes inactifs (Okazaki et al., 1993).
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L’interruption de cette interaction permettra 1’accés du substrat au site catalytique. Enfin, le
domaine C- terminal de type hémopexine d’environ 200 acides aminés, qui est li¢ au domaine
catalytique par une région charnicre flexible (Jabtonska-Trypu¢ et al., 2016) (Cui et al., 2017). Ce
dernier domaine est nécessaire pour les interactions protéines-protéines, et représente un site
d’interaction avec TIMP (Nagase et al., 2006). D’autre part, il a été démontré que trois MMPs ne
possédent pas ce domaine. Il s’agit de MMP-7, MMP-23 et MMP-26, et le groupe de gélatinases
(MMP-2 et MMP-9) qui est unique par la présence des répétitions de fibronectine de type II

incorporées avant la séquence de liaison au zinc (Dufour et al., 2008) (figure 1.5).
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Figure 1.5 La structure des MMPs. A. Structure basique des métalloprotéinases matricielles
(MMPs). B. Structure des MMPs contenant des répétitions de type fibronectine (MMP-2 et -9). C.
Représentation simplifiée d'une MMP de type membranaire (MT-MMP). D. Structure d'un
domaine minimal MMP (MMP-7 et -26). Adapté d’apres (Gorter et Baron, 2020).
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Tableau 1.1 Familles des MMPs, leur expression et leurs fonctions biologiques [Adapté d’apres

collagénase 3

et os en développement)
Cellules ¢épithéliales et
neuronales.

Classe Numérotation Expression Fonctions biologiques
MMPs
MMP-7= Cellules ¢épithéliales, | Apoptose médiée par les
Matrilysine 1 glandes de mammiféres, | récepteurs Fas,
foie, pancréas, prostate et | augmentation de
peau l'invasion cellulaire,
I Sgulati la ré
Matrilysines régulation Qe a réponse
inflammatoire
MMP-26= Cellules cancéreuses | Remodelage tissulaire
Matrilysine 2 d'origine épithéliale et dégradation de la
MEC
MMP1= Fibroblastes, Agrégation plaquettaire,
Collagénase kératinocytes, cellules | migration  cellulaire,
interstitielle endothéliales, migration des
macrophages, hépatocytes, | kéranocytes.
plaquettes
Collagénase | MMP-8= Chondrocytes, cellules | Réponse anti-
§ collagénase endothéliales, inflammatoire et
neutrophile macrophages activés et | régulation d’apoptose
cellules musculaires lisses.
MMP13= Tissu conjonctif (cartilage | Renouvellement

physiologique de la
MEC du cartilage,
migration endothéliale

(Laronha et Caldeira, 2020; Visse et Nagase, 2003)].
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MMP2= Fibroblastes  dermiques, | La dégradation et le

G¢élatinase A | kératinocytes, cellules | remodelage de la MEC,
endothéliales, ostéogenese et
chondrocytes, ostéoblastes, | cicatrisation des plaies,
leucocytes, plaquettes et | développement
monocytes embryonnaire

MMP9= Neutrophiles, Migration de

Gélatinase B | macrophages, leucocytes | neutrophiles,  réponse

polymorphonucléaires, anti et pro-

ostéoblastes, cellules | inflammatoire
Gélatinases épithéliales, fibroblastes,

cellules dendritiques,

granulocytes, LT et

kératinocytes.

MMP-3 Fibroblastes et plaquettes | Le remodelage du tissu
conjonctif, la libération
de cytokines
chimiotactiques

MMP-10 Kératinocytes, Migration  cellulaire,

L macrophages et épithélium | différenciation et
Stromélysines apoptose des cellules
épithéliales mammaires

MMP-11 Organes : utérus, placenta | Ontogenése des organes

et glandes mammaires.

MMP- Fibroblastes, plaquettes et | Modulation de

14=MT1- ostéoblastes I’adhésion  cellulaire,

MMP migration cellulaire
Modulation de
I’adhésion cellulaire

MMP15=MT?2 | Placenta, cceur et cerveau | Modulation de

-MMP I’adhésion cellulaire

MT-MMPs MMP16=MT3 | Cellules progénitrices,

-MMP poumons, placenta, rein,

ovaires, intestin, prostate,

Inflammation
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MMP17=MT4 | rate, cceur et muscle

-MMP squelettique Croissance neutritique
Leucocytes, cerveau,
colon, ovaires et testicules | Développement
embryonnaire
MMP24=MTS5 | Cerveau, rein, pancréas et
-MMP poumon
MMP25=MT6 | Leucocytes et  tissus
-MMP cancéreux, reins et muscle
squelettique
MMP12= Macrophages alvéolaires | Chimiotaxie
Meétallo- inflammatoires leucocytaire  pendant

’ linfl )
Autres MMPs &lastase Inflammation

Migration des
MMP-18 macrophages
MMP-19,
MMP-20

1.2.3 Implication des métalloprotéases dans la progression des cancers

Les MMPs interviennent dans toutes les étapes de la cancérogenese de I’initiation jusqu’a la
formation de métastases selon plusieurs études précédentes (Chambers et Matrisian, 1997;
Mannello et al., 2005). Leur expression dans les cancers est étroitement liée a des mécanismes
apparentés a I’angiogenese et a la vasculogenése (Quintero-Fabian et al., 2019). L un des processus
par lequel les MMPs favorise I’angiogenése est leur capacité a dégrader les composants de la MEC.
Cela permet une migration des cellules de vaisseaux existants via la libération d’un facteur
principale de stimulation d’angiogenése, le VEGF (Vascular endothelial growth factor) dans lequel
la MMP-9 joue un réle majeur. En effet, il a ét¢ démontré que la migration et I'invasion des cellules
cancéreuses dépendent de certaines MMPs, y compris les MMP solubles, -1, - 3, -7, -9, -10, -11, -
13, -26 et -28, et les MMPs membranaires -14 et -16 (Niland et al., 2021). Parmi les MMPs les
plus étudiées régulant 1’angiogenése par clivage de molécules d’ECM est La MMP-14 (MT1-

MMP). D’un autre c6té, certains membres des MMPs peuvent limiter le processus angiogénique
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par leur libération de I’angiostatine par clivage du plasminogéne comme la MMP-7 et MMP-12
(Deryugina et Quigley, 2010). D’autre part, elles sont impliquées dans 1’induction et la modulation
d’une série de protéines de surface impliquées dans les jonctions cellulaires comme les E-
cadhérines des jonctions serrées (Bartlett et Smith, 2013), notamment des médiateurs pro-
inflammatoires tels que les cytokines et les chimiokines et 1’activation de certains récepteurs
exprimés sur la surface de cellules immunitaires. Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs)
sécrétent certaines MMPs telles que MMP-2, MMP-9 et MMP-12 favorisant I’infiltration des
vaisseaux sanguins et participant dans la progression des cancers (Quintero-Fabian et al., 2019).
Elles peuvent également réguler la prolifération cellulaire et certaines protéines par clivage de la

E-cadhérine (Yadav et al., 2014) (Figure 1.6).
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Figure 1.6 Fonctions des MMPs dans le développement du cancer. Les MMPs sont produites par
des neutrophiles, des macrophages ou des cellules épithéliales. (1). Elles clivent les composant de
la membrane basale et dégrade les composant de la matrice extracellulaire modifiant sa structure
et favorisant I’invasion tissulaire de la tumeur avec intravasation dans les vaisseaux sanguins. Les
MMPs régulent la migration des cellules cancéreuses en dégradant certaines molécules qui médient
I’adhésion cellulaire comme la E-cadhérine. (2). La MMP-2 et MMP-9 facilitent la libération du
facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) permettant le déclenchement de
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I’angiogenese. Celle-ci peut étre régulée par certaines MMPs par clivage du plasminogene a 1’aide
d’angiostatine. (3). Les MMPs citées participent dans la réponse inflammatoire par leur conversion
du TNF-a ou l'interleukine-8 (IL-8) par exemple. Le TNF - a est exprimé sous la forme d'un
précurseur lié a la membrane (pro-TNF-a) sur une variété de cellules, y compris les macrophages
et les cellules T. La conversion du pro-TNF-a en forme de cytokine soluble nécessite un clivage
protéolytique par la principale enzyme de conversion du TNF (TACE), identique 8 ADAM-17, un
membre de la famille des disintégrines, des métalloprotéinases (Manicone et McGuire, 2008) (4).
La métastase provoque la propagation des cellules malignes vers des sites secondaires qui
peuvent étre initiés par des cellules inflammatoires et des cellules progénitrices hématopoiétiques
(HPC) qui forment une niche pré-métastatique.[ Adapté d’apres (Kessenbrock et al., 2010)].

1.2.4 La MMP-9

La MMP-9 est une protéase nécessaire dans de nombreux processus biologiques. Elle est sécrétée
dans le milieu extracellulaire et synthétisée par plusieurs cellules, notamment des neutrophiles, des
macrophages, des fibroblastes et des cellules endothéliales sous forme de proenzyme (pro-MMP-
9) inactif d’environ 92KDa (Vandooren et al., 2013). Des médiateurs Tels que le TNF- a et le
complément 5a (C5a) peuvent induire une production de la MMP-9 chez les éosinophiles qui sont
considérés comme une source principale (DiScipio et al., 2006; Okada et al., 1997). La génération
de MMP-9 actif peut se faire par un clivage de la pro-MMP-9 par d’autres protéases comme la
MMP-3 mais également par une collaboration entre plusieurs protéines de fagon indirecte comme
la plasmine qui active la MMP-3 qui a son tour activera MMP-9 (Huang, 2018). Cette gélatinase
posseéde la capacité de dégrader la majorité des composants de la MEC tels que le collagene (de
type I, IV, V, VII et X) et certaines glycoprotéines comme la fibronectine et la laminine. Le géne
humain MMP-9 est situé sur le chromosome 20q13.12. Il contient 13 exons et 12 introns (Bruschi
et Pinto, 2013; Nagase et al., 2006). Sa structure est composée d’un domaine catalytique qui
contient trois domaines fibronectine répétés de type II (FN2) et un site actif avec une région de
liaison au zinc, un peptide signal, une région charniére et un domaine de type hémopexine qui
interagit majoritairement avec les substrats tels que la gélatine et le collagéne (Huang, 2018). Ce
domaine hémopexine se lie a certains TIMPs principalement TIMP-1 empéchant I’activation de la
MMP-9. Les autres inhibiteurs comme le TIMP-2 et TIMP-3 ont une faible affinité pour cette

protéase (Roderfeld et al., 2007). Le prodomaine de la MMP-9 peut étre clivé par plusieurs
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enzymes, dont la cathepsine G et la trypsine (Van den Steen et al., 2002). Il a été rapporté que la
MMP-9 est synthétisée lors d’une stimulation induite par les cytokines (Opdenakker et al., 2001),
de méme sa sécrétion peut étre régulée par d’autres cytokines et facteurs de croissance comme
[FNy, TNF-a, IL-1p ou GM-CSF, TGF-B, PDGF ou bFGF (Augoff et al., 2022; Han et al., 2007).
Leurs effets synergiques peuvent augmenter ou inhiber la sécrétion de la MMP-9 (Zhou et al.,
2009). Plusieurs voies de signalisation déclenchées aprés des stimulations par des récepteurs de
surface peuvent mener a I’expression de la MMP-9. Ce processus comprend principalement la
famille des protéines MAPK dont les kinases régulées par le signal extracellulaire (ERK1 et
ERK?2), ou les kinases c-Jun N-terminales (JNK 1 et JNK 2) qui induisent I’expression des facteurs
de transcription c-Fos et c-Jun (Xia et al., 2015). Une autre voie de signalisation qui semble aussi
jouer un role primordial dans I’expression de la MMP-9 est la voie NF-KB (Facteur Nucléaire- kB)

(Bond et al., 2001) (Figure 1.7).
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Figure 1.7 Voies de signalisation impliquées dans 1’expression de la MMP-9. Une cascade de
signalisation est activée par des signaux extracellulaires d’un groupe de cytokine pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-8, IL-16) et des facteurs de croissance (TGF-B, PDGF, B FGF) qui se
lient a leurs récepteurs spécifiques. Celle-ci est impliquée dans D’activation des facteurs de
transcription (NF-kB, SP1, et AP-1) qui déclenche une transcription apres leurs liaisons avec des
séquences du promoteur du gene MMP-9. La MMP-9 sécrétée dégrade les protéines de la MEC
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comme le collagéne et I’¢élastase. Son interaction avec certains récepteurs cellulaires (CD44, E-
Cadhérine et intégrines a/b) permet la protéolyse des protéines de surface. TIMP1 régule I’activité
de la MMP-9 dans la MEC alors que I’expression de la MMP-9 peut étre inhibée par I’'IFN y. De
cette fagon la MMP-9 régule le remodelage tissulaire, et joue un réle dans la prolifération cellulaire,
la migration cellulaire, I’angiogenése, la réponse immunitaire, ’EMT et le remodelage de la MEC.
[Adapté d’apres (Augoft et al., 2022)].

1.3 Laleucémie

1.3.1 Généralités

La leucémie est une néoplasie touchant le mécanisme de production des cellules du sang dans la
moelle osseuse, c'est-a-dire 1’hématopoiese qui fait référence au processus physiologique de
différenciation et de génération des cellules sanguines matures, a partir d’une cellule progénitrice
dite : cellule souche hématopoiétique (CSH) multipotente. Elle se caractérise par une prolifération
clonale de cellules indifférenciées (blastes) (Gluzman et al., 2015). Lors d’un développement
normal, les CSH se différencient en deux principaux types de cellules : la lignée myéloide et la
lignée lymphoide. Les cellules progénitrices my¢loides se différencient ensuite en érythrocytes,
plaquettes, granulocytes et monocytes, tandis que les cellules précurseurs lymphoides se
différencient en lymphocytes B et T et en cellules tueuses naturelles (NK) (figure 1.8).
Contrairement a I’état de développement normale et lorsque I’hématopoicse est interrompue, cela
va conduire a une expansion clonale de cellules peu différenciées causant la leucémie (Aleem et
Arceci, 2015). Celle-ci implique également des altérations et des dérégulations du cycle cellulaire,
de DI’apoptose et de la réparation d’ADN (Yarbro, 2011). Cette maladie hétérogeéne fait
généralement suite a des réarrangements chromosomiques ou a des mutations de I’ADN, ce qui
déstabilise la cellule et empéche la production de cellules matures spécialisée du sang. L.’ interaction
de plusieurs facteurs de risque génétiques et/ou épigénétiques contribuera au développement de
la leucémogenése (Deltour et al., 2005) (figure 1.9). Au Canada, la leucémie fait partie des trois
groupes principaux de cancer du sang avec le lymphome (Hodgkinien et non hodgkinien) et le

myé¢lome (Société de leucémie et lymphome du CANADA). Le cancer du sang représente environ
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10% de tous les cancers diagnostiqués. Au moins 21 000 canadiens sont diagnostiqués par la

maladie chaque année (https://cancer.ca/fr/research/cancer-statistics).

1.3.2 Principaux types de leucémies

Plusieurs types de leucémies existent et sont classées selon différents critéres. Le premier critére
repose sur la vitesse et la rapidité du développement et d’évolution de la maladie, tandis que le
deuxiéme est basé sur I’appartenance a une lignée cellulaire dans laquelle la leucémie se développe.
Ces criteres vont permettre de distinguer quatre types de leucémies : Leucémie Lymphoblastique
Chronique (LLC) - Leucémie My¢loide Chronique (LMC) - Leucémie Aigué¢ Lymphoblastique
(LAL) - Leucémie Aigué€ My¢loblastique (LAM) (Hao et al., 2019).

La leucémie lymphoblastique chronique (LLC) est la plus fréquente au Canada (Owen et al., 2018).
Elle se définie comme une hémopathie maligne qui affecte généralement le sujet agé avec une
prédominance masculine et représente environ 12% des leucémies (Scarfo et al., 2016). La LLC se
caractérise par une prolifération monoclonale de lymphocytes B matures qui ont un phénotype
particulier, exprimant des antigénes de surfaces et de cellules B (CD5+, CD19+, CD20+, et
CD23+), soit dans le sang, la moelle osseuse ou les organes lymphoides secondaires (Kipps et al.,
2017). Le diagnostic de cette hémopathie a évolution hétérogene repose sur 1’aspect cytologique et
les marqueurs membranaires présents sur les lymphocytes B. L’immunochimiothérapie reste le

traitement de référence dans la LLC (Hallek et al., 2008).

La leucémie myéloide chronique (LMC) représente 15 a 20% des leucémies chez I’adulte. La LCM
est un syndrome appartenant aux néoplasies myéloprolifératives clonales affectant les lignées
my¢loides (Telliam., 2016). Elle se caractérise par une prolifération treés €levée des granulocytes et
est initiée par une activité tyrosine kinase dérégulée codée par le transcrit de fusion BCR-ABL
responsable de cette transformation leucémique dans une cellule souche hématopoiétique primitive

(Granatowicz et al., 2015; Hsieh et al., 2021). Sur le plan moléculaire, une translocation entre les
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bras longs des chromosomes 9 et 22 est observée menant a la génération du chromosome
philadelphie (phl) (Asif et al., 2021; Rowley, 1973). L’étiologie de la maladie et les facteurs de
risques restent toujours méconnus (Wick et al., 2008). Le seul traitement existant dans le passé
pour la LMC ¢était I’allogreffe des CSH avant que les chimiothérapies avec certains agents
alkylants soient mises en place. D’autres progres dans les traitements comme 1’utilisation de

I’interféron o ont permis I’amélioration de la survie (Hehlmann et al., 1994).

La leucémie aigué lymphoblastique (LAL) est la forme des cancers la plus fréquente au niveau
pédiatrique avec 80% des cas. C’est une prolifération maligne incontrdlée caractérisée par un
blocage des cellules de la lignée lymphocytaire T et B a un stade précoce de la différenciation
cellulaire empéchant leur maturation terminale dans la moelle osseuse (Terwilliger et Abdul-Hay,
2017). La plupart des LAL concerne la lignée lymphocytaire B avec 85% contre 15% seulement
pour la lignée T (Smith et al., 1975). L’étiologie de cette leucémie est multifactorielle. Elle résulte
de multiples altérations somatiques et des événements de réarrangements chromosomiques ou
d’une aneuploidie (Graux, 2011). Les traitements utilisés actuellement sont la chimiothérapie a
long terme chez 1’adulte et la greffe de cellules souches. Si la LAL ne disparait pas avec le premier
traitement des doses plus ¢levées de chimiothérapie seront administrées. L’ immunothérapie avec
des anticorps monoclonaux est aussi un traitement pour les patients atteints de LAL a cellules B

(Kantarjian et Jabbour, 2018).

La leucémie myéloide aigué (LMA) est la leucémie la plus abondante dans la population adulte et
représente environ 80 % des cas. Elle est rare chez I’enfant et apparait généralement avant I’age de
2 ans ou aprés 15 ans (Doumbia et al., 2016). Elle est caractérisée par une expansion clonale de
blastes immatures, entrainant une destruction des érythroides en développement dans la moelle
osseuse (Dasariraju et al., 2020). Elle résulte dans la plupart du temps d’une série d’altérations
chromosomiques et de mutations génétiques. La cause exacte de ces événements n’est toujours pas
définie (Vakiti et Mewawalla, 2022). Son diagnostic repose sur la numérotation des blastes dans la
moelle osseuse et un examen cyto-morphologique de celle-ci et du sang. Selon la classification
basée sur la morphologie la LAM est subdivisée en huit sous-catégories a savoir : M0, M1, M2,

M3, M4, M5, M6, M7 (Harjoko et al., 2018; Suryani et al., 2017). Les traitements cliniques de
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cette maladie reposent sur la chimiothérapie combinée, la transplantation et I’immunothérapie

bien que malgré leur progres, les résultats du traitement ne sont pas idéaux (Marofi et al., 2021).
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Figure 1.8 Description de I’hématopoiese normale. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)
se différencient en cellules progénitrices qui vont étre a 1’origine des deux lignées myéloide et
lymphoide. Des divisions successives aboutiront a des cellules matures différenci¢es [Adapté
d’apres (Weinberg, 2007) et (Roy-Tourangea., 2013)].
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Figure 1.9 Altérations des cellules souches hématopoiétiques. Les cellules souches
hématopoiétiques a court et a long terme (CSH- CT, CSH-LT) ou les progéniteurs my¢loides ou
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lymphoblastiques peuvent subir des réarrangements chromosomiques tels que la : translocation,
délétion, inversion, duplication ou une mutation d’ADN entrainant une accumulation de blastes
leucémiques (Hao et al.,, 2019). Ces cellules instables permettent 1’accumulation d’autres
événements qui font apparaitre la maladie.

1.3.3 Lalignée cellulaire HL-60

La lignée cellulaire humaine HL-60 été isolée pour la premiére fois en 1977 par leucaphérese a
partir des leucocytes du sang périphérique d’une patiente caucasienne de 36 ans souffrant de
leucémie promy¢loide aigué (LPA) qui est une sous famille de la LAM (Birnie, 1988; Fleck et
al., 2005). Ce modele cellulaire est connu pour certaines caractéristiques spécifiques tres
intéressantes. En culture, les cellules myéloides HL-60 sont capables de proliférer rapidement et
se multiplier de fagon illimitée en suspension dans leur milieu de culture présentant une structure
ronde. Cependant, certaines conditions de culture favorisent la différenciation des HL-60.
Dépendamment de I’agent de stimulation utilisé comme 1’acide rétinoique, I'hydroxyvitamine D3,
le dimethylsulfoxyde, le butyrate, I'hypoxanthine et les esters de phorbol, elles peuvent se
différencier spontanément vers une autre lignée de type neutrophile, macrophage, monocyte ou
¢osinophile (Fleck et al., 2005; McCarthy et al., 1983). En outre, cette différenciation reste toujours
moins parfaite car les cellules résultantes ne possédent pas tous les critéres de leurs homologues
(Newburger et al., 1979). Cette lignée promyélomonocytaire est la plus utilisée pour les recherches
sur la différenciation des cellules leucémiques ainsi que pour les études des événements

moléculaires et cellulaires impliquées dans celle-ci (Birnie et al., 1988) ; (Collins, 1987).

Plusieurs études ont rapporté des évidences sur la capacité¢ de différenciation des cellules HL-60
en une multitude de lignées cellulaires citées auparavant. Cependant, [’utilisation du
diméthylsulfoxyde (DMSO) et de D’acide rétinoique tout-trans (ATTR) permettent leur
différenciation terminale en granulocytes (Breitman et al., 1980; Collins et al., 1978). D’autres
¢tudes ont démontré que leur exposition a la forme active de la vitamine D (1.25 dihydroxyviatmine
D3) entrainera une différenciation en monocytes (McCarthy et al., 1983). En outre, les HL-60 mises
en présence du PMA (Phorbol-12-myristate-13-acétate) permet I’obtention de cellules avec un

caractere phénotypique de cellules "macrophages-like". Le PMA connu aussi sous le nom de 12-
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O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) est le principal activateur synthétique de la protéine
kinase C (PKC) (Ezeamuzie et Taslim, 2004). Outre son activation de la PKC, le PMA activera
aussi d’autres kinases telles que la voie des MAPK (mitogen activated protein kinases), ERK 2, la

kinase P38 et la voie NF-KB (Jiang et Fleet, 2012).

1.3.4 Cascades de signalisation inductibles par le PMA

La présence du PMA activera la PKC. Cette activation conduira a I’activation de Ras et la famille
de protéine Raf 1 qui répond aux stimulations des récepteurs tyrosine kinase et participe a la
transduction du signal en activant MEK 1 et MEK 2 par phosphorylation de deux sérines dans leurs
domaines d’activation (Ser 217 et Ser 221). Ces deux kinases seront impliquées dans 1’activation
de la voie MAPK/ERK (ERK 1, ERK 2) par une phosphorylation des résidus de thréonine et de
tyrosine en deux positions 202 et 204 (Frémin et al., 2015). Ceci va engendrer une séquestration
cytoplasmique de ERK1/2 ou une migration vers le noyau afin d’activer plusieurs genes et facteurs
de transcriptions tels que le NFKB. ERK contribue également a 1’activation de plusieurs substrats
y compris des membres de la famille de protéines p90 ribosomal S6 kinase (RSK), CREB, et MSK
(Galan et al., 2014). Le MSK peut aussi étre activé par la P38. ERK et la famille RSK semblent
coopérer a la régulation de plusieurs protéines y compris GSK 3 selon plusieurs études (Hauge et
Frodin, 2006). Des recherches récentes ont montré une augmentation significative de ces
intermédiaires phosphorylés selon le temps d’exposition au PMA et deviennent de plus en plus

actives au fil du temps (Davis et al., 2018) (figure 1.10).
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Figure 1.10 Illustration schématique de la cascade de signalisation du PMA. Le PMA active la
PKC qui agira par la suite sur les voies des signalisation MAPK et active Raf, MEK et ERK. PMA
active également la RSK. Cette cascade va mener par la suite a 1’activation du facteur de
transcription liant I’AMPc (CREB) et MSK (Davis ef al., 2018; Hauge et Frodin, 2006).

1.4 Dicte et chimioprévention

La chimioprévention fait I’objet d’une attention considérable depuis plusieurs années, et elle est
considérée comme une stratégie potentielle visant a réduire le risque d’apparition des cancers
(Umezawa et al., 2019). Elle implique 1'utilisation de composés biologiquement actifs naturels ou
synthétiques afin de prévenir ou d'inverser la progression du cancer. Ces molécules sont
généralement contenues dans notre alimentation comme les 1égumes cruciféres, et les 1égumes
allium comme ['ail, le gingembre, le soja, le curcuma, les tomates (Walczak et al., 2017; Zhou et
al., 2011). Récemment, des études basées sur les facteurs alimenteux et la nutrition ont pu
démontrer un lien entre I’alimentation, la formation du cancer et la prévention de la carcinogenése
(Cao et al., 2018). D’ailleurs il a été observé que I’incidence de certains cancers tel que : le cancer
du sein, gastro-intestinal, et de la prostate était négativement corrélée aux habitudes et aux régimes
alimentaires variés, riche en fibres végétales , en légumes et faible en gras de la population de

I’Asie du sud-Est, contrairement aux sociétés de 1’Ouest ou I’incidence était treés élevée (Walczak
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et al., 2017). En effet, les 1égumes appartenant a la famille des alliacées comme 1’ail et I’oignon
possedent des propriétés médicinales et de fortes activités antibactériennes et antioxydantes grace
a leur richesse en composés organosulfurés qui préviennent I’apparition des cancers de I’estomac,
du sein, du cerveau et du poumon, tel que montré dans de nombreuses études épidémiologiques
par leur capacité d’inhibition de la mutagéneése, et leurs effets antiprolifératif (Bastaki et al., 2021).
Le composé caroténoide insaturé contenu dans les tomates appelé lycopéne module également la
prolifération, la différenciation et I’apoptose grace a son une activité antioxydante élevée exergant
un effet chimio-préventif (Wang et al., 2010). Les résultats de (Zhou et al., 2016) ont soutenu les
propriétés antitumorales du lycopéne sur 1'hépatocarcinogenése. La curcumine qui est un dérivé
polyphénolique produit a partir du curcuma a aussi été impliqué dans la prévention du cancer
(Esatbeyoglu et al., 2012). En effet, elle présente de fortes activités antioxydantes et anti-
inflammatoires. Elle peut moduler le moduler le NF-«B et certaines voies de signalisation (Wu et
al., 2020). L'effet bénéfique de I’utilisation des molécules naturelles dérivées de notre diete sur le

risque de cancer pourrait étre en partie responsable du bénéfice sur la mortalité.

1.4.1 Les polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe varié de molécules organiques du régne végétale. Ils sont
définis comme des métabolites secondaires des végétaux de structures multiples largement
distribués dans toutes les parties de la plante, de la racine jusqu’au fruit (Brglez Mojzer et al., 2016).
Les polyphénols sont nécessaires pour la croissance et la survie de la plante et impliqués dans sa
protection et sa résistance contre les microorganismes. Ils se caractérisent par une grande diversité
structurelle (Wan et al., 2021). Leur squelette chimique de base est caractérisé par la présence d’au
moins un cycle benzoique phénolique (aromatique) auquel se lie un groupement fonctionnel
hydroxyle (Singla et al., 2019). Leur classification est basée non seulement sur leurs structures
mais également sur leur origine et leur fonction biologique (Konig, H., 2009). Ils sont
communément subdivisés en plusieurs catégories : les flavonoides, les acides phénoliques, les

stilbenes et les lignanes. Les flavonoides sont divisés en plusieurs sous-classes y compris : les
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flavanones, les flavones, les isoflavonoides, les flavonols et les anthocyanes(Tapas et al., 2008)
(Tapas et al., 2008) (figure 1.11). Leur grand intérét est li¢ a leur fort potentiel d’application dans
la conservation des aliments et leurs utilisations thérapeutiques bénéfiques. La relation entre

I'apport en polyphénols et la santé humaine a été beaucoup explorée (Durazzo et al., 2019).

Polyphénols

Acides phénoliques Flavonoides Stilb&énes Lignanes

2 ar
1 5R

Flavonols Flavanones

Figure 1.11 Structure chimique et classification des polyphénols. Il existe plusieurs catégories de
polyphénols : les acides phénoliques, les flavonoides, les stilbénes et les lignanes (Losada
Echeberria et al., 2017).

1.4.2 Polyphénols du thé vert

Le thé est une boisson d’origine chinoise obtenue par infusion des feuilles de théier Camellia
Sinensis (Wang, 20006). 11 existe plusieurs types de thé qui différent seulement dans leurs modes de
préparations. On distingue : les thés non fermentés (vert), partiellement fermentés (oolong), et
fermentés (noir) (Cooper, 2012; McKay et Blumberg, 2002). En effet, une feuille de thé vert est

composée de plusieurs constituants comme : les glucides, les lipides, des matiéres minérales, des


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535212001220#bb0440
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vitamines et des pigments (Nookabkaew et al., 2006). Les ¢léments les plus abondants restent les
polyphénols appartenant a la classe des flavonoides représentés majoritairement par les catéchines
(Prasanth et al., 2019). Ces derniers sont des composés incolores et hydrosolubles et leur quantité
est d’environ 420mg par litre de thé (Yilmaz, 2006). Les principales catéchines du thé sont au
nombre de quatre : I’épicatéchine (EC), I’épigallocatéchine (EGC), I’épicatéchine-3-gallate (ECQG)
ainsi que 1’épigallocatéchine gallate (EGCG) (Musial et al., 2020) (Figure 1.12).

Epigallocatéchine-3-gallate (EGCG) |

| Epicatéchine-3-gallate (EGC) |
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Figure 1.12 Les principaux constituants des extraits de feuilles de thé. Les feuilles du thé sont
composées de nombreuses molécules. Les catéchines restent les composés prédominants.

Plusieurs intéréts et effets bénéfiques sont associés a la consommation du thé vert et le responsable
principal de ces bénéfices serait 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG). Récemment, plusieurs
¢tudes menées sur la consommation du thé ont montré son potentiel de réduction et diminution des
risques d’apparition de maladies chroniques. D’autres études ont rapporté ses effets anti-
inflammatoires et antioxydants puissants en augmentant la production de cytokines anti-
inflammatoires et limitant la quantité des radicaux libres dans les troubles cardiovasculaires,

notamment, le diabéte et I’obésité (Chatterjee et al., 2012; Rai et al., 2012). Il a ét¢ montré que la
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consommation du thé améliore le taux du cholestérol, stimule la sécrétion de 1’insuline, et améliore
son statut (Fu et al., 2017). Il s’est avéré également que les propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes du thé protégent les neurones grace aux métabolites du thé vert qui traversent la
barriere hémato-encéphalique (Faria et al., 2011). Outre les propriétés anti-inflammatoires, I’action
chimio-protectrice et les activités de prévention du cancer des catéchines du thé vert ont été
largement démontrées dans un grand nombre d’études en laboratoires. Fait intéressant, les
catéchines du thé vert ont montré des effets thérapeutiques importants contre plusieurs types des
cancers tels que : le cancer colorectal, gastrique, cancer du sein, de la prostate et de la thyroide
(Cheng et al., 2020; Jiang et al., 2021). En effet, il a été prouvé que les composés phytochimiques
présents dans le thé possedent un grand potentiel d’inhibition de survie de cellules cancéreuses et
suppression de la prolifération cellulaire par régulation de leur croissance, augmentation de
I’apoptose et inhibition de 1’angiogenése qui présente une stratégie de suppression de croissance
tumorale par modulation de différents facteurs de stimulation du cancer et certaines voies de
signalisations notamment, TNFa, P53, COX-2, NF-kB, EGFR et les caspases (Chen et al., 2017;
Rahman et al., 2020).

1.4.3 L’¢pigallocatéchine-3-gallate

L’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) est le principal antioxydant actif et la catéchine
polyphénolique prédominante présente dans le thé vert (Wu et al., 2021). Cette composante a regu
beaucoup d’intéréts ces dernieres années en raison de ses multiples propriétés biologiques et
nutraceutiques notamment antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales et
antitumorales qui lui sont attribuées grace a sa structure chimique qui se caractérise par la présence
d’un groupe gallate et d’une fraction hydroxyle (Tallei ef al., 2021). D’apres les recherches une
tasse de thé peut contenir environ 25 a 30 mg d'/EGCG (Botten et al., 2015). Son activité anti-
radicalaire est supérieure par rapport a d’autres catéchines comme 1’épicatéchine (EC) et les
stilbénes (Boulmokh et al., 2021; Singh et al., 2011). D’ailleurs, il peut piéger les radicaux libres
et réduire la production des especes réactives de 1’oxygenes (ROS) grace a ses caractéristiques

efficaces de chélation (Piechocka et al., 2021).
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L’EGCG posseéde plusieurs activités antivirales contre les agents pathogeénes viraux. L’activité
antivirale de ’EGCG contre le virus de 1’hépatite B (VHB) qui est extrémement contagieux a été
démontrée (Huang et al., 2014). En effet, il est capable de supprimer sa réplication et son expression
par inhibition de la transcription du promoteur du VHB de méme que la réplication d’ADN (Wang
et al., 2021). D’autres études ont montré que ’EGCG exerce un effet antiviral inhibiteur sur le
virus de 'immunodéficience humain (VIH). En outre, il empéche l'entrée du VIH-1 dans les
cellules hotes par blocage de la fusion membranaire médiée par la glycoprotéine d'enveloppe du
VIH-1 (Liu et al., 2005). D’autres part, des études récentes sur le SARS-CoV-2 ont pu montrer que
I’EGCG aurait un effet antiviral sur ce dernier et certaines infections a coronavirus en bloquant
I’entrée de SARS-COV-2 et les vecteurs lentiviraux avec le spicule de pseudotypés MERS et SARS-
CoV-1 (Henss L et al., 2021) (Zhao et al., 2022).

Hormis, ces effets pléiotropiques, plusieurs études ont revendiqué ’EGCG comme un agent
précieux de chimioprévention contre plusieurs cancers, et ont pu présenter ses nombreux
mécanismes d’activités anticancéreuses dans le développement et la progression tumorales grace a
ses interactions avec son récepteur, le récepteur a la laminine 67LR (Umeda et al., 2008). En effet,
I’EGCG est impliqué dans I’inhibition de I’angiogenése qui est étroitement liée a la croissance
tumorale via une diminution de I’expression du principal facteur angiogénique, le facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF), et une modulation de ces récepteurs
principalement : EGFR et PDGFR (Jung et al., 2001; Liang et al., 1997). Ces modulations de
I’EGCG se font par la régulation d’un large éventail de voies de signalisations telle-que :
MAPK/ERK et JAK/STAT (Hussain et Ashafaq, 2018). En outre, de nombreuses études ont
démontré que ’EGCG réduit I’expression de la MMP-2 et de la MMP-9 pour inhiber I’invasion et
la formation de métastases (Koh ef al., 2011). Il module également les protéines Rac et Rho pour
supprimer la migration cellulaire (Hwang et al., 2013). L’EGCG est impliqué aussi dans le
mécanisme d’induction d’apoptose selon différentes recherches grace a sa capacité a moduler
I’expression de plusieurs protéines pro-apoptotiques telles BCL et BAX (Zhao et al., 2004).
D’autre part, il peut induire 1’apoptose par une inhibition de la voie PI3K/AKT dans certains
cancers (Liu et al., 2013) (figurel.13). Le réle de ’EGCG dans la régulation des protéines du cycle
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cellulaires a beaucoup été montré (Thakur ef al., 2012). Bien que I'EGCG présente de puissants
effets anticancéreux in vitro, d'autres études seront nécessaires pour déterminer l'utilité¢ de

I'EGCG en thérapie clinique.
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Figure 1.13 les différentes cibles et effets anticancéreux de I'EGCG. L'EGCG possede un pouvoir
anticancéreux en inhibant un vaste éventail de processus moléculaires et cellulaires liés aux
cancers.

1.5  Projet de recherche

1.5.1 Problématique

Le statut de différenciation des cellules leucémiques promyé¢lomonocytaires HL-60 peut étre
associ¢ a un phénotype de type macrophage M1 ou M2 polarisé avec des propriétés inflammatoires
et immunomodulatrices. Il a été déja démontré par plusieurs études que lorsque les cellules HL-60
sont exposées a 1’ester de phorbol PMA, elles se différencient en macrophages avec une acquisition
des marqueurs de surface associés aux macrophages d’ou I’appellation « macrophages-like ». Ces
cellules ont été utilisées largement dans des recherches qui s’intéressaient aux différents processus

moléculaires reliés a la différenciation cellulaire. Le PMA est connu pour favoriser la signalisation
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intracellulaire a travers diverses cibles et cascades de signalisation, principalement la voie des
MAPK et régule ainsi a la hausse plusieurs marqueurs li¢s a la différenciation. Dans cette étude,
nous cherchons a identifier les déterminants associés a la différenciation des cellules HL-60 sur la
signature moléculaire inflammatoire et immunomodulatrice lors de ce processus. Notre intérét de
recherche se focalise donc sur la chimioprévention en utilisant une molécule phytochimique
dérivée du thé vert et dont les propriétés anticancéreuses ont été démontrées dans de nombreuses

recherches.

1.5.2 Hypothese

Nous émettons I’hypothése que I’EGCG pourrait altérer le processus de différenciation des cellules
de type macrophage en ciblant I’interrelation signalétique entre le phénotype inflammatoire et

immunitaire.

1.5.3 Objectifs de la recherche

Les objectifs de notre ¢étude reposent sur la différenciation de la lignée cellulaire

promyélomonocytaire HL-60 monocytes/macrophages et sont comme suit :
- Caractérisation des biomarqueurs associés a la différenciation des HL-60 en macrophages
- Détermination des voies de signalisations associées a la différenciation

- Etude de I’effet de ’'EGCG dans les divers processus induits par le PMA
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2.1 Résumé

Contexte : Le processus de différenciation des cellules leucémiques promyélomonocytaires permet
la récapitulation d’un phénotype de type macrophage M1 ou M2 polarisé avec des propriétés
inflammatoires et immunomodulatrices. Les évidences in vitro de I'impact anti-inflammatoire de
I'épigallocatéchine-3-gallate d'origine alimentaire (EGCG) sont bien reconnues, mais
I’interrelation avec la signature moléculaire d'un phénotype immunitaire reste incertaine.
M¢éthodologie : Des cellules promyélomonocytaires humaines HL-60 cultivées en suspension ont
été différenciées en macrophages adhérents CD11b"€Y/CD14%°% par traitement a I'ester de phorbol
(PMA). La zymographie sur gélatine a été utilisée pour évaluer les niveaux de MMP-9 et 'ARN
total a été isolé pour 1'évaluation par RNAseq et RT-qPCR des niveaux de geénes impliqués dans
lI'inflammation et I'i'mmunité dans les cellules différenciées. Des lysats de protéines ont été utilisés
pour évaluer I'impact de 'EGCG sur I'état de phosphorylation des intermédiaires de signalisation.
Résultats : L'adhésion cellulaire et l'induction de la MMP-9 confirment la différenciation des
cellules HL-60 en un phénotype de type macrophage. Cela s'est accompagné d'une augmentation
de I'état de phosphorylation de la kinase régulée par le signal extracellulaire (ERK), de la glycogéne
synthase kinase (GSK)-3p, des kinases S6 ribosomales p90 (RSK) et de la protéine de liaison a
I'é1ément de réponse a I'AMPc (CREB), tous inhibés par 'EGCG. Les augmentations des genes de
I'inflammation et de I'immunité comprenaient, entre autres, CCL22, CSF1, CSF2, IL1B et TNF,
dont 1'induction a été inhibée par I'EGCG. Ceci était corroboré par une analyse transcriptomique
qui a encore mis en évidence la capacité de 'EGCG pour réguler négativement le régulateur des
cellules souches hématopoiétiques CBFA2T3. Conclusion : Les fonctions immunomodulatrices de
I'EGCG semblent altérer le processus de différenciation des cellules de type macrophage en ciblant

I’interrelation signalétique régulant leur phénotype inflammatoire et immunitaire.
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2.2 Abstract

BACKGROUND: The promyelocytic leukemia cell differentiation process enables recapitulation
of the polarized M1 or M2 macrophage-like phenotype with inflammatory and immune-
suppressive properties. While evidence supports the anti-inflammatory effect of dietary-derived
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), its impact on the onset of the molecular signature of an immune
phenotype remains unclear. METHODS: Human HL-60 promyelocytic cells grown in suspension
were differentiated into CD11b"€"/CD14%" adherent macrophages with phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA). Gelatin zymography was used to assess the levels of matrix metalloproteinase
(MMP)-9, and total RNA was isolated for RNAseq and RT-qPCR assessment of differentially
expressed gene levels involved in inflammation and immunity. Protein lysates were used to assess
the phosphorylation status of signaling intermediates involved in macrophage-like cell
differentiation. RESULTS: Cell adhesion and induction of MMP-9 were indicative of HL-60 cell
differentiation into a macrophage-like phenotype. This was accompanied by increased
phosphorylation of the extracellular signal-regulated kinase (ERK), glycogen synthase kinase
(GSK)-3a/B, p90 ribosomal S6 kinases (RSK), and cAMP-response-element-binding protein
(CREB), which was all inhibited by EGCG. Increases in inflammation and immunity genes
included, among others, CCL22, CSF1, CSF2, IL1B, and TNF, which inductions were prevented
by EGCG. This was corroborated by unbiased transcriptomic analysis which further highlighted
the capacity of EGCG to downregulate the hematopoietic stem cell regulator CBFA2T3.
CONCLUSION: EGCQG inhibits the inflammatory signaling crosstalk and prevents the onset of an

immune phenotype in macrophage-like differentiated cells.

2.3 Introduction

Chronic inflammatory processes affect all stages of tumor development and therapy efficacy [1, 2].
The signaling crosstalk that coordinates the tumor-promoting and tumor-antagonizing effects of
inflammation, and the molecular signature linking immune and inflammatory processes
unfortunately, still require a better understanding [3]. To add up, crosstalk between cancer and

immune cells and the role of tumor-associated macrophages (TAMs) in the tumor
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microenvironment is also complex [4]. Among the multiple immune cells, TAMs are particularly
abundant and play an important role throughout the tumor progression process in the tumor
microenvironment [5, 6]. Inflammatory responses induced by TAMs are crucial to tumor
development at different stages. Many kinds of cytokines from TAMs and other immune cells in

the tumor niche are involved in the linkage of inflammation, immunity, and tumorigenesis [7, 8].

Leukemia is a cancer of the blood-forming tissues that affects the blood and bone marrow, where
acute myeloid leukemia (AML) comprises nearly 80 percent of all adult acute leukemias [9].
Despite significant improvements in leukemia management and diagnosis, inflammatory response
mediating its crosstalk with immune function reveals clinical features in AML, which still require
new therapeutic options [10]. The tumorigenic HL-60 cell line was isolated from the peripheral
blood tissue of a 36-year-old female patient [11] and has proven to be a potent model for studies
of human myeloid cell differentiation and differentiation in general [12]. In addition, the HL-60
xenograft model is also a relevant preclinical model enabling screening studies of AML

chemotherapeutics and anticancer prodrugs [13].

HL-60 promyelocytic cells can be induced to differentiate into functional neutrophils. Studies show
that genes associated with the immune and inflammatory response, e.g. chemokines and cytokines
genes responsible for neutrophil recruitment and activation in physiological as well as pathological
conditions, can be regulated by estrogens [14, 15]. The differentiation of HL-60 cells into a
macrophage-like phenotype is also classically achieved upon treatment with protein kinase C (PKC)
activator phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) [16, 17]. Interestingly, PMA-mediated HL-60
differentiation is reflected by an increase in the matrix metalloproteinase (MMP)-9 expression,
which is linked to myeloid cell differentiation, inflammation, and angiogenesis processes [18]. The
expression of MMP-9 gene and protein and of the mRNA stabilizing factor Human antigen R (HuR)
were inhibited upon epigallocatechin-3-gallate (EGCG) treatment, and such transcriptional
regulation is also observed in the inhibition of human brain microvascular endothelial cells’ three-

dimensional in vitro tubulogenesis [19].

Recently, the anti-inflammatory activity of plant and diet-derived compounds, most belonging to

the chemical groups of alkaloids, coumarins, flavonoids, polyphenols, and terpenoids, was
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demonstrated [20]. Although flavonoids have been used in inflammatory pathway targeting [21],
it is unknown how these compounds may modulate the recruitment and infiltration of macrophages
into the tumor, where the microenvironment subsequently activates them to support the malignant
progression of cancer cells. EGCG was reported to indirectly inhibit infection by regulating
immune inflammation and anti-oxidation [3]. Given the selective biomarker-targeting of EGCG,
we first questioned at the transcriptomic level how pro-oncogenic-mediated differentiation of HL-
60 promyelocytic leukemia cells into a macrophage-like phenotype could impact their immune and
inflammatory phenotype. Then, we explored the capacity of diet-derived EGCG to prevent protein
phosphorylation intermediate status in adherent HL-60 cells upon differentiation by PMA and how

this subsequently alter the immune and inflammatory phenotype of macrophage-like cells.

In the present study, we characterized the responsive genes involved in the crosstalk between
immune and inflammation processes in macrophage-like terminally differentiated human HL-60
promyelocytic leukemia cells and evidenced how EGCG alters such molecular signature. The
phosphorylation status of signal transducing intermediates was also analyzed in adherent
macrophage-like cells and supports the molecular rationale for pleiotropic diet-derived

chemoprevention strategies.

2.4 Materials and methods
2.4.1 Materials

Sodium dodecyl sulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma-
Aldrich Corp (St Louis, MO, USA). Cell culture media was from Life Technologies Corp (Carlsbad,
CA, USA). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA,
USA). The HyGLO™ Chemiluminescent HRP (horseradish peroxidase) Antibody Detection
Reagents were from Denville Scientific Inc. (Metuchen, NJ, USA). Micro bicinchoninic acid (BCA)
protein assay reagents were from Pierce (Micro BCA™ Protein Assay Kit; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). The polyclonal antibodies against extracellular signal-regulated
kinase (ERK), phosphorylated (P)-ERK, Glycogen synthase kinase-3 alpha and beta (GSK3-a/p),
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phosphorylated (P)-GSK3-a/B (Ser21/9), C-AMP Response Element-binding protein (CREB),
phosphorylated (P)-CREB (Ser133), and the monoclonal antibody against the 90 kDa ribosomal
S6 kinases (RSK1/RSK2/RSK3), phosphorylated p90RSK (ser380) were all purchased from Cell
Signaling Technology Inc (Danvers, MA, USA). Monoclonal Antibody against Human mitogen-
and stress-activated protein kinase 1 (MSK 1), phosphorylated (P)-MSK1 and MSK2 (MSK1 S376,
MSK2 S360) were purchased from R&D Systems Inc (Minneapolis, MN, USA). HRP-conjugated
donkey anti-rabbit and anti-mouse immunoglobulin (Ig) G secondary antibodies were from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA). EGCG was from MP Biomedicals (Santa
Ana, CA, USA). All other reagents were from Sigma-Aldrich Corp.

2.4.2  Cell culture

The HL60 promyelocytic cell line was purchased from American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA) and maintained in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Life
Technologies Corp) containing 20% (v/v) fetal bovine serum (FBS) (HyClone™; Thermo Fisher
Scientific), 2 mM glutamine, 100 units/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (WISENT Inc.,
Québec, QC, Canada), and were cultured at 37°C, under a humidified atmosphere containing 5%
COas. Upon thawing/resuscitating the HL60 cells from frozen vials, they were then passaged two
times prior to treatments. The induction of macrophage differentiation was accomplished using the
tumor-promoting phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) [22, 23]. We wish to emphasize that,
throughout the text, the “HL60 macrophage differentiation” condition represents the adherent
subpopulation of HL60 cells that are immediately harvested after PMA treatment. This is important
since numerous protocols can be found in the literature that use PMA to differentiate resting HL60
cells into “macrophage-like cells” (upon 2 and 8 days with various PMA concentrations, alone or
in combination with other molecules). These adherent cells were then kept in culture for an
additional 24-48 h and are referred to as “terminally differentiated macrophages” in this study.
Treatments of the cells with PMA or EGCG in a media from which FBS was withdrawn are referred

to as cell starvation.
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2.4.3 Total RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted from cell monolayers using 1 mL of TriZol reagent for a maximum of
3x10° cells as recommended by the manufacturer (Life Technologies, Gaithersburg, MD). For
cDNA synthesis, 1-2 pg of total RNA was reverse-transcribed using a high-capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) or, in the case of the gene array: R2 First
Strand kit (QIAGEN, Valencia, CA). The 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) and product detection was
performed by measuring the binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA.
The following primer sets were from QIAGEN: CSF-1 (Hs CSF1 1 SG, QT00035224), CSF-2
(Hs_CSF2 1 SG, QT00000896), MMP-9 (Hs MMP9 1 SG, QT00040040), GAPDH
(Hs GAPDH 1 SG, QT00079247) and Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) (Hs PPIA 4 SG,
QT01866137). The relative quantities of target gene mRNA were normalized against internal
housekeeping genes PPIA and GAPDH. The RNA was measured by following a ACr method
employing an amplification plot (fluorescence signal vs. cycle number). The difference (ACr)
between the mean values in the triplicate samples of the target gene and the housekeeping genes
was calculated with the CFX manager Software version 2.1 (Bio-Rad) and the relative quantified

value (RQV) was expressed as 274€T,

2.4.4 Total RNA library preparation

Total RNA (500 ng) was extracted from HL-60 cell cultures and used for library preparation. RNA
quality control was assessed with the Bioanalyzer RNA 6000 Nano assay on the 2100 Bioanalyzer
system (Agilent technologies, Mississauga, ON), and all samples had an RNA integrity number
(RIN) above eight. Library preparation was carried out with the KAPA mRNA-Seq HyperPrep kit
(KAPA, Cat no. KK8581). Ligation was made with Illumina dual-index UMI, and 10 PCR cycles
were required to amplify cDNA libraries. Libraries were quantified by QuBit and BioAnalyzer
DNA1000. All libraries were diluted to 10 nM and normalized by qPCR using the KAPA library
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quantification kit (KAPA; Cat no. KK4973). Libraries were pooled to equimolar concentrations.

Three biological replicates were generated.

2.4.5 RNA sequencing

High RNA quality was validated as above, and samples were sequenced using the Illumina
NextSeq500 sequencer at the Genomics Core Facility of the Institute for Research in Immunology

and Cancer (IRIC, Montreal, QC).

2.4.6 Reads alignment and differential expression analysis

Reads were aligned and sorted by coordinates to the human genome build 38 (GRCh38.p13) with
version 37 of Gencode gene annotations, using the STAR aligner (STAR 2.7.1a) [24, 25].
Quantification of genes was performed during alignment by STAR. Differentially expressed genes
among groups were identified using the R packages DESeq2 (v 1.30.1) [26]. After analysis, only
genes with adjusted p-values (adjp) < 0.05, and log2 fold change >1.0 were considered significant.
Hierarchical clustering of differentially expressed genes was used to represent the results (R
package ggplot2) and generated heatmaps [27]. For all statistical analyses, differences were
considered statistically significant if the adjp calculated by Student’s t-fest with Bonferroni

correction were <0.05. RNA-Sequencing of the HL-60 cell lines.

2.4.7 Gene set enrichment analysis

The gene set enrichment analysis (GSEA) was performed with the GSEA software version 4.2.3
[28] with the complete set of normalized input values, using the Hallmark, canonical pathway gene
sets (chemical and genetic perturbations, BioCarta, Reactome, and Kegg), and Gene Ontology (GO)
gene sets (Biological process). Molecular Signatures Database (MSig-DB), version 7.5.1 was
applied to genes modulated in differentiated cells treated with EGCG (HL-60 co-treated with PMA
and EGCG) compared to undifferentiated cells (HL-60 cultured in suspension) (values (adjp) <
0.05, and log2 fold change (FC) >1.0 were considered as significant) to generate a signature list of
the top modulated genes from the following Curated gene sets (C2CP and C2CGP) and Gene
Ontology (C5). Software used for the analysis of data during this project included GraphPad Prism
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and R (version >3.4). For all statistical analyses, differences were considered statistically
significant if the adjp calculated by Student’s t-test with Bonferroni correction were <0.05. RNA-
Sequencing of the HL-60 cell lines.

2.4.8 Human cancer inflammation and immunity crosstalk PCR array

The RT? Profiler™ PCR Array for Human Cancer Inflammation and Immunity Crosstalk (PAHS-
181Z) was used according to the manufacturer’s protocol (QIAGEN). The detailed list of the key
genes assessed can be found on the manufacturer’s website (https://geneglobe.qiagen.com/us/
product-groups/rt2-profiler-pcr-arrays; accessed on January 13", 2022). Using real-time
quantitative PCR, we reliably analyzed the expression of a selected panel of genes related to the
inflammatory response, including some of the cancer-associated adipocyte markers already
published. Relative gene expression was calculated using the 2 22T method (“delta-delta” method),
in which Cr indicates the fractional cycle number where the fluorescent signal crosses the
background threshold. This method normalizes the ACt value of each sample using five
housekeeping genes (B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH, and ACTB). The normalized FC values
are then presented as average FC=2 (average 2“T). The resulting raw data were then analyzed
using the PCR Array Data Analysis Template
(http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php; accessed on June 5% 2022). This
integrated web-based software package automatically performs AACr-based FC calculations from

the uploaded raw thresholded cycle data.

2.4.9 Western blot

Cells were lysed in a buffer containing 1 mM each of NaF and Na3VOs, and proteins (10-20 pg)
were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Next, proteins were electro-
transferred to polyvinylidene difluoride membranes, and blocked for 1 hour at room temperature
with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5)
containing 0.3% Tween-20 (TBST; Bioshop, TWN510-500). Membranes were washed in TBST
and incubated overnight with the appropriate primary antibodies (1/1000 dilution) in TBST
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containing 3% BSA and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich) at 4°C and in a shaker. After three
washes with TBST, the membranes were incubated 1 hour with horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit or anti-mouse IgG at 1/2500 dilutions in TBST containing 5% nonfat dry milk.

Immunoreactive material was visualized by ECL.

2.4.10 Gelatin zymography

Gelatin zymography was used to assess the extent of pro-MMP-9 gelatinolytic activity, as
previously described [18]. Briefly, an aliquot (20 pL) of the culture medium was subjected to SDS—
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in a gel containing 0.1 mg/mL gelatin, a substrate that
is efficiently hydrolyzed by MMP-9. The gels were then incubated in 2.5% Triton™ X-100 and
rinsed in nanopure distilled H>O. The gels were further incubated at 37°C for 20 hours in 20 mM
NaCl, 5 mM CaCly, 0.02% Brij®-35, and 50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)-HCI
buffer, pH 7.6, then stained with 0.1% Coomassie Brilliant blue R-250 and distained in 10% acetic
acid and 30% methanol in H2O. Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on a blue

background.

2.4.11 Statistical data analysis

Data and error bars were expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of three or more
independent experiments unless otherwise stated. Hypothesis testing was conducted using the
Kruskal-Wallis test followed by a Dunn Tukey’s post-test (data with more than three groups) or a
Mann-Whitney test (two-group comparisons). Probability values of less than 0.05 (*) or 0.01 (**)
were considered significant and denoted in the figures. All statistical analyses were performed

using the GraphPad Prism 7 software (San Diego, CA).
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2.5 Results

2.5.1 Unbiased transcriptomic analysis reveals the induction of differentiation and immune

activation programs upon macrophage-like differentiation of promyelocytic HL-60 cells

In order to gain insight into the differential transcriptomic regulation which occurs upon PMA-
mediated HL-60 differentiation into adherent macrophage-like cells, total RNA was isolated from
suspension and adherent cell cultures and RNA-Sequencing was performed as described in the
Methods section. Unsupervised hierarchical clustering revealed that PMA-differentiated adherent
macrophage-like cells clearly displayed a gene expression signature distinct from that of
undifferentiated HL-60 cells cultured in suspension (Fig.2. 1A). To gain further insight into these
differences, we performed GSEA by comparing transcript expression levels from the differentiated
macrophage-like cells to HL-60 cell suspension cultures. Among those processes found to be
significantly induced in terminally differentiated adherent cells, these included macrophage and
monocyte differentiation, B cell regulation, inflammatory response, immune response to tumor
cells, apoptosis, and senescence (Fig.2. 1B, red dots). This was associated, among other genes, with

a significant increase in the levels of differentiation genes CSF/, CSF2, and ID2 (Fig.2. 1C).

PMA treatment of HL-60 cells also induced an inflammatory transcriptional program associated
with an enhanced complement activation signature (Fig.2. 1B). This was corroborated by the
increase in Granzyme B (GZMB) and the induction of the pro-inflammatory cytokines TNFSF15,
TNFRSF9, and CCL2, and by the chemokine CXCLS transcripts (Fig.2. 1C). In addition, GSEA
showed significant enhancement for PPAR and p53 pathways, as well as apoptosis and senescence
gene signatures. In agreement, increased levels of Caspases (CASP7 and CASPS8) and of the Cyclin-
dependent kinase (CDK) inhibitors CDKN2B and CDKNIA were observed in the PMA-
differentiated HL-60 cells (Fig.1C). Of particular interest, the CDKN2B gene encoding the tumor
5INK4B

suppressor pl

the CDK that regulates progression through the G1 phase of the cell cycle [29, 30]. CDKN2B is

is a critical regulator of senescence and apoptosis by acting as an inhibitor of

also essential for hematopoietic stem cell renewal [31].
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Negative enrichment in SKP2E2F gene signature was observed upon cell differentiation (Fig.2. 1B,
blue dot). This was corroborated with the repression of the transcription factor E2F which is an
essential regulator of cell cycle progression from GI1 into the S phase, and which is regulated
through phosphorylation by the CDK [32]. Accordingly, E2F1 and CyclinA2 and E1 (CCNA2 and
CCNE]) transcripts were significantly reduced in the PMA-treated cells (Fig.2. 1C). In conclusion,
PMA-mediated differentiation into a macrophage-like phenotype appears to reduce the cell
proliferation index and supports the induction of a differentiation program accompanied by

increased immune functions.

2.5.2 EGCQG inhibits PMA-mediated human promyelocytic HL-60 cell adhesion and MMP-9

secretion.

The human HL-60 promyelocytic differentiation process into an adherent macrophage-like
phenotype was further validated. PMA treatment of serum-starved HL-60 cells cultured in
suspension efficiently led to an adherent cell phenotype (Fig.2. 2A). This was associated with the
induction of pro-MMP-9 secretion, in agreement with previous studies [16, 17], where the
acquisition of a CD11b"€"/CD14°" macrophage phenotype was confirmed [33]. Interestingly, the
co-treatment with increasing concentrations of EGCG was found to both inhibit PMA-induced pro-
MMP-9 secretion (Fig.2. 2B) and to reverse the adhesive phenotype of the cells (Fig.2. 2C).
Altogether, this confirms that our cell differentiation protocol is functional and prompts for the
subsequent investigation on the cell signaling intermediates involved in the acquisition of the

macrophage/monocyte-like phenotype.

2.5.3 The induction of GSK 3 o/f, CREB, ERK1/2, and RSK1/2/3 phosphorylation status upon
PMA-mediated human promyelocytic HL-60 cell treatment is inhibited by EGCG

A screen of the potential phosphorylated signal transducing intermediate status was next performed
using PathScan pathway as described in the Methods section. Protein lysates from human HL-60
cells either in suspension, treated with PMA or with a combination of PMA and EGCG were
harvested and processed. Autoradiograms from a representative experiment are shown (Fig.3. 3A),

and the intensity of significantly modulated phosphorylated intermediates was identified and
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quantified by scanning densitometry (Fig.3. 3B). The signaling pathways which appeared to be
both induced by PMA and which induction was prevented by EGCG in the screen were the cAMP-
response-element-binding protein (CREB), the glycogen synthase kinase-3 (GSK3) o/B, the
extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)1/2, the mitogen- and stress-activated protein
kinases (MSK) 1/2, and the p90 ribosomal S6 kinase (RSK) 1/2/3. Among those signaling
intermediates whose phosphorylation status was not induced upon PMA treatment were FGR,
mitogen-activated protein kinase 14 (P38-a), c-Jun N-terminal kinase (JNK) 1/2/3, platelet-derived
growth factor receptor f3, Signal transducer and activator of transcription 5 o/p, P-53, heat shock
protein 60 (not shown). To further validate the respective inductions and EGCG inhibition observed,
the HL-60 suspension cells were either untreated, treated with PMA, or treated with PMA and
increasing doses of EGCG. Protein lysates were harvested, and representative autoradiograms were
shown for the indicated total or phosphorylated signaling intermediates (Fig.3. 3C). Finally, the
EGCG-mediated inhibition of the phosphorylation status of MSK, RSK, ERK, and GSK was
confirmed, however, only very modest inhibition by EGCG was observed for CREB (Fig.3. 3D).

2.5.4 EGCG reduces Notch and CBFA2T3 pathways in PMA-differentiated promyelocytic

macrophage-like cells

We next conducted additional RNA-Sequencing analysis and profiled HL-60 cells upon co-
treatment with PMA and EGCG. We assessed the up- and down-regulated genes using Molecular
Signatures DB (MSig-DB; Fig.2. 4A and 4B) and found that EGCG-treated macrophage-like cells
were inversely associated with stem-like features. Indeed, pluripotency (Plurinet) and embryonic
stem cells gene signatures were decreased, while cell differentiation was significantly enriched
(Fig.2. 4A and 4B). Accordingly, reduced levels of key regulatory genes involved in the promotion
of stemness and pluripotency (LSM4, LSM5, and HSPE1), and enhanced levels of differentiation
genes (BMP10 and SLIT2) were observed in the EGCG-treated macrophage-like cells (Fig.2. 5C).
This was accompanied by reduced Notch signaling, a critical regulating pathway of hematopoietic
stem cells [34] (Fig.2. 4A). This was corroborated with the repression of the transcript level of
histones (H4C8, H4C9, H2BC5, and H2B(C21) and the mammalian target of rapamycin (mTOR)
activator/regulator complex LAMTOR4 (Fig.2. 4C).



45

Surprisingly, we also observed a reduction in the CBFA2T3 pathway upon EGCG treatment. The
CBFA2/RUNXI1 partner transcriptional corepressor 3 (CBFA2T3, also known as MTG16 or ETO2)
acts as a transcriptional corepressor to regulate hematopoietic stem/progenitor cell proliferation
and lineage allocation [36] (Fig.2. 4A). To our knowledge, the capacity of EGCG to downregulate
CBFA2T3 has never been described before. Negative enrichment for the CBFA2T3 pathway,
associated with the transcriptional reduction of CBFA2A3, MS4A3, PRG2, and PRTN3 transcripts,
was observed in the EGCG-treated promyelocytic macrophage-like cells (Fig.2. 4C).

EGCG treatment of macrophage-like cells was also found to increase apoptosis and response to
stress gene signatures (Fig.2. 4B). Positive enrichment in immune function, including induced
natural killer T cells, as characterized by increased CCL5, CSTB, and IFIT3 transcripts levels, was
also observed in EGCG-treated macrophage-like cells (Fig.2. 4C). These results indicate that
EGCG induces a transcriptomic program characterized by reduced proliferative and stem-like

features, including the downregulation of Notch and CBFA2T3 pathways.

2.5.5 Impact of EGCG on PMA-mediated transcriptional regulation of immunomodulatory and

inflammation biomarkers expression

Finally, the transcriptional crosstalk between immunomodulatory and inflammatory genes
reflecting the molecular signature of PMA-differentiated promyelocytic macrophage-like cells was
explored. Total RNA was isolated from human HL-60 cells in suspension or adherent cells
resulting from PMA treatment in the absence or presence of 30 uM EGCG. Reverse transcription
was performed to generate cDNA as described in the Methods section and results from gene arrays
were presented for the top 30 genes that were downregulated (Fig.2. SA, top) or upregulated (Fig.2.
5A, bottom). The extent of EGCG inhibitory impact was also plotted. Interestingly, CCL22, CSF1,
CSF2, CCL4, IL1B, CCL2, TNF, among other genes, were found to be induced from 10-10,000
times and efficiently inhibited by EGCG (Fig.2. 5B).
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2.6 Discussion

The mutual interactions between infiltrating macrophages, tumor cells, and stromal
microenvironment contribute to phenotypic polarization of TAM and tumor progression [4].
Whereas M1 phenotype macrophages are tumor-resistant due to their enhanced antitumor
inflammatory reactions [36], M2 macrophages are commonly deemed TAM and endowed with a
repertoire of tumor-promoting capabilities involving, among others, immuno-suppression,
angiogenesis, as well as stromal activation and remodeling [37]. Here, we show that diet-derived
anti-inflammation and anticancer EGCG prevents the PMA-mediated signaling that triggers
macrophage-like differentiation. Interestingly, such chemopreventive effects were recently found
to block macrophage polarization from M1 to M2 in bone marrow-derived macrophages [38] and
to modulate polarized macrophages by suppressing M1 phenotype and promoting M2 polarization

in vitro and in vivo [39].

Here, we exploited the well-established PMA-mediated HL-60 macrophage-like differentiation
model to explore the phenotypic crosstalk that could link immune-suppressive and inflammatory
molecular signatures [12]. Most importantly, we also addressed whether diet-derived polyphenol-
mediated intervention may prevent the acquisition of such phenotype. Polyphenols found
abundantly in plants are known to display many anticarcinogenic properties, including inhibitory
effects on cancer cell proliferation, tumor growth, angiogenesis, metastasis, and inflammation as
well as trigger apoptosis. In addition, they can modulate immune system response and protect
normal cells against free radical damage [40]. Evidence strongly supports the fact that the immune
system has both positive and negative effects on tumorigenesis, and the inflammatory
microenvironment is an essential component of tumors [41-43]. Given its documented capacity to
target chronic inflammation process, by regulating many molecules such as inflammatory
cytokines, chemokines, growth factors, reactive oxygen, and nitrogen species, it becomes
reasonable to hypothesize that EGCG may consequently also alter transcriptomic programs
involved in immune phenotype and which could then also contribute to triggering the tumor
angiogenesis and inflammation. PMA-triggered cell differentiation induces cell-cycle arrest as well

as elevated expression of macrophage markers CD11b, CD13, CD14, CD45, EGR1, CSFIR, and
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IL-8. PMA also increased nuclear translocation of autophagy transcription factors TFEB, FOXOI1,
and FOXO3, as well as the expression of several autophagy-related (ATG) genes in HL-60 cells
[44].

EGCAG is the primary polyphenol present in green tea. It has been shown to inhibit the production
of pro-inflammatory mediators including NO, and PGE2, by downregulating iNOS and COX-2
gene expression [10, 45]. Besides EGCG, immunomodulatory therapeutic effects of other diet-
derived molecules such as curcumin on M1/M2 macrophage polarization in inflammatory diseases
have been reported. In addition, and similarly to EGCG, curcumin inactivation of FoxM1 was
found to impact its downstream genes, including MMP-9 and vascular endothelial growth factor,
leading to the reduction of survival and angiogenesis, and enhanced chemosensitivity in AML [46].
Pathologic inflammatory conditions are frequently correlated with dynamic alterations in
macrophage activation with curcumin anti-tumor immunity properties to shift macrophage
polarization status and to act as a potential modulator of M1 and M2 macrophages [47, 48]. While
macrophages isolated from primary tumors display an anti-inflammatory M2 phenotype and/or M2
polarized by the tumor cells, diet-derived intervention may prevent their capacity to escape their

destruction by the immune system possibly by inducing apoptosis or cell senescence [49].

Here, we also exploited EGCG’s kinase inhibitory activity through a phosphokinase array and
found that MSK, RSK, CREB, and GSK phosphorylation status was all triggered upon PMA-
mediated differentiation of HL-60 cells into adherent macrophage-like cells. Strategies have been
previously employed to modify the macrophage polarization status as the repolarization of M2
TAM would play an essential role in anti-cancer therapy [50, 51]. Among the signaling
intermediates identified above, the CREB pathway is known to link PGE2 signaling with
macrophage polarization [52]. In fact, a CREB-C/EBPJ cascade has been shown to induce M2
macrophage-specific gene expression [53] and was higher in M2 polarized cells [54]. M2
polarization also correlates with a predominant arginase pathway and an increased production of
polyamines, which can be responsible for tumor proliferation together with an anti-inflammatory
response [55]. Interestingly, EGCG was found to inhibit arginase [56], but whether this contributes
to reducing TAM’s association with angiogenesis and metastasis in tumors remains unknown [57].

Intriguingly, EGCG was unable to inhibit PMA-induced CREB phosphorylation, which does not
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preclude a potential indirect action on downstream arginase activity. However, the pleiotropic
capacity of EGCG to inhibit ERK/MSK/RSK/GSK signaling intermediates confirm its multi-

kinase targeting and chemopreventive activities.

Here we further report, for the first time to our knowledge, the ability of EGCG to downregulate
the CBFA2T3 (MTGI16) pathway. CBFA2T3 is a transcriptional corepressor upregulated in
hematopoietic stem and progenitor cells [58]. The rapid expansion of short-term stem cells,
multipotent progenitor cells, and megakaryocyte-erythroid progenitor cells, which are necessary
during hematopoietic stress/emergency, is hampered by Mtgl6 gene inactivation [35]. According
to a number of studies, CBFA2T3 inhibits differentiation and enhances proliferation in a range of
hematopoietic cell types [59-62]. Targeting CBFA2T3 in leukemia, especially acute lymphoblastic
leukemia that expresses the E2A-Pbx1 fusion protein, is also supported by an increasing body of

evidence [58, 62, 63].

2.7 Conclusion

The present study revealed EGCG’s ability to prevent the acquisition of an immunosuppressive
and inflammatory phenotype through the inhibition of multiple signal transducing events. Whereas
this may cause the decrease in certain polarization markers only, or not a full repolarization from
M1 to M2 phenotype or vice versa, this still supports the pleiotropic chemopreventive properties

of diet-derived polyphenols.
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Figure 2.1: Transcriptomic analysis reveals the induction of differentiation and immune
function genes upon macrophage-like differentiation of promyelocytic HL-60 cells. Total RNA
was extracted from HL-60 cells cultured in suspension or PMA-treated adherent cells from three
independent experiments and subjected to RNA-Sequencing. A) Unsupervised hierarchical
clustering of all the genes differentially expressed in pairwise comparison was tested with adjusted
p value < 0.05 and log2 fold change >1.0. B) Dot plot showing changes in the normalized
enrichment score for the most enriched pathways in PMA-treated adherent HL-60 cells when
compared to HL-60 cultures in suspension. p value < 0.05 and false discovery rate (FDR) p value
<0.25. The top up- and down-regulated gene signatures of Hallmark, Gene Ontology, Genetic and
chemical perturbations, and Canonical pathways. C) Heatmap representation of the relative
expression of known phenotypic markers for each of the indicated cellular processes.

A. control  PMA B
(SUS,DQHS{DH) (a dherent) [
A v PMA
o8 d | S -0 03 1 3 10 30 EGCG (M)

9 & U (A \ — — — K

PMA

30 EGCG (M)

Figure 2.2: EGCG inhibits PMA-mediated human promyelocytic HL-60 cell adhesion and
MMP-9 secretion. Human HL-60 cells were passaged in suspension as described in the Methods
section, then treated with 0.6 pM PMA for 24 hours in serum-free media. A) Representative phase
contrast pictures were taken of cells in suspension (left) and in adhesion (right). B) Conditioned
media was collected from serum starved HL-60 cells in suspension and upon PMA treatment in the
presence of increasing doses of EGCG. Gelatin zymography was performed to assess the levels of
proMMP-9 secretion as described in the Methods section. C) Representative phase contrast
pictures were taken of cells treated or not with PMA, and in the presence of increasing
concentrations of EGCG.
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Figure 2.3: The induction of GSK3 a/f}, CREB, ERK1/2, and RSK1,2,3 phosphorylation status
upon PMA-mediated human promyelocytic HL-60 cell treatment is inhibited by EGCG. Protein
lysates from human HL-60 cells, either in suspension or treated with PMA were harvested and
processed for A) PhosphoScan pathway screening according to the manufacturer’s protocol
(Representative autoradiograms are presented), and B) quantified by scanning densitometry. C)
Protein lysates were harvested from untreated HL-60 cells in suspension and adherent cells upon
PMA treatment in the presence of increasing concentrations of EGCG. Representative
autoradiograms are shown for the indicated total or phosphorylated signaling intermediates,
whereas D) scanning densitometry was performed to quantify each of the phosphorylated status
levels.
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Figure 2.4: Transcriptomic analysis reveals the reduction of proliferation and stemness
properties in macrophage-like promyelocytic HL-60 cells in response to EGCG. A-B) RNA from
HL-60 cells cultured in suspension or treated with PMA and EGCG for 18 hours from 3
independent experiments was extracted and subjected to RNA-Sequencing. All differentially
expressed genes in pairwise comparison, tested with adjusted p value < 0.05 and log2 fold change
>1.0, were subjected to MSig-DB analysis. The top up- and down-regulated gene signatures of
Hallmark, Gene Ontology, Genetic and chemical perturbations, and Canonical pathways are
presented. C) Heatmap representation of the relative expression of known phenotypic markers for
each of the indicated cellular processes.
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Figure 2.5: Impact of EGCG on PMA-mediated transcriptional regulation of immunity and
inflammation biomarkers expression. Total RNA was 1solated from human HI-60 cells in
suspension or adherent cells resulting from PMA treatment in the absence or presence of 30 OM
EGCG. Reverse transcription was performed to generate cDNA as described in the Methods section
and results from gene arrays are presented i A) for the top 30 genes that were downregulated (top)
or upregulated (bottom) and in B) for the extent of EGCG inhibition
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

Le cancer est l'une des causes majeures de déces dans le monde. Actuellement, beaucoup de
Recherches fondamentales et cliniques progressent afin de lutter contre cette maladie complexe
par différentes facons thérapeutiques. Des recherches ont mentionné que les cellules tumorales
interagissent avec les cellules immunitaires locales ou émergentes a tous les stades du
développement tumoral (Mittal ef al., 2014). 1l a été indiqué que la réponse immunitaire puisse
d’une maniere protéger I’hote de la progression tumorale, ou encore favoriser la transformation
maligne par le biais de I’inflammation chronique qui se définit comme une infiltration continuelle
des leucocytes dans la tumeur (Coussens et Werb, 2002). Cette inflammation est observée dans la
majorité des sites néoplasiques et causée partiellement par une forte présence des macrophages
provenant des leucocytes appelés TAMs (Tumor-associated-macrophages) dans le
microenvironnement tumoral. Les TAMs favorisent la croissance des tumeurs par la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires acquérant ainsi un phénotype M1 (Mantovani ef al., 2004). D’un
autre coté, leur acquisition d’un phénotype particulier pro-tumoral (M2) facilite I’angiogenese et
le remodelage tissulaire. Ces macrophages polarisés en type M2 sont les plus présents dans les
tumeurs et constituent une source importante de facteurs angiogéniques (VEGF), des facteurs de
croissances (FGF, EGF),des protéines qui dégradent la matrice extracellulaire (MMP-9), des
cytokines immunosuppressives mais également possédent une fonction cytotoxique réduite voir

absente (Bingle et al., 2002).

La leucémie aigué myé¢loide (LAM) est une hémopathie hétérogéne rare mais tres agressive, qui se
caractérise par une accumulation de blastes leucémiques immatures dans la moelle osseuse (Watts
et Nimer, 2018). Bien que les progrés thérapeutiques réalisés ces derniéres années qui visent a
cibler les cellules en prolifération a I’aide des agents chimiothérapeutiques pour augmenter le taux
de survie des personnes agées souffrant de cette néoplasie, aucune amélioration significative n’a

été apercue dans plusieurs études, et le pronostic des sujets touchés de LAM reste toujours sombre
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(Roboz et al., 2014). Plusieurs preuves ont suggéré que les macrophages jouent un role crucial dans
cette pathogenése, en effet I’interaction entre les cellules leucémiques et les macrophages polarisés
M2 favorise la pro-survie et active la signalisation anti-apoptotique dans ces dernicres, ce qui
empéchera I’amélioration de survie des patients (Miari et al., 2021; Yang et al., 2018). La forme
la plus maligne de la LAM est la leucémie promyé€locytaire aigu€ se caractérisant par une
translocation réciproque aboutissant a un transcrit du géne de fusion PML-RAR-alpha (Retinoic-
acid-alpha). Cette oncoprotéine fusionnée bloque la différenciation myé¢loide normale induisant
une leucémie. Cependant les découvertes de Sachs et al., ont révélé que les cellules leucémiques
pouvaient étre incitées a se différencier. En effet, des études approfondies durant les dernicres
années ont fourni des informations importantes portant sur 1’efficacité d’introduction de l'acide
rétinoique tout trans (ATRA), et du trioxyde d'arsenic (ATO) pour le traitement de la LPA en
ciblant leur différenciation (Kulkarni et Mathews, 2021; Sanz ef al., 2019). ATRA cible le geéne
PML-RAR a en engendrant un changement conformationnel des transcrits de fusion PML-RAR a
menant a une différenciation myéloide terminale des cellules APL et finalement 1’activation
d’apoptose. Une synergie significative entre ’ATRA et ’ATO a été rapportée dans des études
précliniques pour ce processus de différenciation et d’apoptose (Yilmaz et al., 2021). Des cellules
d’APL comme les HL-60 peuvent étre amenées a se différencier grace a des agents autres que
I’ATRA et ATO. D’ailleurs, il a été rapporté que leur différenciation peut étre induite par la 1,25-
dihydroxy vitamine D 3, des esters de phorbol et récemment par un dérivé de La sécurinine, qui fait
référence a un alcaloide présent dans les feuilles des genres Securinega , Phyllanthus et Flueggea

(Hou et al., 2020).

Puisque le cancer prend de I’ampleur dans la société, il semble que la lutte contre cette maladie
nécessitera une approche pluridisciplinaire toujours liée a la prévention, raison pour laquelle la
compréhension des interactions entre le systtme immunitaire et les cellules cancéreuses est
nécessaire. L inhibition des macrophages polarisés associés aux tumeurs et 1’inflammation pourrait
donc s’avérer étre une stratégie trés utile pour ralentir la progression tumorale (Li et al., 2022).
Ainsi, une bonne repolarisation des TAMs peut étre considérée comme une approche antitumorale
favorable (Gao ef al., 2022). Dans ce contexte, l’utilisation des substances aux propriétés

antioxydantes et anti-inflammatoires issus principalement de notre alimentation peut étre une des
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stratégies efficaces.

Dans le présent travail, nous suggérons que 1’épigallocatéchine-3-gallate, un polyphénol dérivé du
thé vert reconnu pour ses propriétés anticancéreuses (Chen et al., 2020) pourrait moduler le
phénotype inflammatoire et immunosuppresseur lors de processus de différenciation des cellules
leucémiques HL-60. Dans notre étude, nous avons utilisées des cellules promyélomonocytaires
HL-60 qui représentent un excellent modele de différenciation par leur capacité a se différencier
en d’autres types cellulaires sous ’effet de certains agents chimiques comme il a ét¢ démontré
auparavant dans plusieurs études ce qui nous a incité a les utiliser. Notre intérét s’est focalisé sur
I’utilisation d’un promoteur de tumeur le PMA pour induire la différenciation des cellules HL-60
en cellules de types macrophage-like. Nous avons pu constater que les cellules HL-60 en
suspension traitées avec du PMA et incubées pendant 24 heures adhérent au flacon de culture et
perdent leur capacité de prolifération. Les cellules adhérentes différenciées sont effectivement de
type macrophage, ce qui concorde avec les observations des études antérieures. Dans un autre
temps, nous avons procédé a analyser I’impact qu’avait 1’état de différenciation des HL-60 en
macrophages adhérents médiée par le PMA sur la régulation de I’activité transcriptionnelle de
I’expression génique de I’ensemble des geénes. Nous avons observé grace a 1’analyse
transcriptomique que I’induction de la différenciation s’accompagne par une large dissimilitude de
signature génique (figure 2.1.a). L’ensemble de ces données nous a confirmé que cette
différenciation induit I’expression de plusieurs genes acteurs dans certains processus dont
I’inflammation, la différenciation, 1’apoptose, la réponse immunitaire et la sénescence, parmi
lesquels, on retrouve des cytokines, chimiokines et des facteurs de croissances (figure 2.1). En
outre, Les résultats de la présente étude s’alignent bien avec les données rapportées dans d’autres
¢tudes de la littérature qui ont pu illustrer le lien entre ce processus délicat de différenciation des
HL-60 stimulée avec le PMA et le déclenchement de nombreuses voies pro-inflammatoires
conduisant au phénotype macrophage adhérant et a son profil immunologique (Gatto et al., 2017,
Riddy et al., 2018). D’autre part, nous avons observé que le traitement au PMA a entrainé une
réduction de la prolifération cellulaire avec une répression du geéne SKP2E2F lors de la

différenciation (figure 2. 1.B et 1.C) en accord avec d’autres études qui ont noté que le PMA
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diminue 1'activité et I'expression d'E2F1 qui est un facteur de transcription critique impliqué dans
la régulation de l'expression de génes impliqués dans le cycle cellulaire, tels que la cycline A, la
cycline E, CDC2 ( CDK1 ) et connu pour étre impliqué dans la prolifération cellulaire (Cartee et
al., 2001; Cozzi et al., 2006; Itsumi et al., 2014). Parallelement, dans ces mémes cellules nous
¢étions capables de vérifier I’effet de la différenciation des cellules HL-60 en macrophages sur un
biomarqueur, MMP-9. La MMP-9 est ['une des métalloprotéases matricielles et une enzyme
métastatique clé qui contribue a la dégradation et au remodelage de la MEC (Annabi ef al., 2007,
Chokor et al., 2014). La régulation a la hausse de son expression est corrélée a la progression
tumorale, a I'invasion et aux métastases dans différentes études de divers cancers (Marecko et al.,
2014). On était en mesure de prouver une autre fois la trés forte induction de I’expression génique

et protéique de la MMP-9 dans les macrophages adhérents (figure 2.A et 2.B).

Compte tenu de ces résultats, il nous a semblé¢ trés pertinent de savoir quel était I’effet de ’EGCG
tout au long du processus de différenciation. Il a été rapporté d’ailleurs que ce polyphénol
prédominant dans le thé vert est 'un des éléments phytochimiques chimiopréventifs les plus
¢tudiés (Khan et al., 2014). 1l peut bloquer plusieurs étapes de la cancérogenése par modulation de
différentes voies de signalisation impliquées dans la prolifération, I’inflammation, 1’apoptose et la
métastase (Na et Surh, 2006). De ce fait, et afin d’explorer le réle de ’EGCG, nous avons procédé
aun co-traitement avec du PMA et des doses croissantes d’EGCG. Nous avons observé le potentiel
de ’EGCG a réduire I’expression de la MMP-9 induite par le PMA (figure 2. 2.B). Similairement
a nos résultats, une étude avait démontré que parmi quatre catéchines, 'EGCG et I'ECG entrainent
une inhibition des activités de la MMP-9 dans le surnageant de culture de cellules musculaires
lisses de l'artére pulmonaire (Sarkar ef al., 2016). Nous étions aussi capables de voir que 'EGCG
avait la possibilité d’inverser le phénotype adhésif de nos cellules (figure 2. 2.C). Une étude
précédente dans notre laboratoire avait confirmé que I’action du PMA en présence de 'EGCG
n’affectait pas I’adhérence des cellules mais affectait par réduction leur phénotype CD11b+ acquis
(Dao et Annabi, 2019). Ces résultats suggerent que I’EGCG pourrait freiner le pouvoir invasif dans
certains cancers par le controle de I’expression de la MMP-9 (Vézina et al., 2012). Auparavant,
I’effet inhibiteur de cette catéchine sur les niveaux d’expression des MMPs et principalement

MMP-9 a été ¢lucidé dans un certain nombre de lignées cellulaires cancéreuses (Roomi et al., 2010).
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De plus, I'EGCG a été qualifi¢ d’inhibiteur de métastases des cancers de I'hypopharynx, de la
prostate et du pancréas en régulant négativement les MMPs (Chen ef al., 2016; Lim et al., 2008;
Shankar et al., 2008). Des recherches précédentes ont pu affirmer que la majorité des effets
anticancéreux de I’EGCG sont observés dans un grand nombre de voies de signalisations
permettant de bloquer la cancérogenése, notamment en jouant un réle dans la modulation des
cascades de transduction de signaux a grande échelle de maniére mécaniste notamment JAK/STAT,

Wnt/B-caténine, TGF/SMAD, SHH/GLI, VEGF/VEGFR et NOTCH (Farooqi et al., 2020).

Dans le but de tenter I’identification du mode d’action de I’EGCG, nous avons commencé tout
d’abords par explorer les voies de signalisations activées lors de la stimulation par le PMA. D’aprées
nos résultats obtenus, nous avons remarqué que le PMA a déclenché dans les cellules différenciées
une cascade de signalisation d’ERK1/2, GSK 3 o/p, MSK1/2, RSK 1/2/3 et CREB (figure 2. 3.A
et 3.B) Dans d’autres études le PMA induisait I’activation d’ERK dans les macrophages et dans les
cellules endothéliales (Chokor et al., 2014; Verin et al., 2000). De fagon similaire, une étude
récente a rapporté des résultats avec 1I’induction que nous avons obtenue pour la voie PKC-MAPK-
CREB, sur des cellules gliales humaines (Davis et al., 2018). En ce qui concerne 1’effet de 'EGCG
sur ces voies, nous avons observé dans les cellules co-traitées que ’EGCG provoque une baisse
significative de ces phosphorylations avec une préférence et un profil d’inhibition significatif sur
la phosphorylation des voies ERK, GSK, MSK et RSK (figure 2. 2.B et 2.C). Contrairement a cela,
nous n’avons pas constaté une forte inhibition de phosphorylation CREB par ’EGCG (figure 2.
2.C). Dans les macrophages, I’EGCG ¢était capable de réduire les propriétés de prolifération et de
souches (figure 2. 4) ce qui concorde avec les observations d’une étude précédente, qui démontre
I’activité préventive, anticancéreuse de I'EGCG par son inhibition d’expression des genes
marqueurs de la souche et l'auto-renouvellement dans les cellules souches cancéreuses humaines
(CSC) (Namiki et al., 2020). De nos expérimentations nous avons €galement constaté que I’EGCG
réduit de 40 a 80 % I’induction de I’expression de la plupart des genes liés a I’'inflammation et
libérées par nos cellules, et de plus de 50% ceux de différenciation, tout en augmentant I’apoptose
(figure 2. 4.B). Nous avons pu clairement démontrer la capacit¢ de PEGCG a empécher

I'acquisition d'un phénotype immunosuppresseur et inflammatoire li¢ a 1’état de différenciation des
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cellules HL-60 par une variation de mécanismes anti-inflammatoires, d’induction d’apoptose ou
encore d’inhibition des voies de kinases. Ces résultats nous permettent de conclure que ’'EGCG
empéche les TAMs a acquérir le phénotype M1 par inhibition de sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, et bloque ainsi 1’acquisition de phénotype pro-tumoral M2 responsable de la
commodité de I’angiogenese et le remodelage tissulaire. Les résultats de notre travail correlent et
confirment les travaux antérieurs qui englobent les activités antioxydantes, anti-inflammatoires et
anticancéreuses de ’EGCG par inhibition de plusieurs événements de transduction de signaux

faisant de ’EGCG une molécule naturelle chimiopréventive (Cheng et al., 2020; Jiang et al., 2022).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La compréhension des mécanismes par lesquels les cellules immunitaires, en particulier les
macrophages, favorisent la formation des tumeurs, et le role des voies de signalisation qui
contribuent au phénotype pro-tumorigéne des macrophages pose des défis pour la recherche
clinique et fondamentale. Nos travaux de recherche ont participé a la mise en évidence d'une cible
moléculaire de certains phénotypes des cellules immunitaires qui s’avere efficace dans la
prévention des cancers. Dans notre étude, nous avons choisi le composant majeur des catéchines
du thé vert, ’EGCG comme agent nutraceutique grace a ces effets bénéfiques bien documenté¢ dans
I’inhibition de plusieurs événements dans la cancérogenese permettant sa prévention. Nos
découvertes soulevent que ’EGCG inhibe certaines caractéristiques associées a l'invasion
tumorale dans notre modéle de différenciation cellulaire HL-60. Cette inhibition est multiforme,
en raison d'un certain nombre de propriétés, telles que des propriétés anticancéreuses, anti-
inflammatoires et antiprolifératives. Nos résultats ont démontré que I’EGCG joue un role trés
important étant donné son implication dans I’inhibition d’acquisition d’un caractére invasif. De
plus, PEGCG a travers son renversement de plusieurs événements moléculaires dans les «
macrophages-like » issues de la différenciation des HL-60 par le PMA empéchera 1’acquisition
des phénotypes inflammatoires et immunosuppresseurs. De ce fait, il peut entrainer une
diminution de certains marqueurs de polarisation ou une repolarisation incomplete d’un des
phénotype M1 ou M2. Ces résultats soutiennent les diverses propriétés de I’EGCG et
I’importance cruciale de 'utilisation des composés phytochimiques dont la plus grande majorité

provient naturellement de notre alimentation afin de promouvoir l'apparition des cancers.

En perspective, et puisque la catéchine principale du thé vert, P"EGCG exerce plusieurs propriétés
chimio-préventives régulant surtout les phénotypes invasifs dans les cellules leucémiques
promy¢lomonocytaires aigues différenciées, il serait pertinent de tester d’autres catéchines portant
le groupement gallate autre que I’EGCG afin de confirmer leur implication dans 1’inhibition des
événements de transduction des signaux lors de processus de différenciation des cellules HL-60.

D’autre part, et dans le but de mieux définir la cascade de signalisation 1ié¢ au renversement du
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phénotype invasif, il serait trés intéressant d’effectuer une comparaison d’effet de 'EGCG a des
inhibiteurs pharmacologiques connues pour leur empéchement de certaines voies de signalisation
surtout celles des MAPK. Par ailleurs, et comme nous étions capables de déterminer la signature
moléculaire acquise lors de la différenciation des HL-60. Une analyse par cytométrie en flux pour
mieux définir le modéle de polarisation M1 ou M2 a qui nos cellules correspondent est nécessaire.
Finalement, de méme que plusieurs études ont mentionné que I’activation de I’EGCG requiert la
présence de son récepteur a laminine 67LR, il serait envisageable d’étudier les niveaux

d’expression du récepteur a I’EGCG lors de la différenciation cellulaire des HL-60.
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