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Résumé

RESUME DES TRAVAUX DE THESE EN FRANCAIS

L'utilisation de la technique de Fractionnement pauplage Flux Force de Sédimentation
(SdFFF) dans le domaine de l'oncologie et partizalinent de la neuro-oncologie s'inscrit dans
'étude de la dynamique de populations complexestéfmsarcome, neuroblastome) et des
phénomenes de différenciation et d’apoptose. Cpbcafions reposent sur le concept novateur de
"cellulomique” basé sur le couplage de l'efficaditétri cellulaire par SAFFF et de la caractérisati
des propriétés biologiques de sous-populationstét®h Une premiere approche de la SdFFF
concernant le suivi de phénomenes biologiques anétiéée sur les amidons. Leur dégradation
enzymatique par des amylases représente l'unelwesnportantes réactions mises en ceuvre dans
l'industrie agroalimentaire. Les travaux reéalisés kamidon de riz et de blé ont montré une
corrélation entre la cinétigue de dégradation @tolution des profils d'élution de I'amidon
(fractogrammes). La collection de fraction a égaetmpermis d’établir une corrélation entre la
variation des propriétés biophysiques des partscéleiées (taille, densité) et le mécanisme de
réactions enzymatiques. Ainsi apres cette étapealileration, la SAFFF apparait comme un outil
permettant, par le simple enregistrement des fgaatomes, le suivi de réactions biologiques telle
gue l'induction de I'apoptose des cellules cancgeeul547 (ostéosarcome humain) traitées par un
agent apoptotique d’origine végétale, la diosgénirreSAFFF a également permis l'isolement de
cellules pré-apoptotiques. Ce tri cellulaire, rap{dquelques minutes), sans marquage et de grande
sélectivité améliore ainsi la spécificité et lasbilité des tests biologiques utilisés pour I'éudes
mécanismes impliqués au cours de lI'apoptose. Alprésiivi d’événements biologiques, le tri de
sous-populations d’intérét, le troisieme point ¢ikgation de la SAFFF en oncologie a consisté a
'exploration de I'écologie de la population cellire IMR-32 (neuroblastome humain). Deux
phénotypes de cellules neuroblastiques ont étéssilont permis la compréhension de la cinétique
de différenciation et de la relation qui existererles cellules neuroblastiques immatures et les
cellules fibroblastiques différenciées au sein efteclignée. Enfin ces phénotypes isolés ont servi
de modeles d’étude pour tester les effets d’ageptptotique, la diosgénine et différenciant, la
rosiglitazone dans le but de trouver des stratégi@speutiques efficaces sur ces cancers fortement

résistants aux thérapies actuelles.

Mots clés: SdFFF, tri cellulaire, oncologie, neoreologie, monitoring, apoptose,
phénotypes, différenciation, écologie de populatiogilulaire, ostéosarcome, neuroblastome,

amidon.



Abstract

ABSTRACT

The use of the Sedimentation Field Flow Fractimma{iSdFFF) technology in the field of
oncology, and patrticularly in the neuro-oncologgiseers, is now implicated in the study of the
dynamics of complex populations (osteosarcoma,atdastoma) and differentiation or apoptosis
phenomena. These studies lie on the new concefitetitilomic” based on the hyphenation of
SdFFF cell sorting and the biological characteratof interesting sub-populations. The first
approach of SAFFF was performed with the monitodhgiological events in starch populations.
Enzymatic starch granule amylosis is one of the tmagportant reactions in food and
pharmaceutical industrial processes. Studies oraidued rice starches demonstrated a correlation
between fractogram changes and enzymatic hydrolygiese results showed the interest in
coupling SAFFF sub-population sorting with partisize measurement methods to study starch
size/density modifications associated to hydrolygiter this first step of calibration, SAFFF
proved to be a fast, practical and specific mettmochonitor biological events. This was extend to
the study of diosgenin (plant steroid) induced apsig of 1547 osteosarcoma cells. Moreover,
SdFFF was used, for the first time, to perform tbaation of pre-apoptotic cells. This pre-
apoptotic sub-population which is in an early stafjapoptosis could be used as cellular model for
the study of diosgenin induced apoptotic kinefidsis fast, tagless and very selective method also
increases specificity and sensibility of biologitasts used to study apoptotic mechanisms. After
the monitoring of biological events, the sorting spfecific sub-populations of interest, the third
SdFFF application in oncology consisted in the ytwd the ecology or the phenotypical
relationship in the complex IMR-32 cell line, usasl a model of neuroblastoma. These cell lines
have a great clinical and biological heterogeneibjch affects response to treatmant and patient
outcome. For the first time, two phenotypes of pblastic, N-type, cells have been sorted by
SdFFF, and allowed the understanding of differ¢inotiakinetics and the relationship which exists
between N-type and differentiated, S-type, celinalfy, these isolated phenotypes were used as
cellular models to test specific responses to agmpinducers, Fas ligand or diosgenin and
differentiating inducers, retinoic acid or rosigibne in order to find new effective therapeutic

strategies for these tumors actually resistanh&rmotherapies.

Keywords : SdFFF, cell sorting, oncology, neurodalogy, monitoring, apoptosis,

phenotypes, differentiation, cell line ecology,emstarcoma, neuroblastoma, starch.
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Introduction

La SAFFF fait partie intégrante des techniquesrideetiulaire utilisant le couplage Flux
Force, telles que la diélectrophorese (DEP), la HEectrique (EIFFF), la FFF magnétique
(MgFFF)... C’est une technique apparentée aux méthodematographiques, qui met en ceuvre
I'application conjointe d’'un champ externe multagitationnel et d’'un flux de phase mobile ; ce
qui permet de séparer des particules telles quecddlsles, uiquement en fonction de leurs
caractéristiques biophysiques (forme, taille, deéns). Afin de préserver la viabilité et I'intégrité
cellulaires, le mode d’élution Inertiel doit étrealdli, ce dernier évitant tout contact des parésul
éluées avec les parois du canal. Dans ce modetidiglla rétention a champ et débit constants,
dépend principalement de la taille et de la denat particules les plus grosses et de plus faible
densité étant éluées en premier. Une premiére apprméthodologique a été réalisée grace a
I'étude de I'hydrolyse des amidons de riz et de blé

La SAFFF est une méthode de tri douce, rapide,gp€ueuse, ne nécessitant pas de
marquage...mais qui doit sa faible diffusion au faite peu de machines commerciales sont
disponibles et que les laboratoires doivent asskewar propre développement technologique et
instrumental. Au sein de notre laboratoire, nousnawendu la machine compatible a la séparation
d’especes cellulaires. Au cours de ces derniene€em I'efficacité de la machine a été démontrée :
respect de la viabilité, de lintégrité et de l&r8ité cellulaires ; les résultats sont répétables
reproductibles et ce avec un rendement tout aafaieptable. La machine totalement adaptée au
monde vivant a pu alors s’ouvrir a de nouvellesesai’exploration au service de la biologie. Les
deux principaux thémes explorés se sont déclings ldg domaines :

- de la neurologie avec I'isolement de cellulescéas adultes et embryonnaires puis par
I'étude de populations complexes concernant lagieacologie ;

- de l'onco-hématologie, avec I'étude de procedsokgiques induits dans des lignées
erythroleucémiques humaines.

Ainsi, la SAFFF couvre un pannel de champs dactalant du suivi d’évenements
biologiques classiques, au décryptage de relapfibasotypiques complexes.

Ce manuscrit s’organise en 2 parties principales,premiére partie, bibliographique, dans
laquelle sont décrits :

1) les mécanismes fondamentaux de séparation pa&fFSavec une approche pratique par
I'étude de I'hydrolyse enzymatique des amidonsizletrde blé ;

2) une deuxieme partie comprenant des rappelsasaamcérologie, et notamment les
notions majeures nécessaires a la compréhensioprdesssus de cancérisation : I'apoptose, la

différenciation et la notion de cellules souchasxéacuses.
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Ces approches sont illustrées par la descriptio? m@deles d’étude : I'ostéosarcome et le
neuroblastome. Cette partie bibliographique ediucd® par une vision synthétique du role et de
I'intérét de la technique de SdFFF en matiére ideetlulaire, et notamment dans le domaine de
I'oncologie.

Les résultats de nos travaux seront ensuite expimgs la deuxieme partie, et discutés

selon une présentation des travaux publiés.
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|.FRACTIONNEMENT PAR COUPLAGE FLUX-FORCE

A. Principes généraux de la FFF.

Développée dans la fin des années 1960 par J.Cdif@&l [1-7], la technique de
fractionnement par couplage flux force ou FFF @FiElow Fractionation), est souvent présentée
comme l'une des méthodes séparatives les plusglehtes. En effet, la grande variété de champs
utilisables, de configurations instrumentales, aeles d'élution, permet d'envisager une infinité de
conditions expérimentales a mettre en ceuvre poduri,lda séparation et la caractérisation de
polymeres, de poudres, d'émulsions, de colloidesleobioparticules (macromolécules et cellules),
dont la taille varie du nanometre (nm) a 100 mictes (um) [1-7]. Paradoxalement, ce vaste
champ d'investigation conduisant a la dispersiaagmtres d'intérét, et le déficit d'instrumentatio
disponible et fiable au niveau commercial, obligekss équipes a leur propre développement
instrumental, ont longtemps contribué a ce queeaetthode reste confidentielle malgré tout son
potentiel [4, 5, 8, 9]. La FFF est une "superfagiifle techniques mettant en ceuvre un principe
commun dans un ensemble de dispositifs instrumentéifierents selon la nature des champs
appligués (Tableau 1) [3-5]. Cette méme "superfetnde trouve rattachée a celle plus vaste des
méthodes chromatographiques au travers de son méwarde séparation basé sur ['élution
différentielle des particules, et a celle des teples basées sur I'application d'un champ telles qu
l'ultracentrifugation, I'élutriation ou I'électroptese [2-5].

La FFF, et en particulier la FFF de sédimentatiam ®dFFF, partage avec la
Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) grande partie de son instrumentation
(pompes, injecteurs, détecteurs, collecteurs detidres), mais ou la CLHP met en ceuvre une
colonne remplie de phase stationnaire, la FFFsatilin canal parallélépipédique ne contenant aucun
remplissage ou phase stationnaire (Fig. 1).

La forme et la géométrie du canal sont des élémessentiels aux performances de
l'appareillage, car ils déterminent le profil d'é@lmment de la phase mobile et la direction dans
laquelle sera appliqué le champ externe [2-5]. €esaux parallélépipédiques possedent comme
principale caractéristique d'étre de grande long{es 50-90 cm, Fig. 2) en comparaison de leur
largeur (b = 1-2 cm, Fig. 2) et de leur épaisseur=( 80-250 um, Fig. 2). Les extrémités
triangulaires permettent une transition non tunm@edu flux d'entrée et de sortie au flux laminaire

se produisant dans le canal (Figs. 1 et 2).
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- Profil parabolique
Injection de vitesse Détection
oy = =
Pompe (I Pha,s,_a Collection
mobile

Figure 1 : schéma général d'un appareillage de FFF.

Champ

externe Profil parabolique

Paroi de déplétion de vitesse

r Y [}’
W I’
L J

1 Paroi d'accumulation

Arrivée de la phase mobile
et des échantillons

Figure 2 : schéma d'un canal de FFF. w : épaisseur / b : largeur.

A lintérieur du canal, I'écoulement laminaire coida I'établissement d'un profil de
vitesse parabolique : vitesse quasiment nulle atacodes parois (forces de friction) ; pour dereni
maximale au centre du canal [2-5] (Figs. 1 et 2).

Ce profil parabolique s'applique sur toute la laawgudu canal, mais aussi sur sa largeur, a
I'exception des bords de la section ou des petiorizavont exister, celles-ci sont négligeableg si
rapport b / w= 107 [3, 10]. En pratique, le canal est obtenu par uéeodpe rigoureuse du
parallélépipéde dans une feuille de Mylar® domgdléseur définira celle du canal. Cette feuille est
ensuite sertie de maniére étanche entre deux gaguieconstituent les deux parois principales du

canal : paroi d'accumulation et paroi de déplétiag. 2).
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Ainsi, le choix des matériaux pour ces parois eshqrdial, car ce sont elles qui offrent le
maximum de surface de contact avec la phase mebiles espéces a séparer [11]. Les parois
doivent transmettre le champ de facon intégralematogene, tout en offrant une interaction limitée
ou nulle avec les espéces séparees [2, 3, 6].

Si des particules en mélange sont introduites tlagsnal par l'intermédiaire du flux de
phase mobile, comment se produit leur séparatiGfe$t a ce niveau qu'intervient le second terme
du couple Flux-Force, par la mise en ceuvre d'umphaxterne appliqué perpendiculairement a la
grande surface du canal (Fig. 2), la paroi d'acdatiom étant opposée a celle ou s'exerce le champ
(paroi de déplétion). On fait I'nypothése asseiglogy que sous l'effet du champ les particules se
positionnent a des hauteurs différentes dans $épai du canal, et progressent dans le canal a la
vitesse moyenne de la ligne de flux dans laquélés ese trouvent. Ainsi, selon la susceptibilité
particuliere de chaque particule au champ, dedcps différentes seront confinées dans des
lignes de vitesse différentes, et seront éluéessavidesses différentes, induisant une différerece d
temps de rétention (tFig. 3). C'est le champ externe qui produit Fédence de vitesse nécessaire

a l'origine de la séparation des particules (Fi¢233, 6].

L = f (taille, densite, forme}

L, Paroi d'accumulation

Figure 3 : principe général de séparation par FFF. L : hauteur d'équilibre de la particule

dans I'épaisseur du canal / V : vitesse linéaire de la particule.



Partie bibliographique

Ce principe, relativement simple, est un élémentroan a I'ensemble des techniques de
FFF. La variété des champs applicables est diregtem|'origine de la diversité des sous familles

de FFF comme le montre le tableau 1 [2-6] :

Champ Technique

Gravité terrestre FFF gravitationnelle : GFFF

Champ multigravitationnel FFF multigravitationnelle ou de sédimentation : SdFFF
Thermique (gradient) FFF thermique : ThFFF

Gradient hydrodynamique FFF hydrodynamique : FIFKE

Elecingue FFF ¢lecinque : EIFFF

Magnétique FFF magnétique : MgFFF

Acoustique FFF acoustique : AcFFF

Tableau 1 : récapitulatif des principaux champs emnsceuvre en FFF.

La diversité des champs applicables est en pastigotable de la polyvalence de la FFF.
Dans la plupart des cas, il est possible d'ajustercontroler ou de programmer l'intensité du
champ. Le champ doit [2-6] :

- étre suffisamment intense pour forcer le déplasendes particules dans une région la
plus fine possible dans I'épaisseur du canal,

- permettre une sélectivité suffisante pour uneasdn la plus efficace possible des
différentes sous-populations,

- étre facile de mise en ceuvre pour la constructnle développement d'une

instrumentation d'acces aiseé.
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B. Les modes d’élution.

Le principe général de la FFF, tel que nous vewleng décrire, montre le confinement des
especes a des hauteurs différentes permettantllgion a des vitesses différentes. Idéalement, les
zones de confinement doivent étre réduites a geslguicrométres ou moins, mais de nombreux
facteurs conduisent a leur élargissement [12, I3gxiste, en effet, différents processus de
distribution des particules dans la hauteur du lcanborigine des différents modes d'élution. Ces
modes d'élution pouvant étre mis en ceuvre avedifi&ents champs précédemment décrits, cela
accroit encore la polyvalence de la technique de[EF].

Selon le schéma classique d'un appareillage dg([HEF2), l'introduction de I'échantillon
se fait au niveau de la paroi de déplétion. Sediet'du champ, les particules traversent le canal
direction de la paroi d'accumulation. Généralemienfiux de phase mobile est stoppé pendant une

période nommeée temps de relaxationvpir équation 1).

:@(E_/H. 11 )
D 2

et -1 @)

r

T est d'autant plus grand que D (coefficient deuditin moléculaire) est faiblel :ﬁ,
W

avec / : distance centre de gravité du nuage de particpégoi d'accumulation et w : épaisseur du
canal.

Apres un certain temps, on observe un arrét dddeation des particules, car a I'approche
de la paroi d'accumulation, les particules sontreses a des forces ou des processus de transport
s'exercant de maniére a contrebalancer I'effehdmp (force d'opposition). Ainsi la balance champ
externe / forces d'opposition (diffusion pour lestigules submicroniques, forces d'inertie pour les
particules microniques) conduit a I'établisseménh cequilibre de distribution, définissant pour
chaque particule une position d'équilibre dansal&geur du canal, position a laquelle elle seréelu
a la vitesse de la ligne de flux correspondantg. (B) [2-6]. Les particules n'étant pas sensibles a
champ appliqué auront une vitesse de progressiale égcelle de la phase mobile dans le systeme
et pourront étre utilisées pour la mesure du tempd t et du volume mort Yy du systeme. En
pratique, le rapporpt t définit le facteur de rétention nommé R oudRL4].

La nature des forces d'opposition est un élémeaft dg la FFF car elle détermine la
distribution des particules, leur mode d'élutiaurlordre d'élution, la sélectivité et la résolatae
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la méthode [2-6]. Ces forces dépendent prioritagr@ndes propriétés physiques des particules
séparées : taille, densité, forme ou diffusion mwaligire (Fig. 3) [2-6].

1. Mode normal ou mode brownien.

C'est le mode d'élution des particules submicrasd« 1um : macromolécules, colloides,
organites cellulaires...). D'un point de vu histogqu est le premier mode mis en ceuvre et reste
encore parmi les plus employés [2-6, 15]. Soufiuemce du champ, les particules sont confinées
au voisinage de la paroi d'accumulation, ou setamhe augmentation de leur concentration. Un
processus de diffusion s'oppose au champ et ladmlde ces forces permet la formation d'un nuage
de particules ayant une distribution exponentigéies I'épaisseur du canal (Fig. 4).

Ceci crée un gradient de concentration décritgmeéfuations suivantes [15] :

—qUx
— D

-xF
— KT

ou Cx : concentration de la particule a une pasittodans le canal (x w), G :
concentration a la paroi d'accumulation, Ux : \gtegransverse, D : coefficient de diffusion
moléculaire, F : force du champ, k : constante dézBran, T : température absolue en degré
Kelvin.

" a.—k)

Figure 4 : mécanisme général du mode d'élution normal ou brownien.

10
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2. Mode Sterique-Inertiel, mode par focalisation.

Si I'on considere a présent des particules dordtidenétre est supérieur au micron, le
coefficient de diffusion moléculaire est alors ngghble. En absence de flux, les particules sont
conduites au contact proche de la paroi d'accumul§?-6, 15, 16].

Ainsi, les particules ayant des propriétés de diffn difféerentes (coefficient de diffusion
moléculaire différent) présentent des distributioditférentes, d'épaisseurs différentes. Plus
I'épaisseur du nuage de particules est importdns, |p centre de gravité est élevé, et plus elles
seront éluées rapidement (Fig. 4). Les particubssplus petites ont un coefficient de diffusion
moléculaire supérieur et sont €luées avant lescpbas de plus fort diametre. C'est I'ordre d'éluiti
du mode normal (Fig. 4) [2-6, 15].

2.1. Mode Inertiel.

La mise en mouvement des particules dans le flushdse mobile conduit a la génération
de forces hydrodynamiques de deux types : forcesti@éles et forces ascensionnelles qui
s'opposent au champ externe. Les particules sord fdcalisées dans de fines couches situées au
dessus de la paroi d'accumulation. Ces monocowsdrest éluées a la vitesse de la ligne de flux
passant par leur centre de gravité (Fig 5) [2-4,17425].

Les forces hydrodynamiques sont décrites par leaté&ms suivantes [14, 26] :

a’nSo
F=F+F,=C
L I asc ) 4)
2 _4
a’nev Vyap (x
ou I:|_ = C% et I:Lasc = 135”% g(V_Vj (5,6)

ou F_: forces hydrodynamiques; Horces inertielles, ks : forces ascensionnelles, C :
coefficient adimensionnel dépendant du flux de phasbile € 7.10%), a : diamétre des particules,
n : viscosité, So : coefficient de Sordt, distance entre le centre de gravité de la mando® et la
paroi d'accumulation, <V> : vitesse moyenne dehlase mobile, w : épaisseur du capaldensité

de la phase mobile, x : distance paroi d'accunasidtcentre de gravité de la particule.

11
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A
GG D) :
Ligne de flux (g Ay,
] v
higs '
Parai d"accumulation Forces hydrodynamiques

A densité égale diamétre 1 > Diamétre 2 alors L, >L, =V, >V, ‘ Force du champ

Figure 5 : mécanisme général du mode Inertiel. L : hauteur d'équilibre de la particule dans

I'épaisseur du canal / V : vitesse linéaire de datjgule.

A densité égale, les particules les plus grandeergét le plus de forces hydrodynamiques
et sont situées plus haut dans le canal et selogeavant les particules de plus faible diametre
(Fig. 5) [2-4, 14, 17-25].

En SAFFF, la force de gravité s'exercant sur un&pke est de la forme [15] :

F = m(—Lmo) g2 (27, 28]7)
part

ou, m : masse de la particufe; densité de phase mobile et de la partiowle fréquence
de rotation angulaire, r : rayon du rotor.

A taille égale, les particules les plus denses plus#t sensibles au champ de gravité et sont
éluées en dernier. Dans une population de fortgdsgersité en taille et densité, les particulas le
plus grandes et les moins denses seront éluéeseariep, alors que les plus petites et les plus
denses le seront en dernier [2-4, 14, 17-25].

L'intérét de ce mode d'élution est évident podutién des cellules dont on connait la
fragilité et la capacité d'interaction ou d'adhasiola surface du canal. Ces interactions conduisen
a des effets néfastes en terme d'induction dereifégation ou de mort cellulaire par apoptose.
Dans une stratégie de séparation cellulaire ouadticples microniques, du fait de l'importante

sélectivité de ce mode en fonction de la tail® & de la densité; et du faible risque d'intecacti
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particules-paroi qu'il offre, le mode Inertiel est modéle de choix, dont on doit assurer la mise en
ceuvre [8, 11].

2.2. Mode Stérique

Il est considéré comme étant un cas limite du modgiel [2-4, 14, 17-25]. Il est mis en
ceuvre lorsque les forces hydrodynamiques sontrtagecontre balancées par la force exercée par
le champ externe (fort champ et / ou faible dékitpthase mobile) (Fig. 6). Les particules sont
focalisées dans une zone située au proche ourtsélsgocontact de la paroi d'accumulation (Fig. 6).
Dans ces conditions, ou les particules sembleréraur la paroi d'accumulation, les plus grandes
particules ont leur centre de gravité situé plust lians I'épaisseur du canal (ligne de vitesse plus

rapide) et seront éluées avant les plus petitespepour le mode Inertiel [2-4, 14, 17-25] (Fig. 6)

Paroi d’accumulation

Diametre 1 > Diamétre 2 alors §, >3, =V, >V,

Figure 6 : mécanisme général du mode Stérique.

Les conséquences du mode Stérique sont tres impestd_'élution au proche contact de
la paroi d'accumulation conduit a l'activation dedifférentiation ou de la mort cellulaire, et a
I'empoisonnement progressif du canal. Ceci se itradlierme, en plus des inconvénients sur
I'intégralité fonctionnelle cellulaire, par une &= de la répétabilité, de la reproductibilité et d

rendement [8, 11]. Ce mode d'élution conduit de,phuune perte de sélectivité selon la densité.
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C. Facteur de rétention.

L'une des grandeurs fondamentales de premier ireéréhromatographie ou en FFF reste
le moment d'ordre 1 ou la médiane du pic [14, R6fsque le pic est parfaitement gaussien, cette
valeur est confondue avec le temps de rétentiommes) sommet du pic, condition plutdt rare en

FFF lors de l'analyse de populations polydispersedacteur de rétention est donné par I'équation

suivante :
M,
t, _ (v)mob
En pratique,Robs - = <v> art [10] [14, 26], ou Rys est la valeur pratique du facteur
‘ Y

de rétention,gt: temps mort, t: temps de rétention des particules, s34 vitesse moyenne linéaire
de la phase mobile et <ys : vitesse moyenne linéaire du nuage de particules.

Pour le mode normal [12, 15] :

R= GA[coth(%A) —2/1] (9)
ou A :ﬁ, avec/ distance centre de gravité du nuage de particpdedi d'accumulation
W

et w : épaisseur du canal.

Pour le mode Stérique-Inertiel [16] :
_ 2 _ d-2a)/ _2)
Rcorr=6(a—-a“) +6A(1 Za)[coth A 1 - 2a) (10)

oua =a/wavec a : rayon de la particule.

On peut également écrire [16] :

Recorr=6y(a-a®)+6A(1- 2a)[coth(1_ Za%/] - 2%1_ 20,)} (11)

ou y est un facteur de correction stérique, prenantcempte I'effet des forces

hydrodynamiques. Une écriture simplifiée peut doBnée sa>>A : [16]
R =6y +64 [16], et la si particule >> 1 um aloR= 6y = 6yi (12)
W

dans le cadre du mode Stériqye,est pas pris en compte.
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L'ensemble de ces égalités montre que la FFF paté@teblir facilement les équations de
transport des analytes ou du profil de concentmatiu fait de I'utilisation de canaux ouverts, non
remplis, de géométrie simple conduisant a I'étabiieent d'un écoulement laminaire a profil
parabolique, il est aisé de traduire les granddargétention en parametres physico-chimiques tels
que : taille, densité, coefficient de diffusion iallaire ou thermique, conduction électrique, ferce
hydrodynamiques. Dans des conditions d'élution gitarhent calibrées, pour des populations
relativement monodisperses, la FFF est un outihdsure de ces dimensions, ceci étant beaucoup
plus difficile pour des populations polydispersesi| 14, 19, 21].

D'un point de vue pratique, il faut connaitre Igpa#dance de Jgs aux variations de
conditions opératoires. En mode normalysRst directement dépendant de la taille des péaticu
(coefficient de diffusion D, Eq. 1) et du champ lagpeé. Plus le champ augmente, plugsR
diminue pour des particules de taille égalgsReste indépendant du flux de phase mobile.

En mode Inertiel au contraire, sigrest dépendant du champ, de la taille et de laitdens
des particules, il sera également dépendant du diexla phase mobile (création des forces
hydrodynamiques). Ainsi, a champ constant, si lgitd#e phase mobile augmente,faugmente.

A débit constant, si le champ augmentgsRiminue [2-4, 14, 17-25].

Pour le mode Stérique,qRR devient totalement indépendant du champ et dut digbia
phase mobile. Les particules étant éluées au dodeata paroi, Bs ne dépend plus que de leur
diameétre [2-4, 14, 17-25].

En pratique, nous vérifierons la dépendance gleaRx variations du champ et du débit de
phase mobile. Pour chaque nouvelle analyse de gtpulpolydisperse, nous ferons une étude
systématique de la variation dgyRdu pic d'intérét dans des conditions variablesttlmp et de
deébit (Fig. 7). Nous pourrons alors déterminerciesditions idéales d'élution en mode Inertiel, tout
en permettant une résolution avec le pic de volomé et une largeur de pic suffisante pour une
séparation optimale des sous-populations d'intérét.

Dans I'exemple de la figure 7, les conditions optém retenues ont été : champ : 10 g et
débit de phase mobile : 0,8 mL / min; soient delewra médianes qui assurent [|'élution des

particules en mode Inertiel.
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IMR-3%: 7g/ 10p [ 13g 4 1.2 mLimin

0l 5
009 -
008 4

07 4 |
00 | /
005

0 \
00 -

il \\wf\\ia/\_

Absorbance unit

=]

001

S

0 1 2 3 4 5
retention time (min)

"‘“«:;ﬁ{bf

1 8

Absorbance unit

TMR32: 0,6/0,8/ 1l 12 mL/min & 10g;

retention time (min)

Figure 7 : variation de Ry,s du pic de cellules (lignée IMR-32) en fonction du champ et du
débit.

Un autre type d'équation peut étre utilisé powéldfication du mode Inertiel [20] :

S
Robs = GW

(13)

ou s : distance centre de la zone de focalisatsrpdrticules / paroi d'accumulation, ce qui

correspond a I'élévation moyenne des particules thmauteur du canal. A partir dgyRil est

facile d'estimer la valeur de s. Selon la desaiptiu mode Inertiel, les particules sont éluées au

dessus de la paroi d'accumulation. Ainsi si I'onnadt la valeur du diamétre des particules éluées a

cette valeur de s et si s > rayon particules, alors le mode Inkets¢ mis en ceuvre (Fig. 8).

C’est ce que nous avons verifié pour 'exemple @déat des cellules IMR-32 triées a un

débitde 0,8 mL/ mineta10g:

R, =0-15/446-0336

t

T

a=53um

S ~

R

obs

w

s > a Mode Inertiel

= 0336 x 175/6= 9,8 um

Figure 8 : vérification de la mise en cauvre du mode Inertiel. Elution d’ une population

cellulaire polydisperse, |a lignée neuroblastique IMR-32.

Enfin, dans le cadre de I'application du mode iekrmin autre parametre peut étre étudié :

la sélectivité Sd, ou la capacité a séparer demposants d'un mélange. Elle peut étre définie en
fonction de la taille [2, 15, 29, 30] :
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dlog(tr)
dlog(d)

(14)

Sd, par la valeur dg €st directement dépendante dgsRlea etA, donc de la nature de la
force mise en jeu. Pour la SAFFF, Sd est en theor#n de 3, ce qui est remarquable. Sd est alors
la pente de la droite log(tr) = f(log(d)). En pcpte, les valeurs de cette pente en mode Stérique-
Inertiel sont inférieures a 1. Aprés calibrationl@eaille des particules éluées, il est facilardeer
cette droite pour avoir une preuve supplémentairkedr élution en mode Inertiel.

Cependant, il faut, compte tenu de I'extréme dgperde taille d'une population cellulaire,
recueillir un nombre élevé de fractions pour trameec précision cette droite. D'autre part, il faut
disposer de standards calibrés en taille et enitdeqsi seraient équivalent a notre population
polydisperse, ce qui pour linstant n'est pas enchsponible. C'est pourquoi nous mettons en
ceuvre une meéthode empirique nous permettant delealme valeur expérimentale de Sd sxad
Cette valeur nous permet de déterminer l'influegicBévolution de la balance taille / densité sur
I'élution cellulaire, en fonction de l'induction gaénomeénes biologiques tels que la différentiation
ou l'apoptose [31, 32].

Pour cela nous tracons la droite définie par I'qoauivante [29, 32, 33] :

logtr = - . logd + logtr: (15)

ou %, la pente de la droite, représente le coeffictEntélectivité en taille apparentje
temps de rétentiom, le diametre des cellules gt une constante, égale au temps de rétention d'une
particule de 1 um. Dans le cas de population hommegé densité, il est démontré que la courbe de
sélectivité est une droite [29]. En l'absence dibredion, nous calculons une valeur expérimentale
de la sélectivitt nommé8dys [32-34]. Apres collection des fractions, le diametre moyes
particules éluées est mesuré (Coulter Counterdr@gtre en Flux), le temps de rétention est donné
par le temps moyen d'élution de la fraction. Nob&oons ainsi des droites de pentes négatives
(Fig. 9).

Cela nous a été permis, avec la lignée d'ostéasarbomain 1547 notamment, de pouvoir
comparer l'efficacité de séparation de canaux bépars differentes (175 um et 125 um) et

I'impact sur la variation de densité de l'inductinmort cellulaire par apoptose [32].
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Figure 9 : vérification de la mise en cauvre du mode Inertiel lors del’ élution d’une
population cellulaire polydisperse (lignée 1547). Courbe de sélectivité: logtR=-Sd . log d + log
tR1. En bleu : cellulestémoins, en rouge : cellules 6h en présence de diosgenine 40 uM. Conditions
d'éution : canal 125 um d'épaisseur; débit : 0.50 mL / min; champ : 40.00 + 0.03 g. collection de 5
fractions de 30" chacune, a partir de 3'00" jusqu'a 5'30".

La compréhension des mécanismes du mode d’élutibyperlayer » a pu se faire grace a
une application pratique sur les amidons. La SdlFpu étre utilisée afin de suivre et de
caractériser un événement biologique (monitoring)dégradation enzymatique des amidons 1) de
riz et 2) de blé. Ces études ont permis de mettrexergue I'importance de la balance taille /
densité impliquée dans I'élution de ces particuledfin, la collection de fractions et I'étude des
différentes populations de granules collectées ramispermis de comprendre les modifications
biophysiques qui surviennent lors de leur hydralyse

La SAdFFF est devenue depuis quelgues années unpetirmant pour le suivi de

processus biologiques tels que I'apoptose ou faréificiation cellulaire, ainsi que pour l'isolement

de sous-populations d’intérét d'origine cancéreuse.
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. CANCER.

A. Généralités

L'individu est constitué d'unités cellulaires mafagiquement individualisées, mais
intégrées dans un ensemble pluricellulaire dynaeniqul'organisme. Ce dernier, résultat de
'agencement de cellules en tissus, de tissus ganes et d'organes en systémes, présente de
nombreuses interactions avec son environnement [[Bpanisme est un systeme ouvert qui réagit
via des systemes complexes mais coordonnés, afia dwintenir dans un état stationnaire normal.

Ce maintien de I'état normal, optimal pour la vie ltbrganisme [35], porte le nom
d'’homéostasiesfasis: état, positionhomios: égal, semblable a). Le cancer est une maladie du
fonctionnement méme de nos cellules qui, progressant, perdent le contréle de leur
prolifération, deviennent immortelles et se dévpkat de maniére anarchigue dans I'organisme.

La vitesse de prolifération d'une population delute$s résulte d'un équilibre entre
plusieurs phénomenes : division cellulaire (mitpsiférenciation et mort cellulaire programmée
(apoptose). Le contrdle de cet équilibre est forefgtal au cours de processus physiologiques
normaux, tels que le développement embryonnaireedénération des tissus et le vieillissement
[36]. Une altération de cet équilibre peut conduéirdes situations pathologiqgues majeures comme
la formation de tumeurs ou l'apparition de certainealadies neurodégénératives [37]. Alors que
I'inhibition de I'apoptose va laisser proliférersdeellules néfastes et contribuer a la formation de
cancer ; une stimulation de I'apoptose peut cordiorganisme a se retourner contre lui-méme. Le
SIDA, par exemple, provoque une apoptose accruelyieghocytes T4, diminue les défenses
immunitaires de I'organisme [38] et prépare undi@rfavorable aux maladies opportunistes. Les
maladies neurodégénératives et les maladies autHiras sont elles aussi dues a une augmentation
de la mort de cellules spécialisées.

La régulation de l'apoptose est assurée par unmdmsede génes, notamment ceux
contrblant le cycle cellulaire, tels que les oncmg et les genes suppresseurs de tumeurs [39].
Certains de ces génes sont fréequemment mutés darsmbreux types de tumeurs

La différenciation et l'apoptose sont des procegsugsiologiques fondamentaux qui
jouent un role clé dans le développement et le tiemimle 'hnoméostasie de l'organisme :

- La différenciation est un processus moléculairepgrmet a une cellule pluripotente ou
indifféerenciée d'exprimer des protéines spécifiquetsdacquérir des fonctions déterminées,

nécessaires au bon fonctionnement du tissu, dmtieret de I'organisme entier [40].
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- L'apoptose est la mort cellulaire physiologiquegpammeée qui permet d'éliminer des
cellules superflues, indésirables ou défectueudesrocessus joue un role lors du développement,
de I'organogenese et de la défense de I'organienieedes attaques virales et bactériennes eteontr
I'invasion tumorale [39].

Il est intéressant de noter que de nombreuses \a@iggrs récentes montrent I'existence
d'étroites connexions entre les processus de diftéation et d'apoptose, notamment dans les
kératinocytes [41] et les cellules hématopoiétiqde3. Par ailleurs, il est maintenant clairement
établi qu'il existe des altérations des processudifférenciation et d'apoptose dans de nombreuses
pathologies et en particulier dans le cancer [BW]effet, les cellules cancéreuses perdent souvent
certains parameétres de différenciation pour pouamiquérir une capacité de croissance et de
migration incontrolées. Enfin, l'altération des gessus apoptotiques est a l'origine de la résistanc
des cellules tumorales aux radio- et chimio-th@spet a leur élimination par le systéeme
immunitaire.

La notion de cancer s’apparente a celles d’apoptbsge différenciation ainsi qu’'a la
notion de cellules souches cancéreuses. Il est goincordial de connaitre les mécanismes
impliqués dans ces processus pour aborder le dastaine de I'oncologie et pour apréhender les
études menées sur les lignées cellulaires cane&reda déréglement pathologique de I'apoptose et
de la différenciation est souvent a I'origine descgssus de cancérisation. L’évolution des cancers
dépend essentiellement de leur réponse aux auxiccheh radio-thérapies et de I'apparition de
meétastases, ce qui semble corréler a la théoriealkedes souches tumorales. En effet, ces cellules
ont des caractéristiques leur permettant d’échapprrdrogues anti-cancéreuses et il semblerait
gue seules ces cellules peuvent reformer une tuf@aéu2s].

B. apoptose.

Pour les études menées sur les lignées cancéreusen)s faut introduire la notion
d’apoptose et notamment son importance lors desepsois de cancérisation. Nous allons détailler
en particulier le récepteur de mort Fas, fortenrapliqgué dans l'apoptose et qui joue également un

réle important dans le systeme nerveux central (SNC

1. Historigue et définition.

Le terme apoptose ou mort cellulaire programmeéte anéoduit en 1972 pour définir une
forme de mort cellulaire morphologiquement, biodlguement et moléculairement différente de la

nécrose, seule forme de mort cellulaire connueljasays [43]. "Apoptose» est un nom qui signifie
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" chute » en grec ancien et qui évoque la chutdaleles caduques en automne. L'apoptose est un
processus actif et physiologique de mort cellujairilisé pour éliminer les cellules en exces,
endommagées ou infectées, potentiellement danger@asir 'organisme.

Le programme de mort cellulaire, qui est alorsvécpiar la cellule elle-méme, joue un réle
primordial dans le maintien de I'homéostasie degbmisme. L'exécution de ce programme fait
appel a de nombreux facteurs moléculaires qui véguler I'apoptose tout au long de son
déroulement. Ils ont été identifiés a partir dasaux de Horvitz et al. [44] sur le développemant d
nématodeCaenorhabditis eleganau cours duquel une partie des cellules meurapaptose. Ces
facteurs moléculaires sont responsables de I'apmaride phénotypes morphologiques et
biochimiques nouveaux qui sont caractéristiquesetlales en apoptose.

Des dérégulations du programme apoptotique sonerdgat a I'origine de perturbations

dans le développement de I'organisme et peuveadtorigine de nombreuses pathologies graves.

2. Role physiologique.

Au cours de I'embryogenese, de nombreuses strigctoiees en place initialement pendant
le développement embryonnaire sont ensuite desrpae apoptose. C'est le cas du canal de Muller
détruit chez I'homme, du canal de Wolff détruit zh@ femme ainsi que les tubules pronéphriques
utilisés par les amphibiens et les poissons madisiitiechez les mammiféres. L'apoptose intervient
egalement dans la morphogenése des doigts oullg@esele I'espace interdigital (doigts des mains
et des pieds palmés) disparaissent par apoptoke [45

La mise en place des systemes nerveux et immunifair aussi appel a I'apoptose, en
permettant l'apport du nombre physiologique de utadl souches nécessaires. Pendant le
développement embryonnaire, les neurones sont@erérexces et les cellules surnuméraires vont
ensuite mourir par apoptose permettant un équildmiee les neurones et les cellules cibles des
neurones [46]. Seuls vont survivre les neuronessguionnecteront correctement a leur cible, les

autres mourront par apoptose.

3. Caractéristiques des cellules apoptotiques.

Lors de I'apoptose, une série d’évenements moliéeslat biochimiques conduit a des
altérations morphologiques caractéristiques dedules| (Figs. 10 et 11), permettant leur
identification.

Un des premiers phénomenes observables est lati@duwdu volume cellulaire par
déshydratation des cellules : perte de l'eau iethal@ire qui conduit a la condensation du

21



Partie bibliographique

cytoplasme. Malgré la rétractation cellulaire pesgive, les organites intracellulaires restentista
(Fig. 10) et gardent leur aspect normal jusquidHase terminale de I'apoptose [47].

Le noyau présente lui aussi des modifications :aesiste a une condensation de la
chromatine qui débute a la périphérie de la mengbrautléaire. Puis, cette enveloppe nucléaire se
désintegre et la chromatine se fragmente en peatitesses distinctes. Le bourgeonnement de la
membrane plasmigue conduit a la formation de capmptotiques (Fig. 10), évitant au contenu
cellulaire de se répandre dans I'espace intere@lu[48]. Les corps apoptotiques sont rapidement
phagocytésin vivo, par les cellules voisines ou les macrophagess gaovoquer de réaction
inflammatoire dans les tissus [48].

Parallelement a ces modifications morphologiquesyvisnnent des altérations
biochimiques spécifiques au cours de Il'apoptosee UWies modifications majeures est la
fragmentation de ’ADN survenant lors de la condeios de la chromatine sur les histones formant
les nucléosomes. Cette fragmentation résulte @évaion d’'une endonucléase qui coupe ’ADN
entre les nucléosomes et conduit a I'apparitiorfrdgments d'’ADN de taille équivalente a des
multiples de 180 paires de bases (Fig. 11) [48].

Sur le plan biochimique, I'apoptose est aussi ¢arsee par la perte de 'asymétrie des
phospholipides de la membrane plasmique. Les platisigtsérines normalement présentes au sein
du feuillet interne de la bicouche lipidique mermaiae vont étre externalisées a la surface des
cellules. Les cellules apoptotiques ainsi modifi&esit alors reconnues comme cibles par les
macrophages et phagocytées [49]. De plus, lorsap@pgtose, certaines protéines telle que les
lamines sont clivées, entrainant une altératiomydasquelette et conduit a la formation de corps

apoptotiques.
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Figure 10 : description schématique et microscopique des modifications mor phol ogiques
intra-cellulaires qui surviennent au cours de I’ apoptose. De la cellule viable (gauche) a la

formation des corps apoptotiques (droite).
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Figure 11 : détection de la condensation de I’ ADN par DAPI (A) et de sa fragmentation
par éectrophoreése sur gel d'agarose (B).
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4. Les voies d’induction de I'apoptose.

L’apoptose peut classiguement étre divisée en JFgzha une phase d’induction ou
d’initiation, une phase d’exécution et une phasédgradation. La phase d'initiation de I'apoptose
est un phénomeéne réversible au cours duquel lalsapoptotique (intra- ou extra-cellulaire) est
transmis a des protéines initiatrices, les caspagsesies molécules adaptatrices [50]. Les caspases
sont des enzymes qui posseédent un résidu cystaime ldurs sites actifs et clivent laurs substrats
aprés un résidu aspartate, ce qui leur a valu fie d® caspases (Cystéyl ASPartylprotéASES). Ces
protéases interviennent dans I'exécution de I'apepet conduiront a la dégradation de la cellule.

Il existe 2 voies principales d’'induction de I'apoge :

- la voie des récepteurs de mort (ou voie extrinegq

- la voie mitochondriale (ou voie intrinseque).

L’activation de la voie extrinséque de I'apoptosdat en réponse a la fixation de ligands
spécifiques de type cytokines sur des récepteussidace appelés récepteur de mort (Fig. 12). Ces
récepteurs appartiennent a la superfamille degptéaes au " Tumor Necrosis Factor » (TNFR) et
incluent des récepteurs tels que le récepteur EBs 95/APO-1) [51]. Au sein de notre équipe
d’accueil, (EA 3842, homéostasie cellulaire et phltbies), le récepteur Fas a été tres étudié
puisqu’impliqué dans de nombreux processus de raurologie [52-55].
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Figure 12 : voies d'induction de |'apoptose par les récepteurs de mort [50] .

4.1. Généralité sur le récepteur Fas.

Le récepteur Fas est une protéine classée dansiperfamille des récepteurs au
TNF / NGF, " Nerve Growth Factor » (NGF) qui comjeot tous, dans leur partie extracellulaire,
plusieurs domaines riches en cystéines ou " Cy®&h Domain » (CRD) (de 2 a 5 domaines)
(Fig. 13). Parmi ces récepteurs, le récepteur Féie dargement étudié et décrit. Ce récepteur de
mort présente un " Death Domain » (DD) ou domaiaenrt intracellulaire, dont la présence est
indispensable lors de l'induction du signal profaptique. Ainsi, il induit la mort cellulaire,
notamment lors de I'élimination de cellules surnuairés ou potentiellement dangereuses (délétion
des clones lymphocytaires auto-réactifs lors de lyimphogenese, éradication de cellules
cancéreuses). Il a récemment été montré que lptetoe-as possede également des propriétés non
apoptotiques, lui procurant donc une dualité famsielle. Fas est non seulement impliqué dans la
prolifération, la différenciation cellulaire et teeuritogenése mais il pourrait également facilier

progression des tumeurs et I'angiogenese [56].
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Figure 13 : composition du récepteur Fas. (d'apres Lambert et al. 2003 [57]). CRD :
domaine riche en cystéine ; PLAD : domaine de pré-association ; LBD : domaine de liaison du

ligand ; TM : domaine transmembranaire ; DD : domaine de mort.

4.1.1.Structure de la protéine Fas.

Fas est une protéine composeée de 335 acides argiméenction des études publiées, le
poids moléculaire de ce récepteur varie de 45 RE2[58], cette variation étant trés certainement
lite a I'existence de formes différemment glycosglélu récepteur [59]. D’autre part, des études
ont mis en évidence qu’un épissage alternatif dastrit de Fas entraine I'excision des régions
codant le domaine transmembranaire, ce qui pemnetdduction de formes solubles du récepteur

contribuant a la régulation de I'apoptose induée pas Ligand ou Fas L [60].

a) Partie extracellulaire.

Les 156 premiers acides aminés de I'extrémité Miteale de Fas correspondent a la
partie extracellulaire du récepteur (Fig. 13).dtnt organisés de sorte a former 3 CRD : acides
aminés 28 a 65 pour le CRD1, 65 a 112 pour le CBDPRL2 a 149 pour le CRD3. Des études de
mutagenese permettant de tronquer différents peptithns la partie extracellulaire ont permis
d’identifier la zone de fixation du ligand de F&ette zone correspond aux domaines CRD2 et
CRD3, les plus proches de la région transmembmamirrécepteur et est appelée réegion "ligand
binding domain” (LBD) ou domaines de liaison dwahg. Le domaine CRD1 a quant a lui été plus

récemment décrit comme une zone permettant I'olégg@ation du récepteur, indispensable a la
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transduction du signal apoptotique de Fas [60].teCailigomérisation, qui sS’est révélée
indépendante du ligand, est réalisée grace auxciélesaaminés N-terminaux de la protéine qui

forment un domaine d’auto-association ou PLAD (*ligand association domain”) [61] (Fig. 13).

b) Partie intracellulaire

L’étude de la séquence en acides aminés de la pattacellulaire du récepteur Fas n'a
mis en évidence aucune séquence consensus comaspanune quelconque activité enzymatique
[62]. En revanche, les 15 derniers acides aminéa gartie C-terminale de Fas déterminent une
zone d’interaction avec la protéine tyrosine phasgde : Fas-associated phosphatase-1 (FAP-1);
(Fig. 13) dont le rdle est de réguler négativemapbptose médiée par le récepteur Fas [63]. La
délétion de ces 15 résidus N-terminaux entraineauigenentation de I'apoptose transmise par Fas
[64]. Le domaine DD du récepteur Fas comporte e@gaht des zones d’interaction avec deux
molécules adaptatrices, "Fas associated death defn@ADD) et Daxx, qui permettent d’activer
les voies de signalisation intracellulaires (Fig).IEnfin, la séquence de la partie intracellulaive
récepteur Fas comporte un site de phosphorylagondehors du DD, au niveau de la zone

proximale [65].

4.2.Voies d’induction du récepteur Fas.
4.2.1.Voie apoptotique.

Lorsqu'un trimére de Fas L se fixe sur un trimeeeFas, on observe la formation du
complexe de signalisation de mort induite, « Dektiuced Signaling Complex » (DISC). Le
récepteur Fas stimulé, qui ne possede aucunetaaiviymatique intrinseque, doit impérativement
s’associer a diverses protéines capables de traéimertee signal de mort. Ainsi, la transmission du
signal apoptotique de Fas nécessite la formatian domplexe multiprotéique, le DISC, composé
d’agrégats de Fas, de la protéine FADD et de lpases8 (Fig. 14).
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Figure 14 : représentation des voies extrinseque et intrinseque induites par la caspase-8.
Les deux voies pro-apoptotiques peuvent se regjoindre par I'intermédiaire du clivage de Bid.
(D’ apres Macfarlane et Williams, 2004 [ 66] ).

4.2.2.Voie proliférative.

A l'opposé de la voie conduisant a la mort cell@ai’activation du récepteur Fas peut
egalement déclencher la prolifération de différagpes cellulaires. Ce phénomene a notamment
ete décrit pour des cellules T stimulées par Iéaepteur, des thymocytes humains purifiés [67] ou
encore des fibroblastes humains de peau, pour desda simple stimulation de Fas suffit a
entrainer une prolifération significative [68, 69\ I'heure actuelle, méme si les voies de
signalisation empruntées restent a déterminerrentiént, il semble que les protéines FADD, FLIP,
la caspase-8 et la voie des " extracellular sigegidated kinases " (ERK) soient impliquées dans

cette prolifération cellulaire en réponse a la station de Fas [53, 65, 70-72].

Ainsi, le récepteur Fas présente une dualité fonoglle puisque son activation entraine
deux types de signalisation antagonistes : mottulegle ou prolifération. Parmi les différents
facteurs pouvant contribuer a diriger de fagon gefitielle vers la prolifération et la survie, les
facteurs de croissance et les cytokines présents Benvironnement cellulaire jouent un réle
prépondérant dans l'orientation de la réponse [ABjsi, des travaux récents de notre équipe ont
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mis en évidence que l'inhibition de la voie apoioje¢ de Fas pouvait étre induite par I'activation
d’'un autre récepteur de mort, le récepteur dedailifinité pour les neurotrophines (P79). Cette
interaction a été détectée au niveau de cellulasob&astiques humaines (lignée SH-SY5Y), co-
exprimant les deux récepteurs, et dans lesquelles-stimulation de Fas et p758 aboutit & une
inhibition du signal apoptotique, alors que I'aation isolée de chaque récepteur induit I'apoptose
[53]. Cette survie cellulaire est associée a Raatton de la caspase-8 et pourrait faire intervdag

protéines adaptatrices au sein d’un complexe dwbsgtion [53].

4.3. Rbles physiologiques et pathologiques.

Le récepteur de mort Fas a initialement été idéndifla surface cellulaire de lymphocytes
B et de fibroblastes humains [74, 75]. Ultérieuratndes études ont montré que Fas est exprimé de
facon physiologique et constitutive a la surfacendmbreux types cellulaires : lymphocytes B et T
activés, hépatocytes, cellules épithéliales du rc§ik6] et de I'endometre utérin [77], cellules
myocardiques [78] ou encore cellules endothélifif&€. Il est également largement exprimé au
niveau des cellules du systéeme nerveux, que ceagaiiveau de neurones (corticaux, sensoriels,
hippocampiques ou motoneurones) ou au niveau didesehliales (oligodendrocytes, astrocytes,
cellules microgliales et cellules de Schwann) [B@]. Malgré cette expression ubiquitaire, les
seules conséquences directes de l'inactivationédepteur Fas décrites a I'heure actuelle chez

I’lhomme ne concernent que les cellules du syst@émauinitaire [81].
4.3.1.R0le dans le systeme immunitaire.

En plus de son implication dans le maintien de riBostasie des populations
lymphocytaires, le récepteur Fas joue un réle ahpians I'élimination des cellules tumorales, ou
infectées par un virus par les cellules du systémmeunitaire. En effet, ces cellules tumorales ou
infectées sont normalement éliminées par les ealldl cytotoxiques activées par le mécanisme
suivant : ces lymphocytes T expriment Fas L a suface, ce qui leur permet d’'induire le suicide
des cellules infectées ou en voie de tumorisatiprimant physiologiquement le récepteur Fas
(Fig. 15) [38, 82, 83].
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Figure 15 : Elimination des cellules pathogenes par les lymphocytes T CD8+ [84].

Néanmoins, un grand nombre de cellules tumoraleggua a échapper a cette apoptose
induite par les cellules T cytotoxiques, grace axdgrands types de mécanismes : i) inhibition de
'expression de Fas a leur membrane [85] ou inatibm de Fas par des mutations ponctuelles,
décrites tant au niveau des tumeurs solides [§698@ des hémopathies [86, 88, 89]; ii) expression
du ligand de Fas, et de Fas L, par les cellulesotales [90], afin de déclencher I'apoptose des
lymphocytes activés exprimant Fas. Ce dernier mgganest similaire a celui qui est observé au

niveau des organes dits " privilégiés » (cellulesla cornée, cellules de Sertoli du testicule,
microglie du systeme nerveux et placenta), il estrailable a une barriére tissulaire physiologique

contre les réponses du systeme immunitaire [38].
4.3.2.R06le dans le systéme nerveux.

L’apoptose constitue également un mécanisme ploggople crucial au cours de la
formation du systéme nerveux embryonnaire, puidigu’permet I'élimination des neurones
surnuméraires n’établissant pas de connexions synap fonctionnelles [91]. En revanche, chez
l'adulte, une augmentation de l'apoptose neurorege impliguée dans différentes maladies
neurodégénératives telles que la sclérose latéamaj@trophique, la maladie d'Alzheimer ou encore

lors des accidents vasculaires cérébraux ischéseged2, 93].
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a) Fas et neurones.

Bien que la voie du récepteur Fas soit la prineipabie d’apoptose décrite dans de
nombreux systemes, I'expression de Fas par leonesireste trés peu documentée. Son expression
par les neurones a été mise en évidence dansedifé&r conditions pathologiques, expérimentales
ou non. Ainsi, le récepteur a été détecté dansnisgones de rats au cours de lischémie
expérimentale [94].

D’autre part, Fas est exprimé par les neurones dasconditions pathologiques, comme
la maladie d'Alzheimer [92], ou apres expositiotiiriterféron gamma (IFNy) [95]. De plus,in
vitro, les motoneurones embryonnaires de rat co-exptifi@sn et Fas L et rentrent rapidement en
apoptose par la voie de Fas lorsqu’ils sont cudtieg absence de facteur trophique [96] alors que
Fas est présent sur des motoneurones de souligsudans privation de sérum et par consequent
de facteurs trophiques [97]. Ainsi, le récepteus Raest pas seulement exprimé par les neurones
dans des conditions pathologiqgues mais égalemens$ dertaines conditions physiologiques
normales. En effet, Fas est exprimé transitoirempantes neuroblastes dans le cortex de rats et de
facon plus importante a des stades plus difféerendans des cultures primaires de neurones de
souris [80]. Des études immunohistochimiques réatisx-vivoont permis de détecter I'expression
neuronale de Fas dans le cerveau de souris jugamilenales, mais cependant sans identification
précise de la population neuronale impliquée [98].

En revanche, le récepteur Fas n’est pas déteafanle des cultures de cellules issues de
cerveaux de foetus humains a 12-16 semaines datigasio9], alors que des travaux réalisés dans
notre équipe ont montré que Fas est exprimé catigdtnent uniguement par les motoneurones
humains foetaux en culture et sur coupesivo[52].

De plus, des études récentes semblent montreregu@rictions non apoptotiques de Fas
joueraient également un réle important dans leégsystnerveux. En effet, les souris Ipr (déficiente
en Fas) présentent, en plus de leurs désordresnitainas, une atrophie progressive des dendrites
des neurones pyramidaux du SNC [100]. D’'autre pbétude plus récente de la lignée
neuroblastique humaine SH-SY5Y et de cultures presale neurones sensitifs de souris a mis en
evidence que lactivation du récepteur Fas induisai croissance neuritique, par une voie
indépendante de la caspase-8 et liée a l'activatenERK [56]. En effet, on a observé que FasL
entrainait une augmentation de la croissance dengj in vivo et in vitro, sur les cellules
neuronales hippocampiques et corticales et en azasihapoptose de ces cellules neuronales. Cette
arborisation des cellules neuronales par l'intéoacEas / Fas L ne semble pas passer par la voie

des caspases mais semble lié¢ au DD (Fig. 13) etlé@vec une augmentation de I'expression de la
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protéine Tau non phosphorylée. Dans ce cadre, érasaftrait la croissance dendritique en agissant
sur la phosphorylation de Tau qui, par son intewactivec le cytosquelette, permettrait les

modifications structurelles nécessaires a la caoiss dendritique [101].

b) Fas et cellules neuroblastiques.

La méthylation des génes de l'apoptose dans legursnainsi que des modifications
épigénétiques participent au développement descahtimains, au méme titre que les mutations
géniques. La plus étudiée est la méthylation d#s {CpG (région riche en dinucléotides cytosine-
guanine) de la région promotrice de certains g¢h@?]. Cette méthylation permet le recrutement
d'une histone désacétylase qui inhibe I'expresgiénique. Parmi les genes sensibles a cette
méthylation se trouvent plusieurs genes dont lelytcest impliqué dans le contréle de la mort
cellulaire par apoptose. C’est ainsi que la dimorutde I'expression de la caspase-8 dans les
neuroblastomes agressifs, des tumeurs du systeweureeériphérique observées chez I'enfant, est
due le plus souvent a I'hyperméthylation du promotdu gene correspondant [103]. Cette
disparition de la caspase-8 confere alors aux lesllmalignes une résistance a I'apoptose induite
par I'activation d’'un récepteur a domaine de morhme Fas ou TNF-R1. Une des conséquences,
en est la résistance accrue a l'action des celllileytotoxiques et aux agents anti-cancéreux
utilisant la voie de Fas pour induire la mort delite. La réintroduction de la caspase-8 dans ces
cellules restaure la sensibilité a l'apoptose. Léthglation du géneCASP-8 est associée a
'amplification deMYCN un homologue fonctionnel de-MYC Les deux anomalies ont un effet
opposé sur la mort apoptotique : la surexpressien MY CN sensibilise les cellules de
neuroblastome a I'apoptose induite par divers dtimun effet que corrige la méthylation du gene
CASP-8qui pourrait ainsi participer a la tumorigenés@4[l L’'expression du genépaf-1 est
egalement déréglée par I'hyperméthylation de sampteur. Cette modification a été identifiee

dans les mélanomes malins métastatiques [105].

4.4. Role de Fas dans les thérapeutiques anti-cancéseuse

Dans la littérature, de nombreux articles traimia sensibilisation des cellules au ligand
Fas L a la suite a I'exposition de celles-ci auXéuoles utilisées en chimiothérapie [106-109]. Des
traitements avec des molécules anti-cancéreusesmeome méthotrexate, le cisplatine, la
mytomicine ou la doxorubicine, ou encore [I'étopesicentraineraient une augmentation de
I'expression du récepteur Fas ainsi que de somdidg@s L dans de nombreux cancers. De ce fait,
les cellules seraient d’autant plus sensiblespp#ose induite par la voie de Fas [110, 111].
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D’autres mécanismes de sensibilisation a I'apoptuhéaite par Fas au cours de traitements
anti-cancéreux ont été mis en évidence et notamhbagigimentation de I'expression de la caspase-
8 ainsi que de FADD [106]. Récemment, il a été déméoque certaines molécules comme le taxol
augmentaient le taux d'apoptose par l'activation aespases -8 et -10 via leur activation par FADD
[112]. La perte de fonction du récepteur Fas esteat liee a des processus de canceérisation.

D’autre part, Fas L peut étre utilisé a des firsrdpeutiques. Du surnageant de culture de
neuroblastomes transfectés par le gene codantlpoorotéine Fas L a été utilisé pour induire
I'apoptose de cellules cibles (tumeanrvivo) [113]. L'efficacité de la voie de Fas pour I'action
de l'apoptose dans les tumeurs, a été démomtréwo par transplantations de tumeurs solides sur
la souris. L'apoptose ayant été induite, dans cdttde, par un anticorps anti-Fas agoniste, des
cellules exprimant Fas L ou encore des protéinesmbinantes (rFas L) [114]. Néanmoins,
l'induction d’'une réponse inflammatoire par Fasdugpait faciliter I'expansion tumorale [114] ou
induire des hépatites fulminantes [115, 116]. Deies de recherche thérapeutique s’orientent vers
des injections locales de Fas L ou l'utilisation\@teurs inductibles permettant une expression
régulée de Fas L [117].

5. Pathologies et dérégulations.

Le déréglement des mécanismes de régulation depfape est impligué dans la
physiopathologie de nombreuses maladies impliquantiéfaut (cancers) ou un exces (maladies
neurodégénératives) de mort cellulaire programrRgel6).

L’excés d’apoptose intervient dans la mise en plaénomalies congénitales du
développement et de certaines maladies neurodégiénasr[93] chroniqgues comme I'amyotrophie
spinale, la sclérose latérale amyotrophique, laédade Huntington, la maladie d’Alzheimer ou la
maladie de Parkinson. De plus, cet exceés d’apoptssea l'origine de certaines pathologies
provoquées par des infections virales comme leD&I. (Syndrome d’Immuno-Déficience
Acquise) dans lequel le V.LH. (Virus de I'nmmundidéence Humaine) induit I'apoptose des
lymphocytes T auxilliaires nécessaires pour actieetymphocytes T cytotoxiques [118, 119].

A l'inverse, un défaut d’apoptose a été observésdardéveloppement de maladies auto-
immunes et entraine I'apparition de lymphocytesoa@actifs qui n'ont pas été éliminés par
apoptose au cours de la sélection clonale lymphoreytDe méme, un défaut ou un blocage dans
'exécution de I'apoptose ont pu étre identifiesigl@ertaines pathologies virales, des syndromes

lymphoprolifératifs et surtout dans de nombrewesyge cancers [118, 119].
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Figure 16 : schéma simplifié d’implication du déréglement de |’ apoptose dans certaines

pathologies telles que le cancer.

Au cours de ce travail, nous avons mis en ceuvrareomodele d'étude, l'induction de

I'apoptose par la diosgénine (stéroide végétal thalignée d'ostéosarcome humain 1547.

34



Partie bibliographique

6. Généralités sur les ostéosarcomes.

L’ostéosarcome se définit comme une tumeur primitde I'os caractérisée par la
production anormale de tissu osseux (ostéogen€se$t une tumeur rare (0,5 % environ des
cancers) qui survient principalement a I'adoleseame qui complique, chez I'adulte 4gé, la maladie

osseuse de Paget [120].

6.1. Symptomes.

Généralement la tumeur se développe sur la pamigenme des os longs, au voisinage
d'une articulation, principalement le genou oudidp (Fig. 17). Dans ce cas, ce sont le fémur, le
tibia et 'hnumérus qui sont atteints par la tumétostéosarcome a tendance a s'étendre relativement
rapidement aux tissus osseux voisins, en détruisamt-ci. Les jeunes patients présentent une
tuméfaction (augmentation de volume) apparaissatalément et s'accompagnant d'une

inflammation associée a une douleur.

Figure 17 : coupe anatomique d'un os atteint d' ostéosarcome (Faculté Necker Enfants-

Malades, Travaux Pratiques d'Anatomie pathologique).

Une fracture inexpliguée est guelquefois le seuhmpme révélant I'ostéosarcome. |l
s’agit d'une fracture pathologique, c'est-a-dinvspmant spontanément ou aprés un choc miriame
maladie se révele également par des douleurs, sbraygortées a un choc, mais qui s'accentuent,

persistent au repos, en particulier la nuit, etanpagnent d’'une tuméfaction.

6.2. Le diagnostic.

L'approche diagnostique est statistique, réunisdamombreux éléments pour aboutir a
une probabilité [121]. L'age est fondamental. Avam@ins une tumeur maligne est presque toujours
une métastase de neuroblastome, entre 5 et 15napstépsarcome ou un sarcome d'Ewing [122],

apres 40 ans une métastase ou un myelome.

35



Partie bibliographique

Le diagnostic est évoqué dés I'examen des radibggadl122] de I'os atteint, mais une
analyse microscopique (anatomo-pathologique) dlagment obtenu par biopsie est indispensable
(Fig. 18).

Sa;c;ame fibroblastique (25%)
Figure 18 : anatomie pathol ogique des ostéosar comes.

Les techniques d'imagerie des os se sont beaucagernisées depuis une dizaine
d'années. Au cliché radiologique standard [122]rgste la base indispensable, a la scintigraphie
osseuse et a lartériographie, se sont ajoutéeboféaphie et surtout la tomodensitométrie
(scanner), ainsi que l'imagerie par résonance ntigge&IRM).

6.3. L’étiologie.

Sa cause est inconnue mais elle est favoriséengairnadiation [123]. L'ostéosarcome est
relativement plus fréquent chez les patients gudtie rétinoblastome ou d’'un sarcome d’Ewing
[124] et s’associe parfois a des altérations dewgéuppresseuRb ou p53 ce qui suggére
l'intervention de facteurs génétiques. La maladisense de Paget, faisant intervenir un processus

cancéreux, semble également étre une des causasvdaue d'ostéosarcome.
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6.4. Classification des ostéosarcomes.

On décrit habituellement trois types d'ostéosarcfi&] selon le point de départ de la
tumeur :

» Ostéosarcome central ooyélogened au développement anarchique des cellules de la
moelle osseuse ;

» Ostéosarcome périphérique périostéal qui se développe a partir des diaphyses (partie
moyenne des 0s) et de la face profonde du pérjoste

» Ostéosarcomparostéal dont la source se situe a la face externe du giérimmembrane
fibreuse située a la périphérie de I'os, partidigasa croissance et a sa vascularisation).

Une autre classification de l'ostéosarcome estoé@b en fonction de la tendance
destructrice ou constructrice de la tumeur. C'esti gue I'on décrit des sarcomes ostéolytiques ou
ossifiants. Les équipes médicales spécialiséestbap@die préférent classer les ostéosarcomes en
groupes :

» Le groupe | comprend le sarcome ostéoblastique.

» Le groupe Il comprend les sarcomes a tendancevidstémais dont la structure est
composeée également de tissus chondroide (ayamediadu cartilage) ou anaplasique. Ce type de
sarcome est plus fréquent et son évolution plusrateye.

* Le groupe Il comprend les formes anaplasiques torolution est séveére.

 Le groupe IV comprend les formes particulieresstezedire les ostéosarcomes

ostéoblastiques particulierement différenciés.

6.5. Evolution de la maladie.

L’évolution spontanée des ostéosarcomes est casedar une progression locale rapide
qui fragilise I'os et envahit les muscles, vaisseaierfs et articulationsvoisins. Mais le risqueabi
vient des métastases fréquentes et précoces, tculp@r aux poumons, qui étaient responsables
d’'une mortalité supérieure a 80 % dans les troéssaivant le diagnostic [123].

Depuis le milieu des années 1970, le pronosticedegumeurs a été profondément modifié

par la mise au point progressive de chimiothérgfdi28] générales efficaces sur les métastases.
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6.6. Traitement.

La majorité des tumeurs malignes primitives de tegoit une chimiothérapie avant
exérese. On peut ainsi obtenir une étude histalegde la tumeur, et apprécier I'efficacité du
traitement. Celui-ci est poursuivi, s'il est effiea en espérant qu'il le sera également sur les
meétastases. Dans le cas contraire, il est charigéaderie essaie d'apporter la méme information
[127]. Sur les clichés standards et le scannedjntanution de la taille de la tumeur, sa meilleure
limitation et son ossification sont de bons indicas d'un traitement efficace [128]. La
scanographie thoracique recherche une disséminddola maladie dans les poumons. Enfin, le

dosage des phosphatases alcalines dans le sarysitkee I'effet des traitements.
6.6.1.0stéosarcome, non métastatique.

L'ostéosarcome non métastatique, est traité pachingiothérapie [126] initiale qui a de
nombreux avantages. Elle permet :

- d'effectuer précocement le traitement généraleatif des métastases ;

- de diminuer la taille de la tumeur initiale, cai dacilite une résection chirurgicale
conservatrice ;

- d'évaluer la réponse histologique de la tumetla éhimiothérapie. Cette réponse s'est
révélée étre l'un des facteurs pronostiques les pphportants chez les enfants ayant un
ostéosarcome non meétastatique. Les traitementsciassde méthotrexate a haute dose, la
doxorubicine, le cyclophosphamide, le cisplatitiégdfamide et I'étoposide. Cette chimiothérapie
initiale est suivie d'une chirurgie. Cette chirgrgvite 'amputation : on retire la tumeur ainsé qu
les tissus adjacents en passant a distance denkutuen tissu sain et en incluant le trajet de la

biopsie.
6.6.2. Ostéosarcome métastatique.

Les ostéosarcomes métastatiques ne sont pas derbtwostic. Ceci est modulé selon
l'organe concerné et le nombre de métastases.dienis avec des métastases osseuses présentent
un mauvais pronostic. Ceci justifie une chimiotipésainitiale intensive et ce quel que soit le
caractére extirpable ou non de l'atteinte tumoi@édte chimiothérapie est suivie d'une chirurgie de
la tumeur initiale et des métastases. On completetrditement par une chimiothérapie
complémentaire. Ces chimiothérapies comprennenélbotrexate a haute dose, la doxorubicine, le

cyclophosphamide, le cisplatine, l'ifosfamide &toposide.
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6.6.3.Récidives.

Les récidives les plus fréquentes sont les mésiasimonaires secondaires. Chaque fois
gue cela est possible, ces métastases sont retingesgicalement avec ou sans chimiothérapie.
Lorsque les métastases sont complétement retil€esnfants peuvent guérir : les facteurs de
meilleur pronostic sont un nombre de nodules pubdres inférieur a 4, des nodules localisés dans
un seul poumon et un long délai entre la chiruigitéale et la premiere récidive.

Dans les autres situations (métastases extra painesn récidive locale,...), le pronostic
est plus sévere.

Le traitement dépend alors de la partie du corps@mée par la récidive et du traitement
déja administré. L'ifosfamide seul ou en assoaiativec I'étoposide, dans le cas ou ils n‘auraient

pas été utilisés au préalable, sont efficaces tigedes patients.

7. Ostéosarcome et apoptose.

Induire I'apoptose est lI'une des stratégies tharagees employées pour lutter contre
'ostéosarcome. La diosgénine, stéroide végeétaliin@poptosein vitro des cellules d'une lignée
d’ostéosarcome humain 1547 [129]. Dés 6 heuresraiéernent par la diosgénine 40 uM,
apparaissent des figures apoptotiques : cellulebéradtes présentant des expansions
cytoplasmiques ainsi que quelques cellules flotmntiont le cytoplasme est condensé. Ce
phénomene biologique a été détecté par SAFFF glersrop précoce pour étre caractéerisé par des
techniques classiques utilisées en biologie céttld30, 131] comme par exemple I'étude de la
chute du potentiel mitochondrial...I''solement deteetous-population de cellules qui entrent en
apoptose par SAFFF [32] pourrait permettre de centppe par quels mécanismes la diosgénine

induit 'apoptose et ce précocement.

7.1.Les stéroides végétaux

Différents travaux menés au sein de différents raioires a travers le monde ont démontré
l'intérét croissant pour les produits d’origine urale [132-137]. Ces études sont menées danstle bu
d'utiliser ces substances naturelles en thérapsitipur diverses affections. Les premiéres hormones
utilisées en thérapeutique ont été extraites dimeganimaux mais les quantités obtenues étaidie$ai
La plus grande partie des hormones stéroidiennedujpes par l'industrie pharmaceutique sont
maintenant obtenues par hémisynthése a partir dstaswces naturelles : saponosides, phytostérols,
cholestérol ou acides biliaires.

39



Partie bibliographique

Les stéroides végétaux ont été étudiés dans laidenbiologique en raison de leur diversité
structurale, de leurs activités biologiques (ahtiestérolémique, anti-tumorale, anti-diabétiqueaati-
inflammatoire) et de leur faible toxicité.

Parmi ces stéroides végétaux, les saponines satituparement étudiées. Ce sont des
hétérosides complexes composés d’'une partie aglygorgénine (sapogénine, partie non glucidique) et
d’'une ou plusieurs parties glucidiques. La partiy@ne est représentée par un noyau stéroidique ou
triterpenique et la ou les parties glucidiqgues smmhposées d’oses simples comme le D-glucose ou le
D-galactose.

Les saponines sont tres fréquentes dans les végétmérieurs, surtout dans les tissus de
réserve tels que les racines, les tuberculesglaliefs, les fleurs et les graines. On les trouaesddes
légumes comme le soja, les pois, les épinardsomeates, les pommes de terre et I'ail, et dankdelses
aromatiques comme le thé ou le ginseng.

Ce groupe de composés présente une grande diveesgiftuctures et donc une grande variété
de caracteres biologiques. Plusieurs saponinesétintreconnues pour leur activité biologique et
particulierement pour leur activité anti-tumoralen effet, des études menées sur les saponines
triterpéniques de la famille des Avicines issuesl’deacia mdrier australien ont démontré que ces
molécules présentent un effet inhibiteur sur leceamle la peau chez la souris et sont capablegduifan
I'apoptose et d’inhiber la croissance cellulairdZ1133].

Les ginsenosides issus du ginseng présentent égatiel®s propriétés anti-prolifératives et pro-
apoptotiques sur plusieurs types de cancers [13§, 1

Le guggulstérone est un composé extrait de la goguggul Commiphora muklutilisée en
médecine traditionnelle indienne. Il présente égel® des propriétés pro-apoptotiques sur des esllul

cancéreuses [137, 138].

7.2.La diosgénine.

En 1939, la diosgénine, un précurseur de la D.H.Ed&hydroepiandrosterone), a été mise en
évidence en quantité importante dans une dioscorédcaine. Ceci a permis le démarrage d’une
production industrielle aprés la mise au point dwacessus de dégradation de ce précurseur. Le genr
Dioscoreacomprend environ 600 especes souvent tropicalespiipart de ces espéces ont un tubercule
amylifere a partir duquel la diosgénine est extraidans les tubercules, la diosgénine existe saus |

forme de dioscine et d’hétérosides voisins.
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L’extraction débute par un traitement en milieudacminéral qui provoque I'hydrolyse des
hétérosides. Apres filtration, la fraction insoklast neutralisée, lavée et traitée par un solpolaire
qui extrait la diosgénine. Actuellement, de nomkrgays tels que la Chine ou lI'lnde produisent
différentes espéeces de dioscorées. La diosgéninmesapogénine a noyau stéroidique (Fig. 19jeCet
molécule est constituée du noyau sprirostane sawd présente pas de partie glucidique ramifi€€zn

La diosgénine est I'aglycone de la saponine appitEeine.

Figure 19 : la diosgénine : structure chimique.

On trouve la diosgénine en grande quantité dansitescules des plantes de la famille des
Dioscorées telles que dans des plantes commeudgr&n(Trigonella foenum graecum).

La diosgénine sert de base a I'hémisynthese deadmas stéroidiennes produites dans
l'industrie pharmaceutique.

La diosgénine posseéde par ailleurs de nombreusgsigiés biologiques notamment anti-
cholestérolémiques, anti-ostéoporose et anti-tule®reEn effet, la diosgénine est capable de
moduler in vivo la sécrétion de cholestérol dans la bile [139)effet de la diosgénine sur
I'ostéoporose dans des modéles de rates adulteégcemisées montre qu’une supplémentation de
cette molécule dans l'alimentation pourrait rédwignificativement I'ostéoporose et entrainer une
diminution de la taille des glandes surrénales [13@]. De plus, il a été réecemment démontré que
la diosgénine inhibait également I'ostéoclastogenpeénomeéne responsable de I'ostéolyse, ce qui
expliquerait son effet contre I'ostéoporose [141h diosgénine possede également des propriétés
angiogéniques. En effet, la diosgénine pourraifieseau récepteur aux oestrogenesoERNS les
ostéoblastes et activerait alors la synthese deRFVEGV/ascular Epidermal Growth Factor ») via

I'activation du facteur de transcription Hife-1142].
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Enfin, des propriétés anti-prolifératives et propiotiques sur différentes lignées
cancéreuses ont également été démontrées powsigédine. Au sein du laboratoire de Biochimie
de Monsieur Le Professeur Beneytout (Faculté denRd@e, Limoges, France), il a été démontré
gue la diosgénine induit un arrét de la prolifénatides cellules érythroleucémiques humaines
(lignée HEL) associé a une différenciation mégameyiaire de ces cellules [143]. La diosgénine
induit également I'apoptose de cellules issuedgieés d’ostéosarcome [129, 131], de mélanome
et de laryngocarcinome [144]. La diosgénine agit B cycle cellulaire et sur l'activité
cyclooxygénase dans la lignée 1547. Les résult@tsnontré que le traitement par la diosgénine
entraine une inhibition de la prolifération coreeEvec une accumulation des cellules en GO / G1 et
une induction de l'apoptose. L'équipe de MonsiegrArofesseur Beneytout a montré qu'il existe
une corrélation entre I'expression des ARNnp8& dep21 WAFY CIP1 et I'activation du facteur
de transcriptiorNF-kappaB et a observé une augmentation couplée de lactiptisn du géne
hsp70(protéine du stress) et du taux de RGR9]. Il a été montré également que la diosgénine
induisait 'apoptose dans une lignée érythroleug@&mihumaine, les cellules K562 [145] et dans
des cellules synoviales rhumatoides [146]. D’autégsiipes ont également démontré que la
diosgénine avait des effets chimiopréventifsivo dans le cas de cancer du colon [147].

Les processus apoptotiques induits par la diosgémimt appel a des mécanismes
complexes, non encore totalement élucidés, faisdatvenir sa fixation sur des récepteurs aux

oestrogenes. Ces récepteurs sont internalisédalaabule et vont agir au niveau du noyau [142].
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C. Differenciation

Dans le cadre des cancers, une autre notion auiteoest celle de différenciation. Les
lignées cancéreuses comme celles issues de nestoobés sont des populations tres complexes au
sein desquelles plusieurs types ou phénotypes laiedlsi sont présents. La présence de ces
phénotypes, leur interaction et la cinétique d&dghciation qui les lie ont été étudiées par SAFFF

1. Généralités.

Toutes les cellules sont égales génétiquement, mais dans leur phénotype. La
différenciation consiste en une évolution de l'espion des génes conduisant a de nouveaux
phénotypes. Ainsi, le génome humain comprend envifd0 000 génes, mais une cellule n’en
exprime le plus souvent que 10 000. Les genesraggrpar une cellule dépendent de son origine
embryonnaire, du stade de développement de I'ssganide I'environnement du tissu ou de la
cellule et des fonctions a remplir [148].

La différenciation est en rapport avec les génesgiment ou expriment d’autres genes.
Elle débute trés tét dans la vie embryonnaire déhut, les cellules se multiplient rapidement, puis
elles commencent a se différencier et & migrer. [@@}te différenciation est parfois contrélée par
des protéines particulieres (onco-protéines plasumeed) qui ne seront plus exprimées apres la
naissance ou a I'age adulte, mais pourront s’exgrile nouveau en cas de cancer.

La différenciation terminale survient chez l'étrévdloppé et aboutit aux fonctions
spécialisées. Certaines cellules, muscles, nergispent pendant toute la vie de l'individu. D’aasr
au contraire, telles que les cellules épidermiguis, I'intestin... meurent rapidement aprés
différenciation et doivent étre renouvelées en pernce.

Les cellules différenciées ne se multiplient pas. I'ilAverse, cellules souches et
progéniteurs présentent a la fois des qualitésrdifgration et de différenciation. Lorsque les
processus de différentiation ne sont plus contrédés obtient une prolifération anarchique de
cellules peu ou pas différenciées a l'origine d®tmation des tumeurs. Ainsi, quand on force une
cellule différenciée (mature) a se multiplier paensfert d’'un oncogene, les cellules se
deédifférencient et se multiplient [149]. A linvexscertains agents permettent une différenciation
des cellules cancéreuses qui stoppent leur mghigdin. Il existe un certain antagonisme entre

différenciation et multiplication cellulaire [149].
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2. Neuroblastome.

Le neuroblastome est, apres les tumeurs cérébridesumeur solide (donc non
hématologique) la plus fréquente de I'enfant. Larablastome est une tumeur maligne issue des
cellules embryonnaires participant a la formatiarsgstéme nerveux sympathique (gouttiéres para-
vertébrales et ganglions sympathiques) et des nosduténales. Le neuroblastome est une tumeur
originaire de la créte neurale, qui se développes da tissu sympathique et se trouve dans deux
tiers des cas au niveau abdominal dans la glamdénsilienne, mais peut aussi prendre son origine
dans les ganglions sympathiques.

Elle se manifeste surtout en bas age et présenteomportement unique de par son
hétérogénéité clinique et biologique [150]. On pebkerver des régressions spontanées, des
transformations en ganglioneurome, la variante gridu neuroblastome, ou en maladies
métastatigues hautement agressives [151]. Cettersiléy est étroitement liée aux nombreux
facteurs cliniques et biologiques, comprenantdeetde la maladie, 'age du patient, I'histologie e
des anomalies génétiques [152-154].

Le neuroblastome est une tumeur a petites cellobesles, composé de cellules
indifférenciées de taille homogéne, au noyau déyperchromatique et au cytoplasme basophile.
Des prolongements neuritiques indiquent souvemdi@e de différenciation de ces neuroblastes.
Une caractéristique morphologique est I'agencemeam pseudo-rosettes des cellules
neuroblastiques (cellules de type-N en cultureys heuroblastes ont la capacité de maturation et /
ou de régression spontanée ou induite par le maité, mimant I'évolution physiologique de la
cellule embryonnaire sympathique vers la cellulengjannaire mature au sein d'un tissu
schwannien. Ces cellules différenciées sont dekilegl adhérentes en culture, dites cellules
stromales ou cellules de type-S.

La classification anatomo-pathologique actuellematilisée est la classification INPC
(International Neuroblastoma Pathologic Classifmgt largement inspirée des anciennes
classifications de Shimada et de Joshi [155]. Lesathdes catégories de tumeurs neuroblastiques
de la classification INPC sont les suivantes :

- neuroblastome (stroma pauvre),

- ganglioneuroblastome mélangé (stroma riche),

- ganglioneuroblastome nodulaire (tumeur compa@site stroma riche et stroma pauvre),

- ganglioneurome (stroma dominant).
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Dans le terme ganglioneuroblastome, le préfixe anigit référence au contingent
ganglioneuromateux et le suffixe neuroblastome acomposant neuroblastique clairement
identifié. Chacune des 4 catégories présente uplusieurs sous-types. Les symptémes cliniques
sont extrémement variables, selon la localisatiantaille et I'extension de la tumeur primitive
d'une part, et I'existence et la localisation detastases d'autre part. Cependant, la base
moléculaire expliquant la variété de la croissangeorale, du comportement clinique et de la

sensibilité au traitement, reste en grande partieninue.

2.1. Epidémiologie.

Le neuroblastome est 1€ cancer le plus fréquent chez I'enfant aprés lesetus
cérébrales et représente + / - 9 % de I'ensemidetudaeurs pédiatriques [156]. C'est la tumeur
maligne la plus fréquente chez les enfants de na@risan : 36 % des patients ont moins de 1 an au
diagnostic et 50 % moins de 2 ans. Elle surviemeptonnellement chez les adolescents et les
adultes. Il n'y a pas de facteurs environnementannus pouvant étre incriminés dans la genese

des neuroblastomes.

2.2. Présentation clinique.

Le neuroblastome se présente chez I'enfant en gasrarement a I'dge scolaire. Les
symptomes dépendent de la localisation et du stedé maladie. La tumeur localisée est en
général asymptomatique et découverte fortuitemaltrs que les enfants avec une maladie
métastatigue sont en mauvais état général et peddespuvent des douleurs osseuses en raison
d’une infiltration médullaire [157].

La présentation clinique sera variable en fonctienla localisation de la tumeur. Les
symptéomes dépendront aussi de I'age du patienteetadprésence ou non de métastases au
diagnostic ; 60 % des neuroblastomes sont d’emhiastatiques au diagnostic et se manifesteront
par leurs métastases.

Les trés jeunes enfants (< 1 an) se présenterogtgément avec une maladie localisée ou
accompagnée d’'une maladie disséminée particulietwgmt involuer spontanément et ayant un
pronostic favorable. A I'opposée, la majorité degaats de plus de 1 an se présenteront avec une
maladie d’emblée avancée et de pronostic sombi.[15

Indépendamment de I'age, la plupart des neurobteetoont leur origine dans I'abdomen
(glande surrénale ou le long de la colonne vertéprd/iennent ensuite les localisations intra-
thoraciques, pelviennes et cervicales. Les pateardgs une tumeur abdominale peuvent se présenter
avec I'apparition d’'une masse (Fig. 20), des daslede la constipation...
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Figure 20 : photo d’un enfant présentant une masse abdominale, localisation privilégiée

des tumeurs neuroblastiques.

Une localisation métastatique typique est I'orbigteus forme d’'un hématome orbitaire,
ecchymose palpébrale qui peut initialement étreeppour un traumatisme ce qui peut faire
suspecter un enfant battu [156].

Les métastases dans les os et la moelle osseuserdondouleur, boiterie, irritabilité.
L'infiltration médullaire peut induire anémie, leameénie et thrombopénie provoquant paleur,
fatigue, infection, saignements et ecchymoses. Wmeeur en sablier (Fig. 21), c'est-a-dire
engainant la moelle épiniere, peut provoquer dgsesi de compression médullaire avec apparition

de parésie ou paralysie.

Neuroblastome Moélle
en sablier épiniére

Figure 21 : neuroblastome en sablier.
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Le nouveau-né ou le nourrisson présente souventaume particuliere de neuroblastome
caractérisée par une importante hépatomégalie, gmbuparfois provoquer une insuffisance
respiratoire ou une compression de la veine caaedes nodules cutanés et une infiltration de la
moelle osseuse, alors que la tumeur primaire, suwsterénalienne, est de petite taille. Ces formes
particuliéres appelées 4S ont, malgré leur apperelimique impressionnante, un trés bon pronostic
et ne nécessitent la plupart du temps pas dertreite[158].

2.3. Diagnostic

Le diagnostic est posé soit par analyse histol@gjune biopsie, soit par la présence de
cellules tumorales typiques dans la moelle oss@smration ou biopsie) associée a une élévation
des catécholamines urinaires.

La tumeur sécréte des catécholamines et ses déFadde vanilmandélique (VMA) et
I'acide homovanillique (HVA), qui sont pathognomques pour le neuroblastome.

Le bilan d’extension permet de définir le stadelalenaladie et comprend une ponction-
biopsie de moelle osseuse sur deux sites, unectiratzdominale, éventuellement cérébrale, une
scintigraphie au méthyl-lodo-Benzyl-Guanidine (m)B@ui est spécifique pour le neuroblastome
sécrétant des catécholamines, et une scintigraghieuse (Fig. 22). La mIBG est concentrée par les
granules chromaffines comme la noradrénaline, etoseentre ainsi électivement dans les tissus
adrénergiqgues [159, 160]. Les seulisations physiologiquesont salivaires, myocardiques,
hépatiques, spléniques, urinaires, et pulmonaapsx), et a un faible degré surrénaliennes, ce qui
rend parfois difficile I'interprétation chez I'enfa [161, 162]. La spécificité de cette technique
approche 100 % [163]. Toute fixation osseuse estraale, y compris sur les zones de croissance.
Pour la détection de la tumeur primitive, la seifigtbest de 73 %, mais elle baisse a 45 % lorsque
la tumeur primitive n'est pas sécrétante [163]. Garativement a la méthode cyto-histologique, la
sensibilité de la scintigraphie mIBG pour la détactdes métastases médullaires est de 90 %. La
sensibilité de la scintigraphie mIBG pour le diagio des localisations hépatiques est faible,
estimée a 50 %, en raison de la fixation physigjogi[163]. L'évaluation de la réponse a la
chimiothérapie d'induction dans les NB stade 4 ¢éB®laurait valeur pronostique [164].

a7



Partie bibliographique

Figure 22 : scintigraphie au miBG.

Une IRM spinale est indiquée si un neuroblastomsadatier est suspecte.

Le stade est ensuite défini selon la classificatidarnationale du neuroblastome, "The
International Neuroblastoma Staging System" (IN&S)eloppée en 1986 et révisée en 1999 [165-
167].

- Stade 1: tumeur localisée, exérése compléte (avec ou saipiat microscopique),
ganglions homolatéraux et controlatéraux négadifsr¢ que les ganglions attachés a la tumeur et
enlevés peuvent étre envahis).

- Stade 2A: tumeur localisée, exérese macroscopiquemenirip&te (selon le chirurgien
ou l'imagerie post-opératoire), ganglions homotatgmon adhérents négatifs en histologie.

- Stade 2B: tumeur localisée, exérese compléte ou non, garglhomolatéraux non
adhérents positifs, ganglions controlatéraux négati

- Stade 3: tumeur unilatérale inopérable croisant la lignédiane, avec ou sans atteinte
ganglionnaire régionale ou tumeur unilatérale localisée avec envahissemest ghnglions
controlatéraux pu tumeur médiane avec extension bilatérale partrafibn (inopérable), ou par
atteinte ganglionnaire.

- Stade 4: toute tumeur avec dissémination a distance glgamaire, osseuse, médullaire,
hépatique, cutanée, ou autre (sauf stade 4S).

- Stade 4S: age < 1 an, tumeur localisée (stade 1, 2A, oy B¢ dissémination limitée a
la peau, au foie, et / ou a la moelle osseuse (enags infiltration < 10%, et scintigraphie mIBG

négative au niveau du squelette), sans métastasasesradiologique.
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2.4. Pronostic

Certaines données cliniques et biologiques / gdmési liées au neuroblastome ont un
impact sur I'évolution de la maladie et représenties facteurs pronostiques. Leur identification
est une excellente illustration de la recherchastedionnelle, c’est-a-dire de I'application en
clinigue des résultats de la recherche fondamen@ds facteurs de pronostic sont aujourd’hui
indispensables pour définir des catégories de eisigua maladie et cibler le traitement.

Le tableau 2 résume les connaissances actuellesroamt les facteurs pronostiques.

Enfants agés de plus d'un an
Facteurs de risques majeurs

Stades 3 et4
Amplification MYCN

Ploidie (2N, 4N)

Autres facteurs et marqueurs biologiques de risques
Dopamine urinaire

HVA/VMA > 2
Trk-A

gene MDR1
CD44

site métastatique

Tableau 2 : facteurs pronostiques du neuroblastome.

En résumé, I'dge au moment du diagnostic, supéaeunférieur a une année de vie, et le
stade de la maladie, restent les facteurs de pionmsncipaux [168, 169]. Un neuroblastome
métastatique chez le nourrisson a de tres bonraagehk de guérir, alors que la méme maladie chez
un enfant plus agé présente un comportement sotresragressif, beaucoup plus difficile a traiter.

En 1984 puis en 1999, Shimada et al. [153] ontrgépaistologie du neuroblastome en
deux groupes, favorable et défavorable, selon deédde difféerenciation neuroblastique, le contenu
en stroma, l'index mitotique et 'age au diagnastia révision de la classification pathologique
(INPC) réalisée en 1999 [153], a confirmé la sigation pronostique de ce partage [153].
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Le comportement agressif des tumeurs avec uneldustodéfavorable est fortement
corrélé avec I'amplification de I'oncogen®YCN premier oncogéene relevant dans le
neuroblastome [170].

Environ 20 % des neuroblastomes présentent uneifaragbn de I'oncogeneVlYCN
c’est-a-dire la présence de multiples copies dgece dans les cellules de la tumeur. Appartenant a
la famille des oncogenddYC, il est localisé sur la partie distale du brasrtdu chromosome 2, et
est considéré comme spécifique du neuroblastomeni§aen évidence fait appel aux techniques
classiques de biologie moléculaire. On peut ainsesurer le nhombre de copies de l'oncogene
MYCN et l'on parle d'amplification a partir d'une oepien sachant que la plupart des
neuroblastomes amplifiés ont plus de 10 copies. ddebgéne constitue actuellement l'un des
facteurs pronostic les plus forts, plus le nomleecdpies est élevé, plus le pronostic est péjoratif
Cette anomalie, considérée aujourd’hui comme le queur biologique de référence, est
généralement associée a une tumeur métastatique, &ye de 2 ans lors du diagnostic, et est
corrélée avec un pronostic trées défavorable endeim survie [150]. Le contenu en ADN des
cellules malignes joue un réle pronostique surtbgtz les enfants, 1 année de vie !

Une hyperdiploidie, le plus souvent une triploidjesésence de trois copies de chaque
chromosome) est fréquente dans le neuroblastonadidécchez I'enfant jeune et équivaut a une
excellente survie a long terme [171].

Les tumeurs diploides sont au contraire clairemgos agressives. Les anomalies
géneétiques telles que pertes et gains de certediggans chromosomiques sont des manifestations
fréquentes dans les tumeurs malignes. La perteedhartie du bras court du chromosome 1,
(délétion 1p), est souvent associée a des castajées de haut risque du neuroblastome, telles
gu'un age avanceé, une dissémination meétastatigne, amplification deMYCN et une issue
défavorable.

Le gain, ou surreprésentation, du bras long dunchsome 17 (gain 17q) a été identifié
comme l'altération génétique la plus fréquente durablastome. Les gains du chromosome 17q,
retrouvés dans 50 a 70 % des tumeurs semblenagtoeiés & un mauvais pronostic [172, 173].
D’autres anomalies génétiques telles que des pedesiveau 3p et 11g ont été récemment
identifiées comme des facteurs pronostiques déddnes.

Certains récepteurs aux neurotrophines sont de®ipes a activité tyrosines kinases
(TrK), dont I'expression est perturbée dans le aklastome. lls jouent un role essentiel dans le
développement normal du systeme nerveux [174]. iadoponcogenelrK code un complexe
hétéeromérique formant le récepteur de haute a&fipur le facteur de croissance nerveuse, le

NGFR. Le défaut de l'expression ou de la fonctiencd facteur a été mis en évidence sur les
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lignées de neuroblastome, expliquant leur non-difféiation [170]. L'expression drK, ainsi que
celle du NGFR, a été corrélée aux stades favoratldeseuroblastomes. L'expression de TrkA, le
récepteur a haute affinité du facteur de croissamergeuse (NGF) est inversement corrélé avec
'amplification deMYCN Son expression est donc associée a un bon profibsb]. Au contraire,
la présence de TrKB, récepteur a une autre neitatre, le "Brain Derived Neurotrophic Factor"
(BDNF), représente un facteur défavorable. Quell'aspact de l'identification de multiples
facteurs de pronostic ? La mise en commun desuicisolés, étudiés de facon rétrospective et
prospective dans difféerentes études cliniques @aiéBs et européennes a permis de définir des
groupes a risque et d’orienter la nature et I'isigndu traitement selon ces parametres [173, 176].
Un autre oncogéne, le "Multiple Drug Resistance"MIDR, oncogéne de la résistance
multiple aux drogues, est un systéeme permettantivea une pompe membranaire au niveau de la
cellule tumorale neuroblastique, et de rejeteriatestains antimitotiques. L'utilisation d'agents
réservants cette pompe (quinidine, ciclosporing)riit alors permettre une meilleure efficacité

thérapeutique.

2.5. Traitement

La prise en charge thérapeutique du neuroblastoorepend essentiellement la
chimiothérapie et la chirurgie.

La chimiothérapie conventionnelle (a doses normales) a pour butedpart de réduire la
masse tumorale pour la rendre opérable, et d'airtede traiter les métastases. La chimiothérapie a
haute dose suivie d'une reperfusion de celluleslseside la moélle épiniere sert a consolider une
rémission complete ou presque compléte et a tr@avlace définitive dans le traitement du
neuroblastome métastatique depuis le travail dehdgtet al. [177].

La chirurgie doit étre considérée en deux temps : contributd@gnostique et étape
thérapeutique, dont la place est clairement déte¥enpar les protocoles de prise en charge. Il faut
ainsi distinguer les tumeurs de stade 1 ou 2 (orésection peut étre envisagée primairement et
les stades plus avancés). Dans ces derniers casf élors nécessaire apres confirmation du
diagnostic, d’envisager I'exérése tumorale seulénapnés réduction du volume tumoral par une
chimiothérapie. En cas de tumeur localisée, bietboscrite, une opération en premiere intention
doit étre considérée si la résection peut étree fadns risque vital, fonctionnel (par exemple,
laminectomie) ou sacrifice d’'organe (par exempémhrectomie). Cette résection doit étre a priori
compléete. Cependant, s'il existe un envahissemestgilos vaisseaux, une tumeur localisée peut
étre considérée comme inopérable et nécessitechimeothérapie préopératoire. En cas de tumeur

volumineuse ou métastatique, la chirurgie n'estisagée qu’apres une chimiothérapie visant la
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réduction du volume tumoral, la délimitation detlsmeur par rapport aux gros vaisseaux et la
disparition des métastases. A ce stade, une résdatplus compléte possible doit étre entrepnise e
prenant soin d’éviter le sacrifice d’organe adjaceime place particuliere est réservée a la chieurg
des résidus tumoraux, directement liés au caraateesif péri vasculaire du neuroblastome. Ces
restes de tumeurs encore présents apres les tatteme chimiothérapie pré- et post-opératoires
nécessitent une évaluation fonctionnelle par ggiagihie au mIBG avant d’étre réséqués.

La radiothérapie. La radiothérapie contribue au contréle local demaladie dans les
tumeurs amplifianMYCN dans les résidus tumoraux encore actifs ou dengétidives. Au vu de
la nocivité des rayons chez les enfants en basefigesst rarement considérée en premiére intention
[178]. Plusieurs groupes susceptibles de recev@mradiothérapie ont été définis :

Groupe a faible risqu€es patients guérissent souvent avec un traitemenmal. La

résection chirurgicale premiére reste souventtsaitement pour les neuroblastomes de stades 1,
2A et 2B et permet a 85-98 % d’enfants de guérilede maladie. Le stade 4S chez le nouveau-né
ou le nourrisson est également considéré commedieadaible risque [177].

Groupe a risque intermédiairtt s’agit du groupe de patients avec des tumesors/ent

inopérables au premier abord. Plusieurs étudemontré que la survie a long terme varie entre 75
et 95 %.
Groupe a haut risqudl s’agit du groupe de malades ou les progrés é&étles plus

modestes jusqu’a présent. L'intensification dutémraient par chimiothérapie a haute dose a permis
de porter le taux de guérison a environ 40 % [1Nglheureusement, malgré ces traitements trés
intenses, plus de 50 % d’enfants vont rechuter secal’'une maladie résiduelle de résistance.
L’éradication de la maladie résiduelle est un demds efforts des dernieres années. De premiers
résultats favorables ont pu étre obtenus avec-est8cide rétinoique, un agent de différenciation
des neuroblastes, avec une amélioration sign¥eate la survie dans une étude randomisée [177].

Groupes particuliers. Compression spinale. Les traitements efficacest stn

chimiothérapie, la décompression par laminectornia eadiothérapie mais un meilleur traitement

doit encore étre établi.

2.6. Conclusions / Perspectives

Le neuroblastome est une maladie tumorale uniqee tbnfant de par I'hétérogénéité
clinique et biologique qu’elle présente. Les comgances acquises permettent de soigner
aujourd’hui de fagon efficace la plupart des turselacalisées et les formes biologiquement
favorables des tumeurs métastatiques. De nombreesbsrches sont encore nécessaires pour

ameliorer le pronostic de la forme la plus agressiv
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Les nouvelles stratégies thérapeutiqgues visent éali@am@r les traitements contre les
neuroblastomes métastatiques, mais aussi celuinexiptr plusieures copies ddYCN puisque le
pronostic reste sombre.

Les tendances de la recherche concernent de nouwaggmts chimiothérapeutiques, de
nouvelles formes de rétinoides pour le traitemenfadmaladie résiduelle, de I'immunothérapie
pour une approche plus sélective sans réactioséeavec la chimiothérapie, de la mIBG marquée
et des agents anti-angiogéniques. Elles viseni aumséliorer la qualité de la survie a long terme
qui, pour les stades avanceés de la maladie, estligop de séquelles cardiaques, pulmonaires et

hormonales, pour n’en citer que quelques-unes.

3. Thérapies de différenciation

3.1. Généralités.

Le processus de cancérisation est un phénoméndeoargui implique généralement une
accumulation progressive d’erreurs génétiques enftées par des facteurs environnementaux.
Toutefois, méme si les étapes conduisant a laftmamation d’'un tissu sain en tissu cancéreux
difféerent selon les types cellulaires, elles ontipoonséquence une altération des processus de
différenciation et de maturation des cellules [149]

Les traitements habituellement utilisés pour luttamtre les cellules cancéreuses,
radiothérapie et chimiothérapie, sont souvent &fds mais aussi peu spécifiques et touchent
egalement les cellules saines de l'organisme d&urs| effets secondaires conséquents. Ces
traitements sont également hautement toxiquesagalupart des drogues anti-cancéreuses sont des
agents s'’intercalant dans I'ADN et peuvent condairBapparition de résistances aux molécules
[179].

Depuis quelques années, une nouvelle approchepthérque a vu le jour autour du
concept de thérapie de différenciation [149, 18@tte thérapie fait appel a des agents qui, seuls o
associés a des molécules anti-cancéreuses classisue capables de freiner la prolifération
cellulaire et de réinitialiser les mécanismes d&dinciation cellulaire qui ont été modifiés au
cours de la transformation maligne [149, 180]. tekules qui se différencient reprennent un cycle
cellulaire normal et meurent par apoptose.

Tous les types de cancers revétent un caracteseoplmoins différencié et pourraient étre
concernés par une thérapie de différenciation. Qagoe, a ce jour, un nombre restreint de cancers
susceptibles de répondre aux agents différencaagté étudié. Les cancers les plus concernés sont

les leucémies [181] et notamment par son carabsrgement indifférencié les leucémies aigués, et
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concernent également les neuroblastomes [182, [E83¢ancers de la thyroide, le mélanome [149]
ou encore les cancers hormono-dépendants telegwamhcers du sein ou de la prostate.
En ce qui concerne notre revue bibliographique nousis intéresserons plus

particulierement aux neuroblatomes.

3.2. Neuroblastomes.

Les tumeurs neuroblastiques résultent, en grandiepd'une altération de migration,
voire d'un déficit de différenciation des celluegnpathiques dérivant de la créte neurale. Deux
familles de facteurs trophiques, les neurotrophiteles rétinoides, sont trés étudiées en tant que
molécules de signalisation et agents morphogerssntsls a la différenciation et a la survie des

cellules neuronales. Cette thérapie concerne esbemient la maladie résiduelle de résistance.
3.2.1.Les neurotrophines.

Les neurotrophines, "nerve growth factor” (NGF), N8B neurotrophine-3 et -4 (NT3 /
NT4), jouent un rdle central dans le développentensystéme neuronal normal. Leur action est
médiée par les récepteurs a activité tyrosine kirdes la famille TrK, comme les récepteurs de
haute affinité TrK A, B et C, ainsi qu'un récepteerplus faible affinité p75~ [184].

La découverte du NGF et de son récepteur TrK A mnigede mieux comprendre le
mécanisme moléculaire de différenciation et de roelttlaire programmée du neuroblastome. Une
corrélation étroite entre le niveau d'expression a#s récepteurs et la tumorigénicité des
neuroblastomes a été décrite et associe une fapession du récepteur Trk A aux tumeurs a
pronostic favorable et a une diminution du nombeecdpies deV'YCN[175]. La transfection du
gene du récepteur Trk A dans une lignée de newstuoie déficiente en Trk A, lui restaure sa
capacité de différenciation [185]. Au contrairexpression du recepteur TrK B est associée aux
tumeurs fortement amplifiées &YCN et a mauvais pronostic. Un grand nombre de cesgutsn
expriment aussi BDNF, favorisant ainsi croissanteswgvie des cellules tumorales par voie
autocrine [186]. Ainsi, le profil d'expression desurotrophines et de leurs récepteurs Trk est

déterminant dans l'appréciation du degré de diffé@egion des neuroblastomes.
3.2.2.Les rétinoides.

En raison de leurs effets inducteurs puissantsfaidasur les processus de différenciation
et d'apoptose, les rétinoides sont des agentatilessts dans le traitement des cancers. L'acide
rétinoique est l'un des plus puissants inducteerglitférenciation des neuroblastomi@svitro
[182]. Une diminution de l'expression de l'oncogeM&CN a été associée a un arrét de la

prolifération cellulaire dans des lignées cellidaide neuroblastomes traitées par acide rétinoique
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[187]. A l'inverse, une augmentation de I'expressio récepteur RAR-s'est averée étre un facteur
de bon pronostic pour les tumeurs neuroblastiql®8][ Quant aux rétinoides liant spécifiquement
les récepteurs RAR-ils sont plutbt associés au processus apoptofitR@. Une étude clinique,
conduite par Matthay et al. [177], indique qu'sslie d'une chimiothérapie a haute dose et d'une
autogreffe de moelle osseuse, un traitement &déatB-cis-rétinoique apporte un bénéfice aux
patients chez lesquels il n'y a pas de progresida maladie.

Ces nouvelles données ont modifié le protocoleatrertique francais des neuroblastomes
métastatiques : la chimiothérapie classique (cywsphamide, étoposide ou VP16, cisplatine ou
carboplatine) est désormais prolongée par un tnaité d'entretien de 6 mois par l'acide rétinoique.
Les rétinoides synthétiques, comme le fenrétinggécifiquement inducteurs d'apoptose, sont
développés en recherche [190] et actuellement gésp@n clinique. Ces nouveaux rétinoides
présentent I'avantage d'une part d'induire unetapeplus importante et, d'autre part, d'étre moins
toxiques que les chimiothérapies actuelles.

3.2.3.Les thiazolidinediones.

Les thiazolidinediones, dont fait partie la rogagione, sont les ligands de trois isotypes de
récepteurs activés par les proliférateurs des mrmes ou « Peroxisome Proliferator Activated
Receptor » (PPAR) o, & (B) ety. Une fois activés par leurs ligands, les PPAR farindes
hétérodimeres avec le récepteur nucléaire RXR g9Ra@tinoic Acid Receptor) et modulent la
transcription apres s’étre fixés sur des seéquespexifiques PPRE (Peroxisome Proliferator
Response Elements) localisées dans les régionkatéges de leurs génes cibles.

Les données récentes de la littérature [191], seggegue I'utilisation d’agonistes du
récepteur nucléaire PPARpourrait représenter une nouvelle approche théatepe prometteuse
pour la chimio-prévention ou / et le traitementadetains cancers chez 'homme. PPARSst un
facteur de transcription activé par la liaison dligand. Plusieurs modélés vitro et in vivo
tendent a montrer des effets antinéoplasiques @RRPau sein des tumeurs coliques humaines
[191]. Mais les genes cibles du récepteur sontrenm@l connus dans ces tumeurs.

La Rosiglitazone (RGZ), ligand des PPARa des effets antagonsites sur les lignées
neuroblastiques. A 20 uM, elle diminue la proliféa et la viabilité cellulaire dans la lignée SK-
N-AS mais pas dans SH-SY5Y [192]. La rosiglitaz@nenontré des effets anti-apoptotiques par
induction de I'expression de la superoxyde dismau{@OD) et de la catalase par régulation de la
balance bax / bcl-2, donc faisant appel a des f@i&@sranti-oxydatives [193, 194].
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Si certaines tumeurs cancéreuses peuvent étréesaile diagnostic de cancer équivaut
encore dans de nombreux cas a un arrét de mogphde tous les efforts de la médecine. Méme si
une intervention chirurgicale permet d'enlever ¢ottace de la tumeur, de nouvelles cellules
canceéreuses peuvent rapidement se développerretreria place de la tumeur originale. Certains
cancers résistent méme aux substances chimiquiepiésxet aux radiothérapies intenses, armes
puissantes qui tuent rapidement les cellules eosmiét stoppent la croissance des autres tumeurs.

La clé de I'énigme - pourquoi certaines tumeurs-sthes si difficiles a traiter ? - se trouve
peut-étre dans les cellules souches cancéreuses.

Nous avons vu que dans les neuroblastomes, les basdéculaires expliquant I'activation
de la croissance tumorale, du comportement et deenaibilité au traitement restent en grande
partie inconnue. Nous savons que le pronostic deaecers neuroblastiques est encore sombre de
nos jours et que les raisons de cet échappemenipthédique restent a élucider. La présence de

cellules souches cancéreuses pourrait en étreise ca
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D. Notions de cellules souches cancéreuses.

1. Généralités.

Une cellule souche a la capacité unique de :

- s"auto-renouveler indéfiniment ou de maniére gngée, dans ce cas la division cellulaire
est symétrique (Fig. 23) ;

- produire différentes cellules spécialisées (ddifeiées). La division est dans ce cas
asymeétrique ; les cellules filles ne sont pas idees, et seule une des deux est identique a la
cellule mere (Fig. 23).

Divisions symeétriques Divisions asymétriques

Cellules souches Cellules souches

souches souches

©\ Cellules souches <>\ roaéniteur

ot
g
y
et

Cellule spécialisée

Progéniteur {ex: neutrophile)

@;}' \ Cellule spécialisée

{ex: globule rouge)

Figure 23 : notion d' auto-renouvellement et de division symétrique et asymétrique d’ une
cellule souche

2." Des cellules souches qui ne nous veulent paseaiu! l»

Durant des décennies, les chercheurs en oncolagietté@ confrontés a deux visions
concurrentes des tumeurs : dans un scénario, tseellules d'une tumeur sont identiques et ont
une méme capacité a se diviser et a former de Hesviemeurs. Dans l'autre scénario, seules
guelques cellules spécifiqgues sont capables deefoda nouvelles tumeurs : les cellules souches

cancéreuses.
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La notion de cellules souches cancéreuses datardess 1950 au moins [195], mais
pendant longtemps les scientifiques n'‘ont pas eténesure de mener a bien les expériences
nécessaires pour prouver leur existence en sépkmrdellules souches cancéreuses des autres
cellules de la tumeur.

La plupart des chercheurs étaient d'avis que cesdtaés ne s'appliquaient qu'a la leucémie
et non aux tumeurs solides. En 2003, toutefois, autee équipe de chercheurs de I'Université de
Michigan Medical School a Ann Arbor, dirigée par decteur Muhammad Al-Hajj [196], a
découvert qu'une petite minorité de cellules huesithe cancer du sein, représentant de 1 a 2 % de
la tumeur, pouvaient reformer des tumeurs uneifigpgantées dans des souris [197].

Une équipe de scientifiques du centre italien @barche en oncologie, situé a Milan, a
fait une découverte majeure dans la rechercheestaricer du sein en isolant des cellules souches
de tissus cancéreux prélevés chez une personnée aaliinte du cancer du sein et en les
propageanin vitro [198]. L'expérience a permis l'identification deduwvaises" cellules souches
responsables de la croissance des tumeurs. Cedesetllifferent des types de cellules souches
transplantées pour traiter le lymphome et la leueé@ette équipe a franchi une nouvelle étape en
isolant des cellules cancéreuses du sein ayaptdgsiétés de cellules souches et en les propageant
pour la premiere foisn vitro [199]. L'équipe a décrit l'isolement et la propawatin vitro de
cellules initiatrices de cancer du sein prélevéaesti®is lésions de cancer du sein et une lignée
cellulaire établie de cancer du sein [27]. Les wek dérivées de carcinomes mammaires
comprenaient des cellules indifférenciées capatibsto-reconstitution, de prolifération extensive
sous forme de grappes clonales sphériques non eadbgr et de différenciation entre lignées
épithéliales mammaires différentes. Ces celluledtivées, identifiees par I'expression
membranaires de CD44 et CD24, exprimaient égalemrenmarqueurs spécifique de cellule souche
Oct-4[200]. Elles sont capables de produire de abbes tumeurs dés que 3@entre elles sont
transplantées, contre ®léellules nécessaires en absence de sélectiorpletal

Les premieres expériences réussies ont été efeecié des cellules sanguines. En 1997,
une équipe de chercheurs de l'université de Torf#8pa implanté dans des souris des cellules
canceéreuses prélevees chez des patients atteilgaadenie, et a ainsi pu démontrer qu'une cellule
leucémique humaine sur un million, en gros, étaable de reproduire la maladie. Les chercheurs
en ont conclu que ces cellules rares pouvaient @&residérées comme des cellules souches
cancereuses.

Des protéines, appelées marqueurs tumoraux, sésemtes a la surface de la plupart des
cellules cancéreuses. Ces marqueurs sont simiivegmpreintes digitales. Des scientifiques ont

observé que les cellules dangereuses, capablepamluire la maladie, présentaient a leur surface
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des protéines caractéristiques : les cellules smude la leucémie arborent une protéine, appelée
CD34, également présente sur les cellules soudheatbpoiétiques saines mais pas sur d'autres.
En outre, la protéine CD38 - observée sur la plup@s autres cellules leucémiques - est
systématiqguement absente des cellules souchesrgpmEs humaines [201].

Plus tard au cours de l'année 2003, deux équipesheieheurs ont présenté, de fagon
indépendante, des preuves du rapport de causalité eellules souches cancéreuses et tumeurs
cérébrales. Les docteurs Peter Dirks et SheilahS{bgiversité de Toronto) ont depuis démontré
gue les tumeurs du cerveau chez I'humain compréndes catégories tumorigenes et non
tumorigénes de cellules [202]. La tumeur la plysar&lue du cerveau, le glioblastome, est marquée
par la présence cellules souches cancéreusesudigiuade remplacer des cellules endommagées
forment un tissu cancéreux [203]. Dans leur trawek scientifiques de I'Université John Hopkins
et de I'Université de Milan se sont basés sur lasse de protéines, les protéines morphogenes d'os
(« bone morphogenetic protein », BMP) qui font pereéurs capacité a se diviser aux cellules ayant
des propriétés semblables a celles des cellulehesu

Dans un premier temps ils ont traité préalablententcellules humaines de glioblastome
avec la protéine BMP4, puis ont injecté ces cdllulaitées dans les cerveaux des souris [203].
Alors que des cancers envahissants se sont déeslapez les souris greffées par des cellules non
traitées, aucune umeur n'est apparue lorsque Irdeseont été préalablement incubées avec la
BMP4. Toutes les souris ayant recu les cellulestraitées sont mortes aprés quatre mois alors que
presque toutes les souris ayant recu les cellid@sds étaient vivantes.

Dans un second temps les scientifiques ont injedBMP4 dans les cerveaux de souris ou
des cellules de glioblastome avaient été implant&@3]. Les souris n'ayant pas recu le BMP4 ont
développé des tumeurs malignes lethales. Les swaii€es ont survécu beaucoup plus longtemps.

80 % ont survécu pres de quatre mois apres l'ingtian des cellules cancéreuses [203].

La recherche sur les cellules souches cancéreuserep également de nouvelles
découvertes sur le mode de propagation des candsranétastase. Selon les théories
conventionnelles, la métastase est un processhisti®an cours duquel un petit nombre de cellules
d'une tumeur primaire accumulent progressivemesntnugations génétiques qui leur permettent de
s'étendre a d'autres tissus et d'y former de nmsvélmeurs. Le modele alternatif proposé
aujourd’'hui est le suivant : de nombreuses celllilase tumeur primaire se répandent dans le corps,
mais une seconde tumeur ne peut se former queulors cellule souche rare atteint un nouvel

emplacement.
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Les cultures a long terme de cellules tumorigérigagant des propriétés de cellules
souches pourraient offrir un modéie vitro approprié pour I'étude des cellules initiatrices d
cancer, et constituer un outil valable pour dévedsples médicaments spécifiques et des stratégies
thérapeutiques visant a éradiquer les celluleshe®icancéreuses des tumeurs.

Cette théorie pourrait étre extrapolée aux tumeursysteme nerveux périphérique, en
particulier, les tumeurs neuroblastiques. AinsiSBFFF peut s’inscrire dans l'isolement de ces
cellules qui si elles sont identifiees pourraiestvg de modeles d’étude pour tester les effets de

drogues spécifiques induisant 'apoptose ou miawifférenciation.
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lll. TRI CELLULAIRE PAR SDFFF :
METHODOLOGIES ET APPLICATIONS.

Dans ce dernier chapitre de la partie bibliograpiiqous allons finalement discuter du
réle et de l'intérét de la technique de SAFFF etiéngade tri cellulaire. Au cours de cette derniére
décénnie, sur la base de l'expérience acquise dfF GEO4, 205], le laboratoire de Chimie
Analytique a développé sous la direction de MonsieuProfesseur P. Cardot, l'instrumentation et
les méthodologies faisant de la SAFFF une technigature de tri cellulaire [8]. Parmi les
différentes methodes de tri cellulaire : panningromatographie liquide en microcolonnes,
chromatographie d'affinité, cytométrie en flux (ECfluorescent activated cell sorting ou FACS),
méthodes utilisant des aptameéres, electrophorgsttage, diélectrophorése, méthodes immuno-
magneétiques (magnetic activated cell sorting ou MANG-FF magnétique et électrique...; la SAFFF
se définit comme une méthode analytigue ou préparahon invasive, respectant l'intégrité
fonctionnelle des cellules isolées (viabilite, sfiéité métabolique, état de maturation).

Le réle des différentes méthodes de FFF dans leath@rdes biotechnologies s'accroit
régulierement [4, 5, 7, 8]. Dans de nombreux dopwita SAFFF fut I'une des méthodes pionnieres,
en particulier dans celui du tri cellulaire ou allenserve une place de choix [5, 17]. Ceci concerne
la microbiologie au sens large, I'hnématologie, &urnlogie (développée par I'équipe du Prof.
Cardot), la cancérologie ou le domaine des cellsteshes [5, 11, 17, 34, 52, 205-220].

Ces principales qualités : non-invasivité (méthedes marquage) et respect de l'intégrité
fonctionnelle ; découlent directement de la mise cenvre d'une instrumentation et d'une
méthodologie d'élution, basée sur la stricte olzswr® de l'application du mode « Hyperlayer »,
limitant au maximum les interactions cellules / gaolide.

Deés lors, la séparation ne dépend plus que destahdition des propriétes biophysiques
dans la population étudiée, évitant toute prépamatomplexe longue ou colteuse de I'échantillon
telles que les marquages immuno-fluorescents owimormagnétiques. Ceci représente I’ avantage
majeur des méthodes dites physiques (basées suiftérence de taille et / ou de densité) sur les
méthodes immunologiques (FACS / MACS), en partaulorsque les antigénes sont peu ou pas
exprimés (cellules souches), lorsque les anticogsont pas disponibles, lorsque le marquage
risque d'influencer I'utilisation ultérieure dedlules (culture, transplantation), ou enfin lorsque
celui-ci risque d'induire I'activation ou la moddtion de I'état de différenciation cellulaire (ckds
souches).
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La séparation est également réalisée dans le tesi@sc notions de répétabilité, de
reproductibilité (fidélité intermédiaire), tout esssurant un rendement élevé et la stérilité des
fractions recueillies.

Un couplage de I'élution, basée sur les proprigtegsiques de I'échantillon, avec les
méthodes classiques d'analyse cellulaire : méthddedsiologie cellulaire, immunologiques ou de
biologie moléculaire ; permet un calibrage des ifgaf'élution selon une nouvelle dimension
relative au critere biologique d’'intérét telle glaeploidie, la position dans le cycle cellulaire,...

( concept de cellulomique, Fig. 25) ; laissant sager des applications analytiques ou préparatives.

Parmi les applications les plus récentes dévelappédaboratoire de Chimie Analytique
nous pouvons citer celles concernant I'oncologle domaine des cellules souches [31, 32, 52, 130,
212, 213, 216, 221, 222].
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|.FRACTIONNEMENT PAR COUPLAGE FLUX FORCE
DE SEDIMENTATION (SDFFF).

A. La SdFFF.

La méthode de fractionnement par couplage fluxefate sédimentation fait intervenir un
champ de gravité pour la séparation des especeksgzZhamp le plus simple a mettre en ceuvre est
celui gu'exerce la gravité terrestre (force = 1@ptte méthode, nommée FFF gravitationnelle ou
GFFF (Tableau 1), se pratique avec l'appareillagEFrF le plus simple et le moins onéreux qui soit
(Fig. M1-A). Mais il est tres difficile de moduléat valeur du champ et les temps de rétention sont
parfois trés longs (faible débit de phase mobde)qui limite I'applicabilité de la méthode [2,94,

20, 225].

La méthode proprement dite de FFF de sédimentddibrintervenir des champs multi-
gravitationnels (force >>1 g), par la mise en fotatlu canal a l'intérieur d'un bol de centrifugati
afin de produire des champs élevés, d'intensitéablas et programmables, impliquant cette fois-ci
un dispositif instrumental complexe (Fig. M1-B) #,9, 20, 225].

ultigravitationnel
19)

Champ (1g)
b

Sens de
rotation

Figure M1 : schémas comparés des appareillages de GFFF (A) et de SAFFF (B). a et b:
entré/sortie de la phase mobile ; 1: paroi d'accumulation; 2: feuille de Mylar®.

Cette complexité instrumentale et la nécessitérddyation de joints tournants fiables ont
fortement limité la diffusion de cette techniquely g@st cependant reconnue par la communauté
scientifique comme l'une des plus efficaces etples polyvalentes : mise en ceuvre de tous les
modes d'élution, échelle des particules : 50 nr@/i1@ pum [2, 4, 5, 7]. C’est également une des
seules méthodes permettant la séparation et latéesation des particules grace a la connaissance

précise des relations définissant I'ordre d'éluginrionction de la taille ou de la densité [2, 4{]5
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B. Instrumentation.

La figure M2 représente le schéma général d'unreppie SAFFF développé au sein de

notre laboratoire :

Tube d'entree

Vanne de -
relaxation Joint

, tournant

N\ d'entrée

oo

I

Vanne de Injectlor_l de
I'echantillon

nettoyage

~Tube de sortie

Systéme de
serrage du
canal

Moteur et

controle
de la

Parai du
canal.
canal et
contre canal

centrifugation

/’ Engrenages en
téflon

Tube de sortie
Vers detecteur

rotation
mystéme
Bol de anti vibrations

Figure M2 : schéma général d'un appareil de SAFFF (coupe transversale).

Contairement a la GFFF, le canal n'est plus dispgdét mais en arc de cercle dans le bol

de centrifugation (Fig. M3).

Figure M3 : photographie d'un bol de centrifugation dans lequel est inséré le canal.
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Sa mise en rotation nécessite la construction dppareillage complexe dont les trois
parties principales sont :

- le systeme de rotatioiRole: création et contréle du champ multigravitatiel : moteur

électriqgue, systeme de contréle de la vitesse teion (manuel ou informatisé), systeme de
transmission par courroies ou d'engrenages, asbretdtion (rotor) qui supporte le bol et les jsint
tournants ;

- le bol de centrifugatiorRéle: maintien constant de la géométrie du cqmméaklention des

fuites du canal ;

- les joints tournantRkoOle: il permet le passage de la phase mobileaaers du canal. lls

assurent la transition d'un liquide d'un systemmadtiile (pompe, systéme d'injection, détecteur,
collecteur) a un systeme en rotation. lls suppordEmaximum de stress mécanique : vitesse de
rotation élevée, débit et pression de phase mabpertants. De leur qualité dépend I'absence de

fuite de phase mobile et d'échantillon.
C. Développement instrumental de phase-1.

La diffusion mondiale des techniques de FFF, eiadedFFF en particulier, a été jusqu'a
présent fortement limitée par le manque récurreat rdatériels fiables disponibles a la
commercialisation [2, 4, 5]. Ainsi, de nombreusgaiges, bien que désireuses d'utiliser la SAFFF,
méthode complexe en terme de technologie, y omne@npar manque de matériels adéquats ou de
savoir faire pour le développer. De ce fait, erdpisant nos prototypes, nous avons acquis au cours
de cette derniére décennie une expérience et @ee phique aux niveaux européen et mondial.
Durant ces derniéres années, nous avons prognessivenodifié 'ensemble des piéces maitresses
de l'appareillage : statif, bol de centrifugatioantrdle et pilotage du moteur, joints tournantsy a

de les fiabiliser, et de permettre leur adaptadiornri cellulaire aseptique [8, 11, 304, 326, 344].
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1. Les joints tournants.

lIs sont les pieéces maitresses du dispositif.

ball bearing (1) rotating scil

1 seils () assembly (4)

| "0" ring seal (4) inlet tubing cirelips seals (2) seal loading

i outlet tubi
AN Tl

| v —_

010

wpndie 3 1‘ M @:@;

[ i

\ \
e A0 T G e " A
b\ YT L O

I'lngemght (2) . ) ball bwmg ” Btﬂi‘lllg seal seal hbdy )
a'ssembly (33 ( aasembly (4) l (1

stationary seil
assembly (3)

iy 0 H—
Figure M4 : schéma de la coupe transversale et vue éclatée d'un joint tournant. Inlet/outlet
tubing: tube d'entrée et de sortie, Circlips: circlips, Seals: joints ; Seal loading spring: ressort de
mise en pression des joints; Fingertight: dispositifs de serrage manuel des tubulures ; Sationary
seal assembly : support d'alignement, de rotation et de mise en pression des joints dans la cage;
Ball bearing: roulement & bille; Rotating seal assembly: support joint arriére; Seal body: cage.

Les tubulures d'entrée et de sortie sont en PE@lyethercétone, Upchurch, CIL, Ste
Foy-La-Grande, France), matériau biocompatibletrds faible diametre interne (0,010 a 0,025
inches) afin de limiter les volumes morts et |dudifon longitudinale extra-canal (élargissement de
bande). Le joint devra permettre le passage déndase mobile et des échantillons entre un tube
immobile et un tube mobile sans fuite [326]. Lest® sont fabriqués par Filton puis modifiés (Les
Ateliers Modernes, Aixe-sur-vienne, France) afinrélgondre a nos exigences en terme de fiabilité
et de libération de particules microniques li@iadre.

Ces joints répondent a différentes exigences :

- faible contribution au volume mort extra-canabfilures PEEK®),

- facilité de maintenance,

- fiabilité et résistance.

Ce dernier point est crucial. Il dépend de la @iéa de montage qui est lié a la qualité
d'usinage et au dessin du joint. Le but est d'abtamplus parfaite planéité au niveau de la zoee d
contact entre les joints (parties en friction, igl). Le choix des matériaux constituants ces goint

est alors primordial [344]. Ceci a donné lieu a paetie importante du travail de mise au point
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initiale. La meilleure combinaison semble étralisdtion d'une partie fixe abrasive (laiton) aetréé
partie mobile tendre (carbone), permettant, aprés période de rodage, l'imbrication des deux
pieces assurant ainsi une parfaite étanchéitérateqnle de rodage a lui méme fait I'objet de mise
au point et de validation : rotation a vitesse owg modérée (200 tr/min), d'abord sans flux de
phase mobile, puis en augmentant progressivemelétie.

Ces joints présentent, en utilisation courante, dunete de vie variable de 6 a 18 mois
selon le stress auquel ils sont soumis (vitesseotiion, d'accélération et de décélération). Le
changement des piéces d'usure, phase de mainteobligatoire, s'effectue en 1 heure par une

personne expérimentée.

2. Le bol de centrifugation.

Le canal est obtenu par découpe d'une feuille daf@yaux dimensions choisies: LxIxe
(Fig. M5).

Figure M5 : disposition de la feuille de Mylar® (canal) entre les parois du canal. Légendes: 20 :
canal / 27-28 : entrée-sortie du canal / 26 : volume du canal / 30 : paroi d'accumulation percée
pour la fixation des tubulures Peek® au niveau des extrémités du canal / 10 : paroi de déplétion /

40 : contre canal / 46 : volume du contre canal / 50 : paroi de serrage du contre canal [ 326].
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Au cours de ce travall, trois canaux d'épaissetirdeedimensions différentes ont été
utilisés :

- Canal A: canal del75um d'épaisseur : 817 x 13 x 0,175 mm avec deugmxes en V
de 50 mm de longueur. Le volume mort total du systv/mt) correspond a la somme des volumes
morts du canal, de I'ensemble des tubulures etlel®s volumes de l'injecteur et du détecteur. Il est
mesuré sur le pic d'élution d'un composé non ret@enzoate de sodium 0,1g/L, détection
spectrophotométrique a 254 nm). Vm2149,0+ 5,0 uL (n = 5).

- Canal B: canal del75um d'épaisseur : 818 x 12 x 0,175 mm avec deurrakés en V
de 50 mm. Vmy : 1857,5+ 6,0 pL (n = 6).

- Canal C: canal del25um d'épaisseur : 785 x 10 x 0,125 mm avec deurrakés en V
de 50 mm. Vg : 921,0+ 5,0 pL (n = 6).

Le canal est ensuite placé entre deux plaques d&rmglastique (polystyrene) qui
constituent les parois d'accumulation et de dépié{parties 30 et 10, Fig. M5). Pour obtenir
I'étanchéité, le serrage est assuré par un systenigue [326].

La mise en rotation du bol génére un champ mu#iAgationnel perpendiculaire a la paroi
du canal, champ s'exercant vers I'extérieur dudmkorte que la plaque de polystyrene au contact
du centre du bol devient la paroi d'accumulaticantise en rotation, assurée par l'intermédiaire de
courroie ou d'engrenage (Fig. M4), se fait gracm anoteur électrique de type M71B4 Carpanelli
(Carpanelli, Bologna, Italy). La vitesse de rotati@t donc la valeur du champ externe appliqué,
sont controlées par une unité de pilotage Minin8&@ (Richard Systems, Les Ullis, France).

Des orifices sont usinés dans la paroi du bol . (M) pour le passage et la fixation des

tubulures Peek® d'entrée et de sortie de la phaskden

Figure M6 : photographie d un orifice percé dans le bol de centrifugation permettant le

passage des tubulures d’ entrée et de sortie.
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La fixation des tubulures est assurée par un systdenserrage manuel biocompatible
utilisé en chromatographie basse pression. La phascumulation est elle-méme percée pour la
fixation des tubulures Peek® au niveau des extesrdu canal (Fig. M5). Au contraire des autres
appareillages de SAFFF, pour lesquels l'arrivéla ggrase mobile et des échantillons se fait par la
paroi de déplétion [2, 3], nos prototypes perméttertroduction de la phase mobile directement
par la paroi d'accumulation [326]. Ceci favoriggilisation de procédures simplifiées, rapides et
efficaces d'injection des particules microniquesgdidans le flux", limitant ou annulant le temgs d
relaxationt qui représente le temps mis par une particule pejindre sa position d'équilibre
(équation 1).

Pour éviter toute fuite au niveau du canal, unaggrrsuffisant doit étre réalisé (15 a 25
Nm). Cependant, ce serrage conduit & la déformateoita paroi de déplétion vers l'intérieur du

canal. La forme et le temps de rétention des minsaors fortement modifiés (Fig. M7).

Dehil:1 mlfmin
a
serrage faible | -
51 02 ﬁk'/ [able searapr
E 2 1 Serrage fort L 0 Fm)
= (40 rpr,
=
o
1 4
I S, &Lik¥;__1_
0 1 2 3 4 5

Tanps d'édubion |mim|

Figure M7 : effet du serrage sur la forme des pics de volume mort.

Pour pallier cet inconvénient, nous utilisons ust&syne de contre canal parallélépipédique
(parties 46 et 50, Fig. M5) de plus faible largeturde plus grande épaisseur que le canal [326].
Placé entre la paroi de déplétion et le systensedage, il permet d'absorber la déformation liée a
serrage au centre du canal, tout en transmettanession a I'extérieur afin d'assurer son état&héi
Les pics de volume mort ont un profil regulier atuolume de rétention conforme au volume mort

théorique.

91



Matériels et méthodes

L'ensemble de ces améliorations ont permis la qiiwre de prototypes performants,
fiabilisés, utilisés pour la séparation d'espécéxaniques et sub-microniques de haute densité.
Cette phase de développement instrumental a ééiéss une adaptation méthodologique pour la
mise en ceuvre des techniques d'analyses d'écbastibiologiques [11]. Les enseignements
recueillis au cours de cette étape de développemenpermis la production de prototype de phase-
2 et 3 [326].

Cette nouvelle machine présentée sur la figure M8 a présent assemblée et

completement fonctionnelle, au regard de I'évotutatre les deux types de prototypes :

1 et 2: prototype de phase-2
J: prototype de phase-1

A Joints toumants.

B: Bol de centrifugation contenant le canal.
C: Axe de rotation.

D: Statif.

E: Moteur.

F: Contrdle de la rotation ct acquisition du

signal.

Figure M8 : comparaison entre les 2 phases de prototypes (les appareils sont

photographiés sans dispositifs de protection).
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D. Matériel chromatographique.

En terme d'instrumentation la SAFFF utilise, horlmisolonne qui est remplacée par le bol
et le canal de séparation, I'ensemble des disfsogtrouvés dans une chaine de CLHP :

- pompes isocratiques double piston en opposit®mplthse : Waters 501 et 515 (Waters
associate, Milford, MA, USA),

- vanne d'injection : vanne manuelle Rheodyrd 25i (Rheodyne, Cotati, CA, USA),

- détecteurs UV-Vis a simple longueur d'onde : 8péow 783 programmable absorbance
detector (ABI-Kratos, Ramsey, NJ, USA), et Wate86 Aunable Absorbance Detector (Waters
Associates),

- boitiers d'acquisition : boitiers 14-byte M110&itkley (10 ou 100 mV input / Keithley,
Metrabyte) opérant a 2 Hz minimum. Les informatidmnt ensuite transmises a un micro-
ordinateur pour étre traitées : tracés des fraatagres, calculs des moments, des valeursqge R

etc...
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ll. CULTURES CELLULAIRES.

A. Lignee d’'ostéosarcome humain 1547.

1. Conditions de culture.

Les cellules 1547 sont des cellules tumorales sssi@stéosarcome humain. Ces cellules
ont été aimablement cédées par Mr. Le ProfessegauRi(Laboratoire de Biochimie, Faculté de
Médecine, Université de Limoges, France) a Mr. Lefdsseur Beneytout (Laboratoire de
Biochimie, Faculté de Pharmacie, Université de lgeg) France) avec qui nous avons étroitement
collaboré.

Ces cellules adhérentes sont cultivées dans lequiés de culture de 75 &r(Sarstedt,
Marnay, France) & une densité de 3.déllules/cm dans du MEM (Minimal Essential Medium,
Invitrogen, lllkrich, France) supplémenté avec 10 d& Sérum de Veau Foetal (SVF)
décomplémenté (Invitrogen), 100 Ul/mL de pénicdlinet 100 pg/mL de streptomycine
(Invitrogen). Elles sont maintenues en culture damsncubateur thermostaté a 37 °C sous 5% de
CQO,, en atmosphére humide (95% d’humidité). Aprés rax@iupéré le surnageant de culture et
rincé les cellules adhérentes au PBS-1X (Phosdhafer Saline-1X, pH = 7,4) afin d’éliminer
toute trace de sérum, les cellules sont décollésdldsques par un traitement a la trypsine 2,5 %
(Invitrogen) de 10 minutes a 37°C dans 'incubateur

Les cellules sont centrifugées a 200 g pendantutes et le culot cellulaire repris dans le
milieu de culture. Les numérations des celluleanies sont réalisées sur cellule de Malassez par le
test d’exclusion au bleu Trypan (Sigma Aldrich, rB@uentin-Fallavier, France), les cellules
blanches ayant exclu le bleu étant vivantes. L#ales sont ensemencées ou utilisées a différentes

densités selon les expérimentations.

2. Conditions de traitement.

Les cellules sont maintenues en culture dans dsgues 75 cfmpendant 72 heures puis
traitées a la diosgénine (Sigma Aldrich) pendan¢éres.

Une solution & 16 mol/L de diosgénine est préparée par dissolutstacoudre dans de
I'éthanol absolu. L'induction de I'apoptose requieme concentration de 40:10mol/L. Les
cellules témoins sont traitées avec la méme qéadtithanol absolu (< éthanol 0,1 %) pendant 6

heures.
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3. Tri par SAFFF.

Préalablement au tri par SAFFF, le surnageant Herewest récupére, pour les cellules
témoin (témoin-6h) et traitées (dios 40 uM-6h). lceflules adhérant a la flasque sont décollées
sous l'action de la trypsine et ajoutées aux omdluprésentent dans le surnageant (cellules
flottantes). Apres centrifugation, le culot celindatotal est resuspendu dans du PBS afin obtenir
une suspension de 2,5%@llules/mL.

Les cellules sont triées par SAFAPT. — pic total (de 4'50" a 8'50") &n — fractions,F1
(de 4'50" a 5'50") 2 (de 6'10" a 7'30") +3 (de 7'50" a 8'50"). Les fractions collectées sont
centrifugées et les cellules sont réensemencées dkzs puits de plagues 6 puits (Nunc, Fisher

Scientific Bioblock, lllkrich, France) & une desite 4.10cellules/puits.

B. Lignée neuroblastique humaine IMR-32.

1. Conditions de culture.

Les cellules IMR-32 sont des cellules tumoralesassde neuroblastome humain. Elles ont
d’abord été cédées par Paula Lazcoz Ripoll, éttelian thése sous la direction du Docteur Javier
Castresana (Département des sciences de la samt@rdité publique de Navarre, Pampelune,
Espagne) puis achetées a 'ATCC (American Type uealCollection, LGC Promochem SARL,
Molsheim, France). Ces cellules sont cultivées dansiilieu D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) GlutaMAX™ - | (Invitrogen) contenant 4500 mg/mL de glucosppémenté avec 10 %
de SVF décomplémenté (Invitrogen), 10 % d’acideméamnon essentiels (Invitrogen), 100 Ul/mL
de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine (Irogen).

Les cellules sont cultivées dans des flasques terewle 75 crha une densité cellulaire
de 1,5.10 cellules/cm (Falcon, Fisher Scientific Bioblock, lllkrich, Free) et maintenues dans un
incubateur thermostaté a 37 °C sous 5% dg, €E®@atmosphére humide (95 % d’humidité).

Apres avoir réecupéreé le surnageant de culturenegries cellules adhérentes au PBS, les
cellules sont décollées des flasques par un traitému versene (0,2 g/L EDTA-tétrasodique dans
du PBS, Invitrogen) de 10 minutes a 37°C dansulrateur. Les cellules sont centrifugées a 200 g
pendant 10 minutes et le culot resuspendu danslieunde culture. Les numérations des cellules
vivantes sont réalisées sur cellule de Malassezlgpdest d’exclusion au bleu Trypan (Sigma
Aldrich).
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2. Tri par SAFFF.

La suspension cellulaire éluée contient 2.802,5.18 cellules/mL. Aprés élution, 4
fractions sont collectée®T — Pic Total — etFn — Fractions :PT (de 3'20" a 10'05") etF1 (de
320" & 4'25") -F2 (de 5'00" & 6'45") €3 (de 7'20" a 10'05"). Les fractions sont centriegyét
réensemencées en chambres Lab®Té&k puits permanox (Nunc) & une densité de %5.10

cellules/puits. Les cellules sont maintenues etureibour différentes expérimentations ultérieures.

C. Condition de stimulation des cellules.

Les études de prolifération, de différenciation @apoptose ont été réalisées apres
différents temps d’exposition a diverses molécules stimulations sont réalisées avant ou apres tri

par SAFFF. L’ensemble des conditions de stimulaginépertorié dans le tableau M1.

g Concentrations : Temps
Noms Propriétes . o Fournisseurs : o
finales utilisées d’exposition
L Agent pro- , : 6 h aprés tri
diosgénine apoptotique 40 uM Sigma Aldrich (1547)
L Agent pro- . , 24 h apres tri
diosgénine apoptotique 40 uM Sigma Aldrich (IMR-32)
rosiglitazone | Agent différenciant 20 uM GlaxoSmitime 7%”&;%2? tri
« super Fas ligand Diaclone
Rh super Fas| recombinant humairn, 24-48 h apreés tri
. 20 et 50 ng/mL (Besancgon,
ligand agent pro- (IMR-32)
X France)
apoptotique
. Immunotech
Anticorps (IgM) y e
7C11 agoniste du 50 et 100 ng/mL Beck_man_ Coulte) 48 h apres tr
. (Villepinte, (IMR-32)
récepteur Fas
France)
BrdU (5- R
Analogue de base, . : 24-48-72h aprés
bromo-2- intercalant de 'ADN SOUM Sigma Aldrich tri IMR-32)
deoxyuridine)

Tableau M1 : nature, propriété, concentration ehfes d'incubation des principaux

effecteurs utilisés.
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lll. ETUDE DE LA VIABILITE ET DE LA
PROLIFERATION CELLULAIRES.

A. Méthode d’evaluation de la viabilité cellulaire partest au
MTT.

Le test au MTT [345] est utilisé afin d’évaluemembre de cellules vivantes. Le MTT [3-
(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazoliumdmure] est un sel de tétrazolium jaune, soluble
qui, apres réduction par une enzyme de la chaispiratoire mitochondriale, la succinate
déshydrogénase se transforme en cristaux bleusraeZan, insolubles. Les cristaux de formazan
formés sont solubilisés par une solution acideatkusn dodécylsulfate (SDS a 10 % en PBS, HCI
0,01 N) et la coloration bleue est quantifiable gectrophotométrie a 550 nm (lecteur de plaques
ELISA Multiskan EX, Labsystems, Cambridge, Unitethgddom). Ce test est utilisé pour comparer
la croissance de cellules témoins a celle de esllirhitées par diverses molécules.

Les cellules 1547 triées par SAFFF (PT et Fn) séahsemencées dans des puits de
plaques 6 puits pendant 72 h. Les cellules témoinées sont ensuite incubées dans leur milieu de
culture avec 0,5 mg/mL de MTT pendant 4 heures Héns/e en atmosphere humide (37°C et 5 %
de CQ). Les cristaux de formazan sont ensuite dissousipa solution de lyse (SDS 10 %, HCI
0,01 N) et les plaques sont laissées a 37°C surifafin de libérer les cristaux de formazan fosmé
dans les cellules. L’absorbance est mesurée a BbQ.@s blancs analytiques correspondent a du
milieu de culture contenant du MTT et la solutianlgse.

Les résultats sont présentés en pourcentage paortag la valeur obtebue pour le puits
contrdle : (Absorbance moyenne des cellules tmitésorbance moyenne des cellules contrdles)
x 100.

B. Déetection de la proliferation des cellules par npooation
de BrdU.

La bromodeoxyuridine est une homologue de la thymidCette base peut étre incorporée
dans I'ADN au cours de la phase de réplicatioriAleN, phase S du cycle cellulaire. La BrdU est
ajoutée au milieu de culture a la concentration58epuM. Cette étude est réalisée selon les

instructions du fournisseur (Labelling and detectiGt 1l, Roche Diagnostics, Meylan, France).
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Les cellules sont fixées au paraformaldéhyde ddué% dans du PBS (PFA, Sigma Aldrich)
pendant 15 min a température ambiante puis lavéfless d min avec du PBS. Les cellules sont
perméabilisées au triton sodium-citrate (Sigma lgr pendant 2 min a 4°C. La préparation est
rincée a nouveau 3 fois par du PBS. L’ADN cellidadst dénaturé par du HCI 2N (Sigma Aldrich),
pendant 1 h a température ambiante. L'acide chtbityye est ensuite neutralisé par un tampon
borate 0,1 M durant 10 minutes. Apres 3 lavage$ arinutes au PBS, la solution d’anticorps
monoclonal de souris anti-BrdU (1/100 en PB®$ma Aldrich est incubée 30 min a température
ambiante. Les cellules sont lavées 3 fois 5 mirc ae PBS puis I'anticorps secondaire anti-Ig de
souris, Alexa Fluor 488 (1/4500 en PBS, Moleculaobs, Leiden, Netherlands) est incubé
pendant 30 min a température ambiante. Les cellbes lavées au PBS puis contre colorées
pendant 10 min au bleu Evans (fluorescence rougecdeps cellulaires, Sigma Aldrich). La
préparation est montée entre lame et lamelle ecéeghlrgélatine (Sigma Aldrich). L’observation
est effectuée au microscope a fluorescence (LeMBRX muni d'une caméra DFC 300 FX, Rueil-

Malmaison, France).

C.Etude de la morphologie des cellules traitées a la

diosgénine par microscopie optique a contrastendse
La morphologie des cellules traitées ou non a tsgknine 40 uM pendant 6 h a été
observée en microscopie optique a contraste deepl@asectifs x10 et x40). Les cellules

ensemencées comme précédemment décrit sont olbsewédricroscope et prises en photos avec

un dispositif d'acquisition d'image numeérique (Nik€hampigny-sur-Marne, France).
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IV. DETECTION DE LA MORT CELLULAIRE.

A. Détection de la libération des nucléosomes solubéeda
méthode E.L.I.S.A.

La proportion de cellules en apoptose induite patidsgénine a 40 uM pendant 6 h sur les
cellules 1547 a été évaluée par le dosage desasoces solubles. Lors de I'apoptose, la
chromatine se fragmente conduisant a la formatiemudcléosomes libérés dans le milieu. Ce
dosage a été realisé par la technique immuno-ertiguea E.L.I.S.A. (Enzyme-Linked Immuno-
Sorbent Assay) d'apres les instructions donnéedepéournisseur du kit Cell Death Detection
ELISA P (Roche Diagnostic, Meylan, France).

Aprés avoir trié les cellules par SAFFF, les frawdi et les cellules témoins sont
ensemencées en plaques 6 puits a*4dules / puits et maintenues en culture pendart dans
leur milieu de culture. Le surnageant et les cefludhérentes décollées par un traitememnt a la
trypsine, sont centrifugés a 200 g pendant 10 regutes culots cellulaires sont repris dans du
tampon de lyse (4 mL/£Gellules) pendant 30 min & température ambiargs. lysats cellulaires
sont ensuite centrifugés, 10 min a 200 g, a 4°Ga @era comme effet de culoter les débris
cellulaires, les nucléosomes se trouvant quantxadans le surnageant. 2. du surnageant de
chaque condition sont alors ajoutés dans des papssés de streptavidine. 80 pL / puits
d'immuno-réactif contenant deux anticorps, 1 aigtdne couplé a la biotine et 1 anti-ADN couplé
a la peroxydase (la POD ou Horse-Radish Peroxyda®sgisemble des composants est incubé 2 h
a température ambiante sous agitation lente. Auscde l'incubation, les mono- et les oligo-
nucléosomes formés lors de la fragmentation de NAEbnt complexés avec les anticorps anti-
ADN et anti-histones, ces derniers étant capturébrad des puits par la streptavidine (complexe
streptavidine / biotine).

Aprés avoir 6té délicatement la solution, troisalges sont réalisés. Le substrat de la
peroxydase, 'ABTS (2-2’-azino-di-[3-éthylbenzoth@dine sulfonate] est alors ajouté et incubé
pendant 15 min sous agitation a température anetra I'abri de la lumiére. La quantité d’ABTS
oxydé (la réction enzymatique donne une coloratierte), correspondant a la quantité d’ADN
fragmenté, est mesurée a 405 nm (ELISA Multiskan Exbsystems). Le blanc analytique est
obtenu par la solution d’ABTS, lue a 490 nm, longud&onde de référence.

Les valeurs moyennes d’absorbance (valeurs a 40muxyuelles sont retranchées les

valeurs & 490 nm) sont ensuite calculées. Un coletnpositif est fourni dans le kit. Lorsque I'on
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teste les effets apoptotiques d’'une drogue et ¢ure dquantifie I'apoptose par ce test, il est
primordial de le faire également sur des cellulémdins. Ainsi, nous pouvons déterminer

'apoptose basale présente au sein de ces cellules.
B. Mise en evidence de 'apoptose par la méthode TUNEL

Les cellules ont été ensemencées dans des chaméresiture (Lab-Tek 8 puits
permanox, Nunc, Pxcellules/puits) et laissées pendant 72 h dansnélieu de culture avant d'étre
stimuléesavec différentes moléculelsa présence d’apoptose est évaluée par la méthotEL
(TdT-Mediated dUTP-Nick End Labeling) selon les tiostions dufournisseur (Promega,
Charbonnieres, France).

Les cellules sont fixées par du PFA dilué a 4 %sdan PBS gperméabilisées pendant 5
mina 4°C par du Triton X100 (Invitrogen) dilué a ® dans du PB3.es cellules sont ensuite
lavées au PBS. Apres 10 min de mise en contactlavempord’équilibration (fourni dans le kit),
les cellules sont incubées 1 h a 37°C et a I'oligcavec une solution de polyméres nucléotidiques
conjugués a la fluorescéine contenantetaninale-deoxynucléotidyl-transférase. Cette ereyma
catalyser la liaison de polymeérascléotidiques fluorescents a I'extrémité 3'OH dibdes brins
d’ADN générés au cours tlapoptose.

La réaction est arrétée par incubation des celljpégglant 10 min dans uselution SSC
2X (Saline Sodium Citrate). Aprées lavage en PBSréalise une contre-coloration au bleu-Evans
(10 min, Sigma Aldrich). Apres plusieurs lavagesRBSS et un lavage a l'eau, les cellules sont
fixées entréame et lamelle en glycérol-gélatine (Sigma Aldyidroutes les cellules fluorescent en
rouge avec pour les cellules apoptotiques unediemnce verte au niveau du noyau. Les cellules
en apoptose sont alors comptées (au moins 3 chaangendition et 306ellules par essai) avec un
microscope a fluorescence (x 200, Carl Zeiss S.ASB/, Jena, Allemagne). L'indexpoptotique
des cellules est déterminé pour chacune des conslitpar rapport a I'état basgui est

arbitrairement fixé a 1.

C. Mise en évidence de I'apoptose par Annexine V-F@EiC

cytometrie en flux.

Le kit ANNEXIN V-FITC (Beckman Coulter, Paris, Frea) utilise une technique de
détection de I'apoptose basée sur la capacitéxdedn de I'annexine V sur les phosphatidylsérines

(PS) et sur la capacité de I'iodure de propidiuR) @ s’intercaler dans ’ADN.
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Au cours du phénoméne d'apoptose, la cellule sdeit nombreuses modifications
morphologiques, biologiques et biochimiques. Parggs changements, un «flip-flop »
membranaire est observé a la surface des cellube®guant I'externalisation de phospholipides
chargés négativement, les PS habituellement eredsss!’intérieur de la bicouche lipidique. Ce
phénomeéne apparait précocement au cours de I'sgptd’intégrité membranaire des cellules est
maintenue.

Le kit utilise la capacité de 'annexine V de s lspécifiguement aux PS en présence de
calcium. L’'annexine V étant couplé au FITC (isotyanate de fluoresceine), une mesure du
nombre de cellules en apoptose grace a la mesutinmsité moyenne de fluoresence par la
technique de cytométrie en flux.

L’iodure de propidium est également utilisé pourttneeen évidence des cellules dont
lintégrité membranaire est perturbée. En effd® lie peut pénétrer dans la cellule et S’intercaler
dans I’ADN que si la membrane est perforée, ceeqtile cas pour les cellules mortes par nécrose
ou a un stade tres avance d’apoptose (nécrosapastotique).

Les cellules sont remises en suspension dans lpotamdX fourni dans le kit a la
concentration de 5.2@& 5.16 cellules / mL. Sont ensuite ajoutés [1 pL d’annex¥-FITC + 5 pL
d’'IP] & 100 pL de suspension cellulaire. Aprés 1B diincubation a 4°C, on rajoute 400 pL de
tampon 1X afin d’obtenir un volume suffisant potanalyse par cytométrie en flux (cytomics
FC200, Beckman Coulter, France).
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V. IMMUNOCYTOCHIMIE PAR
IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE.

A. Principe.

L’expression de protéines, a I'état basal ou daifférdntes conditions de stimulation, a été
étudiée par immunofluorescence sur la lignée ndastigue IMR-32. Les cellules (témoins et
éluées), a raison de 16u 10 cellules par puits, ont été ensemencées en char@tpeis (Lab-
Tek® permanox , Nunc). Aprés différents temps de reraiseulture, le milieu de culture est alors
retiré et les cellules sont fixées grace a unetisolde PFA a 4% (Sigma Aldrich) dans du PBS
pendant 30 min.

Les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS, et perméabilisées par une solution
d’alcool/acétone (50/50 v/v, Sigma Aldrich) ou détdn X-100 a 0,1 % (Invitrogen) dans du PBS
pendant 5 minutes a 4°C,afin de permettre la détecfantigenes intra-cellulaires. Trois rincages
en PBS sont réalisés. Une saturation des siteisat@h non spécifiques est réalisée par incubation
des cellules avec une solution de sérum de ch&mené Aldrich) dilué a 10 % dans du PBS ou de
Bovin Serum Albumin (BSA) dilué a 4 % dans du PBSigant 2 heures a température ambiante.
Les cellules sont alors lavées 3 fois en PBS puiskiées avec des anticorps primaires dilués dans
la solution de saturation. Cette incubation peuage a température ambiante pendant 90 minutes
ou sur la nuit a 4°C et sous agitation lente.

Les anticorps primaires utilisés, leur spécificitéur dilution et les fournisseurs sont

répertoriés dans le tableau M2.
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Noms Specificité Hobtes Isotypes Fournisseurs Dll_qthns Propriétés
utilisées
Molécule
d’adhésion Santa Cruz Marqueur des
N-CAM cellulaire souris IgG1 Biotechnology 1/50 cellules
neuronale (N- (CA, USA) neuronales
CAM)
NKH1- . N-CAM couplé a
N-CAM souris lgG1 Coulter Clone 1/75 | la Phycoerythrine
RD1
(PE)
. . cytlg?r\l;otion Marqueur des
2F11 Neurofilament|  souris lgG1 (Trappes 1/50 cellules
' neuronales
France)
Marqueur des
PSA-N- N-QAM ] souris IgM Abcys (Paris, 1/200 cellules
CAM polysialylée France) neuronales en
migration
. Marqueur des
Nestine . Fllarrjept§ souris IgG _Santa Cruz 1/20 progéniteurs du
intermédiaires Biotechnology SNC
Filaments Santa Cruz Marqueur des
Vimentine | intermédiaires | souris I9G Biotechnology 1/50 progéniteurs du
du cytosquelette SNC
Partie intra-
BG-27 Fas humain souris lgG2a Diaclone 1/5Q0  cellulaire du
récepteur Fas
Protéine gliale . Santa Cruz Marqueur des
GFAP fibrillaire acide lapin polyclonaux Biotechnology 17400 astrocytes
Tyrosine Kinase . Santa Cruz Récepteur aux
TKA Récepteur A lapin polyclonaux Biotechnology 1/200 neurotrophines
Tyrosine Kinase . Santa Cruz Récepteur aux
KB Récepteur B lapin polyclonaux Biotechnology 1/200 neurotrophines
Bromodesoxyur . . . Analogue de basg
BrdU idine souris IgG Sigma Aldrich 1/100 | d’ADN, marqueur
de prolifération
BZ1 souris lgG2a Diaclone Variable .Contr'ole
isotypique
BZ2 souris lgG1 Diaclone Variable _Contr_ole
isotypique
Santa Cruz N
Irrelevants . . Contréle
de lapin lapin IgG _ Variable isotypique
Biotechnology

Tableau M2: liste des anticorps primaires utili@simmunocytochimie par

immunofluorescence indirecte.
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Apres 3 lavages au PBS, les anticorps secondaitefgade souris ou de lapin couplés a
un fluorochrome (Tableau M3), sont incubés avecdelules pendant 30 min a température

ambiante.

Specificité Hotes fluorochrome Fournisseurs Dilutis
utilisées
Molecular Probes 1/4500 ou
(Leiden, Pays-Bas) 1/9000

Ig totales de souris  chevrg Alexa fluor 488

Ig totales de souri§  chevre  Alexa fluor 594 Molecurrobes 1/14/2((;(86) N
Ig totales de lapin| chevre¢  Alexa fluor 488 MolecWraobes 1/14/2((;(86) N
Ig totales de lapin| chévre  Alexa fluor 594 MolecWraobes 1/14/2((;(86) N

Tableau M3 : liste des anticorps secondaires @flisn immunofluorescence indirecte.

Enfin, les cellules sont lavées par du PBS, 3 20isnin, rapidement rincées a I'eau puis
fixées au glycérol-gélatine (Sigma Aldrich) entaene et lamelle. Les lames sont observées grace a

un microscope a fluorescence (Leica DMRX).

B. Les controles.

Un contrble isotypique est effectué pour chaquecargs primaire, avec selon les cas, des
immunoglobulines Ig irrelevantes, 1IgG1 ou IgG2aifpees chez la souris ou une fraction purifiée
d’'lgG de lapin.

De méme, un contréle systématique de chaque apsicacondaire a été effectué afin de
vérifier 'absence de fixation non spécifique. Poata, les cellules sont incubées avec I'anticorps

secondaire, sans incubation préalable a un aniqouimaire.
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VI. COMPTEUR DE PARTICULES COULTER
COUNTER..

A. Principe.

Le Coulter multisizer 1l (256 channel Multisizer, Beckman Coulter, Fullerton, CA) est
un analyseur multi-canal de dimension particulaette technique est basée sur l'utilisation de
limpédance électrique permettant I'étude d’undribistion de tailles des particules allant de 0,4 &
1200 um. Le principe de cet appareil est basé swatiation de résistance provoquée par des
particules (cellules, amidons) placées dans un phéectrique. La résistance est mesurée entre
deux électrodes placées de part et d'autre d'tineocalibré (70 um) a travers lequel les partisule
sont aspirées (Fig. 9). A chaque passage d'unecylart elle déplace son propre volume
d'électrolytes et génére un signal proportionneleavolume. L'unité de traitement des données
produit, ensuite, directement sous forme graphigie/ ou numeérique, une distribution
granulométrique en diamétre équivalent volume. $pakitif manométrique permet de mesurer le
volume de liquide aspiré et ainsi de connaitreolacentration des particules dans I'échantillon en
nombre ou en volume. Le diametre équivalent-voluest en fait, le diametre de la particule
théorique se comportant de la méme maniere quartecye considérée réelle et qui, elle, n'est pas
forcément sphérique. Pour chaque population étudigebtient une valeur de distribution de taille
permettant le calcul du diamétre moyen. Celle-tiodgenue sur le cumul de deux aspirations du
méme échantillon (500 pL / essai). Les résultatd murnis en terme de moyenne de diametre
moyen mesuré sur trois expérimentations indéperdarite tube orifice utilisé présente une
ouverture de 70 um dont la calibration a été réalizar I'utilisation de billes de latex certifiéhes
6.992 + 0.050 um (1.0% CV, Duke Scientific, PaltAICA, USA).
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Source de courant continu
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Figure M9 : principe d'aspiration, de détection et de comptage des particules par Coulter

Counter.
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l. SUIVI (MONITORING) PAR SDFFF DE
L'HYDROLYSE a-AMYLOSIQUE DES AMIDONS DE
RIZ ET DE BLE

La digestion enzymatique est une mise en oceuvre amélitgiqgue du tri de particules
microniques. Le mode « Hyperlayer » a pu s’appliqae monitoring et au tri de populations
complexes. Cette étude m’a permis d’appréhenderdeditions d’élution en mode Hyperlayer, de
maitriser la collection de fractions permettantuiies!’exploration des mécanismes de I'hydrolyse
enzymatique.

Comme cela a été décrit (p.75), la SAFFF peutudilisée afin de suivre et de caractériser
un événement biologique (monitoring). L'une desrpeees étapes d’analyse par cette méthode a
concerné le suivi de la dégradation enzymatiqukadedon de riz natif par une-amylase, a basse
température [341]. L'amidon représente l'une dexipales sources énergétiques au plan mondial,
et sa dégradation enzymatique en glucose, malteseabto-polyosides par des et f-amylases
constitue l'une des plus importantes réactions sn&e ceuvre dans l'industrie agroalimentaire
(panification, fermentation, brasserie,...) et chin@g(amidons modifiés) [346-350]. L'étude de
cette réaction fait I'objet d'un nombre importaré gublications annuelles, qui concernent
essentiellement la dégradation enzymatique d'arsidm@alablement modifiés et partiellement
hydrolysés : hydrolyse acide a forte température9$3C) par exemple. Dans le contexte de
sauvegarde des ressources en eau et en énergje [[@bitle de la dégradation enzymatique des
amidons natifs a basse température (30 a 45°C)dhjet d'un nombre croissant de travaux [352,
353]. Les études menées sur I'amidon de riz [3daLhwntré une corrélation entre la cinétique de
dégradation et I'évolution des profils d'élutionldenidon (fractogrammes : variation deg,fet de
Absorbancgay).

Ainsi apres cette étape de calibration, la SdFFFaegt comme un outil permettant, par le
simple enregistrement des fractogrammes, le s@weadte réaction. Ceci est rendu possible par la
capacité du systeme a trier les particules en iimmcte leur taille et de leur densité [341, 354). E
méme temps que le monitoring, la potentialité offgrar la SAFFF de collecter des fractions de
I'échantillon permet, par le suivi de la variatoa la taille moyenne des granules élués dans chaque
fraction (analyse par cytométrie en flux et par BouCounter®), de mieux comprendre I'impact de
l'activité enzymatique sur la balance taille / d&n$341, 354]. La SdFFF aide également a

I'exploration du mécanisme d'hydrolyse enzymati@4d, 354]. Une premiere étude a concerné un
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amidon dit monomodale, I'amidon de riz [349, 3585]3 ce qui implique que les graifdidtaidon
présentent une distribution de taille homogénewuttune valeur moyenne, comme cela est le cas
pour les amidons de mais ou de pomme de terre §549,355]. Certains amidons, tels que ceux du
blé ou de l'orge, au contraire présentent uneiloiigion de taille bimodale de leurs granules emxdeu
populations principales : une population de grasmélale taille > 20um, qui représente 10% de la
population et 90 % du volume ; et une populatiorgdules B de taille < 10um, qui représente
90% de la population mais 10 % du volume [332, 384, 354-357].

L'objet de ce premier travail de thése a été dbatilles capacités de la SAFFF pour le suivi
de la dégradation enzymatique d'amidons de rizeetl@ natifs par une-amylase a basse
température. La collection de fractions et le sdwileurs variations de tailles devraient permettre
de mieux comprendre le mécanisme d'hydrolyse enzyuea spécifiquement impliqué pour
chacune des populations de granules présentes.
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1. Abstract.

Enzymatic starch granule hydrolysis is one of thestmimportant reactions in many
industrial processes. In this work, we investigatesl capacity of SAFFF to monitor the native rice
starch amylolysis. In order to determine if fractog changes observed were correlated to granule
biophysical modifications which occurred during dohysis, SAFFF separation was associated with
particle size distribution analysis. The resultsvebd that SAFFF is an effective tool to monitor
amylolysis of native rice starch. SAFFF analysis waapid (less than 10 min), simple and specific
method to follow biophysical modifications of stArgranules. These results suggested many
different applications such as testing series dfyeres and starches. By using sub-population
sorting, SAFFF could be also used to better uraleisstarch hydrolysis mechanisms or starch

granule structure.
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1. Abstract.

Enzymatic starch granule hydrolysis is one of thestmimportant reactions in many
industrial processes. In this study, we investigdte capacity of SAFFF to monitor the amylolysis
of a bimodal starch population: native wheat staR&sults demonstrated a correlation between
fractogram changes and enzymatic hydrolysis. Furtbee, SdFFF was used to sort sub-
populations which enhanced the study of granule slistribution changes occurring during
amylolysis. These results show the interest in bogpSdFFF with particle size measurement
methods to study complex starch size/density maatifins associated to hydrolysis. These results
suggested different applications such as the assmeiof SAFFF with structural investigations to

better understand the specific mechanisms of aysitobr starch granule structure.

127



Résultats

C. Discussion / Conclusion.

Lindeboom et al. [354] ont suggéré dans une reegente que la FFF de sédimentation
pouvait étre un outil de choix pour I'étude dedacation amylolytique par sa capacité a tenir compte
des variations de taille et de densité liées auaméme d'action des enzymes impliquées. Ces
études démontrent la capacité de la SAFFF a su@reinétigue enzymatique par le seul
enregistrement des fractogrammes en comparaisqmadili témoin [327, 341]. On voit nettement
(Fig. RI-3 et RII-5), une disparition précoce epice du pic des amidons de type B, qui sont les
plus sensibles a l'attaque enzymatique [354]. @ortnent a ce que I'on observe pour I'amidon de
riz (Table RI-I) [341], en ce qui concerne les gras de type B du blé on ne note pas de variation
significative des temps de rétention et donc glg (Rable RII-).

A la confirmation des capacités de monitoring d'wéaction enzymatique s’ajoute ici,
celle de I'exploration du mécanisme enzymatiquel'aasociation : élution calibrée / collection de
fractions / analyses de taille des granules él88%,[341]. Comme nous l'avons démontré dans la
partie consacrée au mode d'élution (p. 10, § Z§tkntion a champ et débit constants dépend, dans
le mode « Hyperlayer », principalement de la tatiele la densité [2-4, 14, 17-25]. La collectien d
fractions (Figs. RI-3, -4 et -5 ; RII-3 et -5, -6-&) permet de facon orthogonale :

- 'analyse de la distribution de taille des pattis éluées dans chaque fraction (mesure de
la taille moyenne).Cela aboutit a la reconstitutitenla distribution de taille dans le fractogramme
(Figs. RI-4 et 5; RII-3, -6 et -7) ;

- I'analyse de la variation de densité. La cori@taentre variation du diamétre moyen et
Robspermet alors de déterminer si I'hydrolyse se ptoalgiensité constante ou non. Il faut rappeler
gue selon le mode « Hyperlayer », a densité élg@articules les plus grandes générent le plus de
forces hydrodynamiques et sont situées plus hait ldacanal. Elles sont €luées avant les particules
de plus faible diametre. A taille égale, les patas les plus denses sont plus sensibles au champ d
gravité et sont éluées en dernier. Dans une paopulde forte polydispersité en taille et densité,
comme le sont les amidons, les particules les gtaades et les moins denses seront éluées en
premier, alors que les plus petites et les plusete seront en dernier [2-4, 14, 17-25].

Ceci permet I'étude cinétique de la lyse enzymatidas deux principales populations

d'amidon (granules A et B).
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L'amidon de riz présente une distribution de tailenomodale centrée autour d'une valeur
moyenne de 4,95 0,15 um (n = 3), comme cela est décrit danstiarditure [33, 356] (Fig. RI-4).
L'analyse de la distribution de taille des paresuéluées dans le fractogramme montre, pour des
particules microniques, €luées en mode Hyperlayegrdre d'élution inverse a leur taille (Fig. RI-
5). Les granules de petite taille sont élués emmedémontrant une élution dépendante de la
densité (F1 a F3, Fig. RI-4 et5). L'utilisation d'ahamp multigravitationnel (SdFFF) démontre
clairement la polydispersité en taille et en déndé la population d'amidon, confirmant la présence
de particules petites et legeres. Leur existened @ précédemment évoquée en GFFF (gravité
terrestre) du fait de leur élution concomitantevalume mort, [376, 377].

L'analyse des amidons soumis a l'attaque enzyneatiqofirme ces résultats (Fig. RI-5).
Les particules les plus petites sont bien éluéemtagelles de plus grande taille. En présence
d'enzyme, I'analyse de la population totale (Figs)Rmontre une diminution significative de taille
moyenne des grains d'amidor (,5 um). L'analyse des fractions collectées magrtréait que les
particules de plus grande taille (F3) sont attaguéeférentiellement (-1,25 um en 2 heures
d'incubation) (Fig. RI-5). Leur érosion se trachatr une diminution de diamétre et leur élution en
F4 et F5 (diminution du du pic de SAFFF). Pour cette derniere fractionnate une diminution
significative de diametre qu'aprés 20 heures diatan. Cela ne signifie pas que les particules
initialement éluées en F4 et F5 ne subissent lpgdrdlyse, mais I'effet d'érosion est masqué par le
passage des particules de F3 érodées vers F4 pas fonction du degré d'attaque enzymatique.
L'hydrolyse enzymatique se poursuivant, les grdiamidons deviennent progressivement de plus
en plus poreux et hydrophiles par attaque périghériCeci induit leur solubilisation lorsque leur
taille est suffisamment petite et leur structunstaline suffisamment détruite. La diminution de
taille des particules s’associe finalement a leomimution de densité. Ainsi, les particules issdes
F3/F4/F5 sont finalement éluées en F2 et F1. Cagrhéne est observable au niveau des fractions
F1 et F2 (Fig. RI-5) ou I'on note une augmentatlertaille des particules éluées. La solubilisation
des particules est notamment visible par I'augntientau pic de volume mort.

Ceci apparait comme étant conforme avec le mécanislamssiquement décrit pour
I'hydrolyse enzymatique des granules de petitéetf81, 347, 354, 365, 398]. Aprés fixation de
'enzyme sur les imperfections du grain d'amidoglleeci produit une érosion périphérique a
l'origine de la diminution de taille que I'on a me=. Les granules obtenus sont de forme
irreguliere, dont le cceur devient accessible aul'@dboutissant a leur fragmentation et a leur
dissolution. Cette solubilisation conduit a une idimion de densité qui contrebalance l'effet de
réduction de taille sur les fractogrammesqsR constante au-dela de 20 h d'incubation (Tableau
RI-2).
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Concernant les granules de type B de I'amidon ée(vl10 pm), s'ils constituent la
population unique du second pic du fractogrammgs(ARII-1 et -5), ils sont également co-élués
dans le pic des granules A selon un mode dépenttald densité, comme cela a été décrit pour
I'amidon de riz (Figs. RI-4 et -5) [341, 376, 377].

L'attaque enzymatique produit une diminution sigaiive de la taille de ces granules,
aussi bien dans la population totale que pour éhuss dans les fractions F5 et F6 (Figs RI-4 et -5,
RII-4, -5 et -7). Cette diminution de taille n'g&ts associée a la diminution dg,FHaugmentation
de t) comme cela était attendu (diminution des forcesemsionnelles). Au contraire un
accroissement de taille des particules B co-€éldées le premier pic du fractogramme est a noter.
Ceci apparait la encore comme étant conforme ageenécanisme décrit pour I'hydrolyse
enzymatique des granules de petite taille [341, 354, 365, 398]. Celle-ci produit une érosion
périphérique a l'origine de la diminution de taijee I'on a mesurée. On obtient des particules de
formes irréguliéres, dont le coeur devient accessibl'eau conduisant a la fragmentation et a la
dissolution du granule. Cette solubilisation cohduune diminution de densité qui contrebalance
I'effet de réduction de taille sur les fractogramlm&,,s~ constante. La fragmentation progressive
associée a la diminution de densité permet d'ex@fitfapparition de particules de taille croissante
dans les fractions F1 a F4 au cours du temps daimn. Il s'agit des résidus non solubilisés de
faible densité, issus de I'érosion périphériquéecka fragmentation des granules élués initialement
dans les fractions F5 et F6.

Concernant les granules A, ceux-ci subissent utagju plus tardive et limitée que les
granules de type B (Figs. RII-4 et -6) [354]. Lanchution de taille, visible sur la population teal
reste limitée dans les fractions (Fig. RIl-7). ®sules particules les plus grandes présentent une
erosion marquée et ce seulement aprés 20 a 30ddulgtition. Cela reflete I'érosion périphérique
limitée constatée pour ce type de granule [341, 354, 365, 398]. La encore, nous n‘observons
pas de diminution significative de,igalors que la diminution de taille atteint 16% sapbpulation
totale. L'analyse des fractions montre, en paigcufue la diminution de taille des granules élués
en F1 produit des particules de méme taille ques@iitialement éluées en F2. La encore, comme
pour les granules B, la seule explication possitime rétention constante a taille réduite, réside
dans la prise en compte d'une diminution compensatie densité. Cela est en parfaite corrélation
avec le mécanisme d'hydrolyse [346, 347, 354, 369365, 385, 398]. Depuis son point d'attache,
I'a-amylase perce des tunnels dans le grain d'amidatfirection du cceur du granule, produisant
des amidons poreux (attaque centripéte). L'enzyigeérel alors le coeur du granule en direction de

I'extérieur (attaque centrifuge), produisant ungueovide qui se fragmente et se solubilise.
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En conclusion, la SAFFF apparait comme une métlediitdente pour le suivi de la
dégradation enzymatique des amidons mono- et bimxoda collection des fractions permet une
exploration plus précise de cette cinétique. Ceer® un nombre important de perspectives telles
gue l'utilisation de la technique pour le «scregnt d'enzymes, d'amidons et de conditions
d'hydrolyse diverses. L'association de la SdFFFc agles techniques spécifiques d'analyse
structurale des grains : diffraction des rayondXayage différentiel calorimétrique, microscopie
électronique a balayage ou a transmission, andlysiensité; permettrait de mieux comprendre les

mécanismes enzymatiques ou la structure des graimsdon.
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ll. ISOLEMENT DE CELLULES PRE-APOPTOTIQUES.
INFLUENCE DE L'EPAISSEUR DU CANAL SUR
L'EFFICACITE DU TRI CELLULAIRE.

Cette étude représente l'une des étapes fondae®d&l'intégration de la SAFFF dans le
domaine de l'oncologie (p. 73, § 1.4.1.). Les pesas applications ont mise en ceuvre la méthode
comme outil de suivi et de caractérisation d'évé@amdm biologiques tels que la digestion
enzymatique des amidons [327, 341], ou l'inductiapoptose et de différentiation dans des lignées
cancéreuses [130, 213]. Ces dernieres ont démamieé corrélation directe entre l'induction
d’événement biologique et la variation des pradilution en terme de forme de pic ou de facteur
de rétention (B9 (Fig. 26). Ces études [130, 213], suggérent emitees applications l'utilisation
de la SAFFF comme outil de tri cellulaire, en asgmmn au monitoring, afin d'isoler des sous-
populations d'intérét telles que des cellules agaptes ou différenciées [31, 32]. Comme nous
I'avons décrit, I'apoptose est un mécanisme corap@éeplurifactoriel impliquant une grande variété
de mécanismes et de voies de signalisation. Sguétén est a I'origine de la prolifération des
cellules cancéreuses. L'isolement de telles csllulest alors intéressant que s'il permet soit
'amélioration de la sensibilité des tests spéedg) de diagnostic de I'état apoptotique, soit de
produire une population sur laquelle il devientgible de suivre, de facon spécifique, la cinétique
et la signalisation apoptotiques. Ceci correspandceliules dites pré-apoptotiques, c'est-a-dire la
population au stade précoce du processus.

Le modéle d'étude est celui de I'induction de lpjose, par la diosgénine a 40 uM, dans
la lignée d'ostéosarcome humain 1547. Les étudee@entes réalisées au sein du laboratoire sur le
méme modele [130], montrent une variation signifi@ades profils d'élution dés 6h d'incubation
(Fig. 26). Le tri sera réalisé sur cette populatraitée. Les cellules sont ensuite remises em@ult
en absence de diosgénine. L'agent inducteur esinélipar un processus de lavage (washout) qui
permet I'observation du phénomeéne induit, et sétigne, sans nouvelle interférence avec celui-ci.
L'analyse des populations triees se fera apresd&dulture afin de laisser le processus apoptetiqu
parvenir a son terme.

L'induction d'apoptose s‘accompagne de variatioq®itantes et complexes de la taille et
de la densité cellulaires [31, 130], se traduigemtdes évolutions spécifiques des profils d'éfutio
Afin d'améliorer le tri des cellules pré-apoptoggu nous avons mis en ceuvre et comparé deux

systemes d'élution, variant par I'épaisseur dulagiiseé : 125 pm et 175 um d'épaisseur. Comme
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nous l'avons décrit précédemment (équations 5 gt 1), une faible épaisseur favorise les forces
ascensionnelles et donc un tri basé sur la tabgigtion 4), alors qu'une augmentation d'épaisseur
permet, au contraire, une meilleure prise en chdege variations de densité en privilégiant les

forces gravitationnelles.
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1. Abstract.

Apoptosis is one of the most important phenomenaeih biology. Pre-apoptotic cells,
defined as cells engaged in early stages of apigptosuld be used as a cellular tool to study
apoptosis pathways. The human 1547 osteosarconhdireeland diosgenin (a plant steroid)
association was selected asiarvitro cellular apoptosis model. In a previous studyngdhis
model, we demonstrated that SAFFF monitored apispioduction as early as 6 hours after
incubation. In this study, we investigated the citgaof Sedimentation Field Flow Fractionation
(SAFFF) to sort an enriched population of pre-aptptells from 1547 cells incubated for 6 hours
with 40 uM diosgenin. In that way, two differentpaeation devices which differed especially in
channel thickness, 125 um and 175 pum, were useccamgared. Results showed, for the first
time, that SAFFF is an effective method to obtaireariched pre-apoptotic sub-population. These
results suggest, as a new application, that SdBbk de an included tool in the study of apoptotic
mechanisms or the kinetic action of apoptotic drugs
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B. Discussion / Conclusion.

La comparaison des deux systemes utilisant, contetes canaux de 125 pm et 175 um
d'épaisseur, montre que l'un et l'autre des disfspsteuvrant a vitesse lin€aire constante4(
cm/min), permettent I'élution en mode « Hyperlayeates cellules 1547 témoins et traitées [3, 11,
14, 16-18, 20, 130, 213, 313, 314]. Ceci est démqrdr la dépendance du facteur de rétentign R
a la variation du champ (Tableau RIlI-1), par l@dbsation des cellules dans des lignes de vitesses
situées au-dessus de la paroi d'accumulation (sTabileau RIlI-II) et par une capture cellulaire
modérée (RP, Figs. RIII-3 et -4). Cependant, céttele fait apparaitre des utilisations et des
applications différentes pour ces deux dispositifs.

Le canal de 125um permet, avec un temps d'anaBseaurt, le monitoring de l'induction
apoptotique. Le pic d'élution est fin et présemte forte intensité & son maximum pour une quantité
de cellules injectées moindre en comparaison dalad@® 175 pum. Ceci représente un avantage
majeur en terme de diagnostic : rapidité, faiblargiié d'échantillon et dilution limitée. Cependant
comme l'indique la comparaison des valeurs expétahes du facteur de sélectivité,sdTableau
RIII-1T), ce canal ne semble pas prendre en conlptevariation de densité liée a l'induction
d'apoptose, aussi clairement que le canal de 175061 se traduit par une séparation dépendante
de la taille qui ne permet pas, aprés caractéaisales populations isolées, un tri efficace des
cellules pré-apoptotiques. Aucune différence molgdique (figures apoptotiques / Fig. RIlI-3) et
de viabilité cellulaire (MTT / Fig. RIII-5), sontservees.

Le canal de 175um permet au contraire une meillpus® en charge des variations de
densité (tableau RIII-IIl). Ce dispositif favorisan élargissement des pics d'élution, un
accroissement des temps et des facteurs de rétentipliquant I'utilisation d'une quantité
importante d'échantillon. Ce canal semble desrwss adapté pour le monitoring. Cependant il
permet une séparation nette des différentes squslgtmns. Si les cellules éluées en F2 semblent
peu difféerentes de la population témoin, celleslés® en F3 présentent une morphologie
caractéristique de cellules sensibles aux effetdaddiosgénine (Fig. RIII-4) : cellules étalées
présentant des extensions cytoplasmiques. Leuilitéabst altérée (Fig. RIlI-5), mais I'analyse
spécifiqgue de l'apoptose ne montre pas d'accroesespécifique de celle-ci (Fig. RIII-6). Cette
population pourrait étre constituée de celluleBdal@ment en fin de cycle mitotique, et bloquées en
phase GO/G1 par la diosgénine. Mais, du fait deskace de diosgénine, a la suite des processus de

tri et de lavage, elles n'entreraient pas en ageptlb serait trés intéressant de préciser le mode
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d'action de la diosgénine en corrélation avec taym@ssion dans le cycle cellulaire. Faut-il que la
cellule soit dans une phase particuliere du cyole gue l'induction de I'apoptose soit effective?

Les cellules éluées en F1 montrent, quant-a alles figures nettes et caractéristiques de
cellules en apoptose (Fig. RIlI-4) : cellules ftottes au cytoplasme condensé. Ceci est confirmé par
le test de viabilité cellulaire (Fig. RIII-5) et sout par le test ELISA spécifique du phénomene
apoptotique (Fig. RIII-6). Il montre un enrichissemhimportant de cellules apoptotiques dans cette
fraction, aprés 72 h de remise en culture.

La comparaison de ces résultats a ceux obtenuslgminactions totales, ou avec le canal
de 125 um (Figs. RIII-5 et -6), montre que le pestes d'élution respecte l'intégrité, la spécifieité
les états de différentiation cellulaires. Ainsiupda premiére fois, nous avons démontré la capacit
de la SAFFF a isoler, de facon précoce, des cellp@ptotiques, excellent modele d’étude du
mécanisme et de la cinétique apoptotiques. Il senéglalement que l'enrichissement de telles
populations puisse améliorer la sensibilité detstde caractérisation du phénomene apoptotique
(Fig. RIII-6).

L'association tri par SAFFF et processus de la&gg 27) a permis d'envisager de
nombreuses applications pour la compréhension deamsimes et de cinétigues complexes
d'apoptose ou de différenciation [221].

De nouvelles applications dans le domaine de llogi® sont également envisagées telles
gue l'analyse de I'écologie (relation phénotypigae)sein de lignées ou la compréhension des

cinétiques complexes de différenciation spontaras des populations cancéreuses.
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. ETUDE DE LA LIGNEE NEUROBLASTIQUE IMR-
32.

L’isolement de sous-populations d’intérét [32] aveale tremplin a l'utilisation de la
SdFFF pour I'étude de I'écologie de populationslut@ies complexes telles que les lignées
humaines de neuroblastome. Le modéle d'étude, Ebdapoptose induite par la diosgénine, a
montré que la SAFFF pouvait trier une sous-popuiatiintérét : les cellules pré-apoptotiques. Ici,
notre objectif est d’isoler différents phénotypedldaires, naturellement présents dans la lignée
IMR-32.

Ces tumeurs représentent I'un des cancers soleeplus répandus chez I'enfant et
proviennent d’'un arrét anormal de la différenciatdes cellules embryonnaires dérivant des crétes
neurales [416]. Les chimiothérapies mises en plioes le traitement du neuroblastome incluent
des drogues classiquement utilisées en thérapieamtéreuse et qui conduisent a I'apoptose [149,
179, 180]. Mais I'’échappement thérapeutique esfiiel de nouvelles stratégies ont été envisagées
impliqguant notamment des thérapies de différeramafi49, 180]. Les tumeurs neuroblastiques, et
les lignées qui en dérivent, sont constituées fiérdnts phénotypes cellulaires correspondant a des
stades de différenciation variables [416]. Au s#Erces lignées, 2 types cellulaires principaux sont
décrits : des cellules adhérentes, différenciées & fibroblastoides » ou type-S (S pour strowtal)
des cellules neuroblastoides, de type-N organiseemmas, ayant des caractéristiques de cellules
immatures. Nous savons que les cellules neurotpleesti ont la capacité de se différencier
spontanémenin vitro etin vivo. Comprendre les mécanismes de différenciatiom, daétique et
les relations qui existent entre ces différentsnph@es permettrait de trouver des stratégies
thérapeutiques adaptées et efficaces, car trofatitnatteints de neuroblastome meurent encore de
nos jours.

La notion de différenciation s’inscrit dans la tHéodes cellules souches cancéreuses
puisque la différenciation a pour but de forcer cgltules a entrer dans un cycle cellulaire normal,
conduisant a une mort naturelle. Cette induction’aj@optose aura comme effet de diminuer la
taille de la tumeur et de prévenir la résurgencealevelle tumeur, métastases. En effet, ces csllule
pourraient résister aux traitements et étre regies de I'échappement thérapeutique, puisque
méme une faible quantité de ces cellules peutmefoune masse tumorale [198, 200, 201, 203].

Notre étude a porté sur la lignée humaine de néatwbe, IMR-32 qui, en culture,
contient majoritairement des cellules de type-Njeglques cellules de type-S. Une analyse par

cytométrie en flux de cette lignée a révelé que deax phenotypes ont des distributions
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granulométriques et de tailles similaires. Ainsalgné une nette différence morphologique de ces
cellules en culture (Fig RIV-1), celles-ci ne penivétre triées par le cytométrie en flux.

Ces cellules ont donc été analysées par SAFFF ldamst d’étudier I'écologie de cette
population cellulaire complexe. Des études préatgbhenées au sein du laboratoire [52], sur une
lignée neuroblastique moins hétérogene, SHSY-5Y nuomtré que la SAFFF permet de trier ces
cellules en fonction de leur état de différenciatitne fraction était enrichie en cellules Fas+
impliquant un caractére d'immaturité neurale, aluiine autre contenait une majorité de cellules
adhérentes, N-CAM+, plus différenciées. Ces résuligant démontré la faisabilité de notre étude,
notre objectif était de séparer les phénotypesamuotent les cellules immatures de type-N. Ce
phénotype pourrait servir de modele d’étude desamiemes de différenciation spontanée, et de
leur cinétiqgue. La compréhension de tous ces mgeces ayant comme objectif la recherche de
stratégies thérapeutiques innovantes et efficaces.

Les parametres d’élution mettant en ceuvre le mddgperlayer » ont été déterminés pour
la lignée IMR-32. Trois fractions cellulaires oné €ollectées et étudiées. Nos résultats ont montré
gue le mode « Hyperlayer » ne permettait pas, datte lignée, de séparer les cellules S- des
cellules Type-N. Cependant, de facon surprenanienevante, ce mode d’élution nous a permis
d’isoler deux phénotypes de cellules de type-Nestcdmprendre la cinétique de différenciation
entre amas neuroblatoides et cellules de type-$ranltes. L'isolement de ces deux phénotypes
nous est apparu fort intéressant et jamais encagt et a donné lieu a une deuxieme étude qui a
consisté a étudier leur comportement spécifiques $aation d’agents apoptotiques (Fas ligand,

7C11, diosgénine) et différenciants (diosgéninsiglitazone, acide rétinoique).
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1. Abstract.

Neuroblastoma (NB) is the most common childhooddstimor. Although spontaneous
regression can occur in patients less than 1-yiéai70 % of patients over the age of 1 year have a
high-risk and difficult-to-treat NB. Cell type hetgeneity is observed either in the morphological
appearance of NB tumors or in cell lines isolateaimf tumor specimens. NB consists of two
principal neoplastic cells: 1) neuroblastic or Ney(undifferentiated cells); and 2) stromal or S-
type (differentiated cells). As NB cells seem todghe capacity to differentiate spontaneously
vivo andin vitro, their heterogeneity could affect treatment outepim particular the response to
apoptosis induced by chemotherapy. Therefore,imprtant to understand the underlying process
governing changes in differentiation in order topmyve treatment response and NB patient

outcome and the neoplastic population in IMR-32espnted a good model for that study. Results
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showed that this cell line was extremely heterogeneous and highly variable in its stage of
differentiation and we demonstrated that Sedimentation Field Flow Fractionation (SAFFF)
permitted the isolation of 2 N-phenotypes and contributed to the understanding of the IMR-32 cell
population dynamics. The first N-phenotype forms a pool of quiescent undifferentiated cells while
the second one was able to proliferate (incorporation of BrdU) and also give rise to adherent S-type
cells (PSA-N-CAM+ and N-CAM+). Results could also suggest a close interaction between these

different cellular phenotypes to create the IMR-32 cell lineage.
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B. Etude de l'apoptose et de la différenciation sus le
phénotypes cellulaires tries par SAFFF a partiladegnée IMR-
32.

Les études précédentes menées sur la lignée nastighke IMR-32 ont montré que grace
au mode « Hyperlayer », la SAFFF a permis d’isd&rx phénotypes cellulaires différents jamais
décrits [222]. La fraction isolée en F3 semblaie étés intéressante puisque composeée de cellules
potentiellement tumorigenes et malignes (prolifgest et exprimant des marqueurs d'immaturité).

La fraction F1, quant a elle, semble étre compaeteellules quiescentes, qui pourraient
étre, en partie, des cellules souches cancéreGsssphénotypes sont donc de trés bons modeéles
pour I'étude des effets d’agents apoptotiques aludteurs de différenciation dans un but de
recherche de nouvelles stratégies thérapeutiquefn, B2 fraction F2 se comporte comme la

population IMR-32 et sert de témoins.

1. Tri des IMR-32 par SAFFF.

Les conditions optimales délution (Fig. RIV-3, nwod« Hyperlayer ») ont été
préalablement définies [222] pour cette lignéeutaite et les fractions collectées en routine sont
PT — Pic Total — et PF — Pic Fractions, PF1, PR2F& (Fig. RV-1).

Void volume

0.14 1 Cell elution peak

AUFS

Elution time (min)

Figure RV-1 : fractogramme obtenu avec les IMR-32 : 4 fractions sont collectées, PT
(320" 210'05") et - F1(3'20" a4'25") - F2 (5'00" & 6'45") et F3 (7'20" a2 10'05"). Les conditions
d'éution sont décrites dans la figure RIV-3.
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Pour obtenir la quantité de cellules nécessairea aemise en culture, aux études
d'immunofluorescence indirecte, d’'induction d’apog# et de différenciation...8 a 10 collections

de fractions ont été réalisées.

2. Etude de l'effet apoptique de Fas Ligand par lahod¢ TUNEL.

Les premieres investigations menées sur ces fracteellulaires étaient I'étude des
processus apoptotiques. En effet, un dysfonctioemé¢mhans les voies de signalisation apoptotiques
conduit a la formation des tumeurs et a leur prsgjom [37, 149]. Elle est impliquée dans leur
résistance au traitement, ce qui est notammerddeoour les neurobaslomes. Nous savons que le
systeme Fas/Fas L joue en role capital dans ldatgu du cycle cellulaire et dans I'apoptose [113,
432, 433]. Cependant, un déficit en caspase-8uract@jeur de la voie apoptotique activée par
l'interaction Fas/Fas L, a été rapporté dans aeztalignées neuroblastiques [421]. Ainsi, méme si
les cellules IMR-32 expriment le récepteur Fadixiation de Fas L sur son récepteur ne semble pas
avoir pas d'effet apoptotique sur ces cellules [2224]. Cependant I'expresssion du récepteur
variant d’'une fraction a l'autre (Fig. RIV-V), iemblait intéressant d’étudier les effets de cenliga
notamment sur PF1 et PF3.

Apres avoir remis les fractions en culture pendéhth (Fig. RV-2A), I'expression du
récepteur Fas a été étudié par immunocytofluorescedirecte (Fig. RV-2B).

L’induction de I'apoptose par Fas L a été etudié: concentrations différentes, 20 et 50
ng/mL, apres 24 et 48 h d’induction. L’apoptoseuitel a été mesurée par la méthode TUNEL sur

chacune des fractions étudiées (Fig. RV-2, C et D).
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PF1 PF2 PF3

Figure RV-2 : étude de I’ effet apoptotique de Fas L sur les sous-populations triées par
SAFFF, par la méthode TUNEL. A : observation microscopique ; B : expression du récepteur Fas;
C et D : visualisation de I’ apoptose par la méthode TUNEL de |’ apoptose induite par FasL a 20
ng/mL (C) et 50 ng/mL (D) pendant 48 h

Nous avons vu que le récepteur Fas était exprimf@g® croissante de PF1 a PF3 et ce
uniquement dans les cellules neuroblastoides @@esien amas (Fig. RV-2B). Le TUNEL est une
technique de détection des nucléosomes formésvéaneint au cours de I'apoptose. Les cellules
apoptotiques fluorescent en vert et un contre-nageglau Bleu Evans permet la visualisation des
autres cellules. L'observation des fractions parrascopie a fluorescence semble montrer que Fas
L n’a aucun effet apoptotique sur ces cellules, mapres 48 h, et ce quelque soit la fraction et la
concentration étudiée (Fig. RV-2C, -2D).

Nous avons émis I'hypothése que Fas L pouvait auoieffet un effet prolifératif sur les
fractions comme cela a été décrit pour d’autraséigs cellulaires [68, 69]. Cependant, méme si ces

voies de signalisation restent a définir, il sentdple ces effets impliquent également la caspase 8.
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Une observation des fractions par microscopie Msibcontraste de phase ne semblait pas non plus
indiquer un effet prolifératif ou différenciant dias L.

Ces études ont montré que, mémes isolés, ces phésobe répondent pas aux effets
apoptotiques ou prolifératifs de Fas L, ce quisaisupposer qu'aucun d’entre eux ne contient de
caspase-8.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons test@nticorps agoniste du récepteur Fas,

ayant un effet apoptotique reconnu, le 7C11 [435].

3. Etude de l'effet apoptotique du 7C11 par la méthaieexine
V/IP en cytométrie en flux.

Les IMR-32 ont été ensemencées (48 h) puis incubges un anticorps agoniste du
récepteur Fas, le 7C11, a 50 et 100 ng/mL (48 effdt apoptotique de cet agoniste a été évalué
par cytométrie en flux. Cette technique est basgelas détection d’'un mécanisme précoce de
'apoptose : I'externalisation des phosphatidyls&si membranaires. Les cellules qui sont
apoptotiques fixe I'annexine V couplé au FITC etoflescent en vert. Le ratio apoptotique est
calculé en faisant le rapport entre les pourcestadg cellules traitées et témoins ayant fixé
'annexine V. L’'IP permet de distinguer I'apoptode la nécrose, puisqu’il ne pénétre que si les

cellules sont perméabilisées, c'est-a-dire celledan par nécrose et non par apoptose.

12

0.8 1

0.6 -

ratio apoptotique

0.4

02 -

7C11-50 ng/mL 7C11-100 ng/mL

Figure RV-3 : évaluation de |’ apotose induite sur les cellules IMR-32 par le 7C11 par

€tude de I’annexine V/IP en cytométrie en flux.
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Les cellules ne sont pas sensibles aux effets poptatiques du 7C11, méme a une
concentration de 100 ng/mL (Fig RV-3). Une obseovamicroscopique de ces cellules ne semblait

pas montrer non plus, d’effet prolifératif du 7CGddnfirmant les résultats obtenus avec Fas L.

4. Observations microscopiques des effets induitdgpdiosgénine.

Nous avons alors testé un autre agent apoptotigueosgéenine dont on sait qu’elle induit
'apoptose dans certaines lignées cancéreuse®osastome humain, lignée 1547 [32, 131],
erythroleucémie humaine, lignée HEL [213]... Cettegile apparaisssait intéressante a étudier
puisqu’elle fait appel a une voie de signalisatitifierente de celles des récepteurs de mort. La
diosgénine est un stéroide et va se fixer sur éespteurs aux estrogéenes [142]. La fixation du
ligand sur le récepteur entraine une internalisatio complexe récepteur/ligand qui va transiter
dans la cellule et agir dans le noyau. Méme svtéss de signalisation de la diosgénine n’ont pas
été totalement élucidées, il a été montré que iVidet des caspases-8 et -9 n'est pas
significativement augmentée par I'action de la gé@sne [131].

Apres tri par SAFFF, les fractions sont remisesudture pendant 48 h. Ce temps de remise
en culture est nécessaire a la visualisation désrehts phénotypes qui composent les fractions :
amas denses et volumineux de cellules de type-RFdn mélange de cellules de types —N et -S en
PF2 comparable a la population totale, et petitasade type-N et quelques cellules de type-S en
PF3.

Ces fractions ont ensuite été incubées avec lgéinise a 40 UM pendant 24 h. A cette
concentration, la diosgénine a déja démontré dets efpoptotiques sur d’autres lignées cellulaires
et, comme nous l'avons vu précédemment, sur l@digiiostéosarcome 1547 [32, 129, 147, 213,
412]
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Contrdle-48h

Diosgenin 40 uM-24h

Figure RV-4 : observations microscopiques des effets de la diosgénine a 40uM apres 24 h

de traitement sur les fractions.

Sous l'effet de la diosgénine, les cellules adhésemeviennent apoptotiques (fleches
pleines Fig. RV-4). Ce résultat était particulieesrhfrappant dans les fractions PF2 et PF3 dans
lesquelles toutes les cellules de type-S sont deageapoptotiques. En PF1, nous avons pu constater
gue les cellules neuroblastoides semblaient mainshtes par la diogénine méme si certaines
cellules présentent une morphologie caractéristiglg avec des expansions cytoplasmiques (Fig.
RV-4, fleches en pointillé), laissant présager seasibilité de ces cellules a la diosgénine. Les
amas neuroblastoides contenus dans cette fracrdanaient et restaient volumineux.

Pour la premiere fois, nous avons montré que lagdinine était capable d’induire
I'apoptose sur les cellules IMR-32. Grace a l'isodmt des phénotypes de type-N, nous avons pu
constater que cette apoptose était d’autant plisaeé que les cellules étaient différenciées. Or,
nous savons que les tumeurs neuroblastiques nmésukk® grande partie, d'un déficit de
différenciation des cellules sympathiques déridmnta créte neurale, et que la plupart des thérapie
anti-cancéreuses visent a tuer les cellules partagg@optotiques [434, 436-438]. Ainsi, il est laci

de comprendre que les cellules qui résistent eqpgmEmt aux traitements sont les cellules

indifférenciées.
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Nous avons alors envisager une stratégie thérapeutissociant aux effets apoptotiques
de la diosgénine sur les cellules de type-S, unkcule capable de différencier les cellules de
type-N.

4.1. Etude comparative des effets différenciants de Ila
diosgénine et de la rosiglitazone.

Nous avons tout d’'abord testé l'acide rétinoiquatdes effets différenciants ont été
montré sur certaines lignées de neuroblatome, [193,439, 440]. Sur les cellules IMR-32, I'acide
rétinoique semble avoir un effet toxique. En effieéme a tres faible concentration, 0,5 uM, l'acide
rétinoique entrainait une altération massive ddhiles. Nous avons alors testé les effets
différenciants de la diosgénine [31, 213, 221, 4143)] et d’un agoniste des récepteurs PRAR:-
rosiglitazone [442, 443].

Ces 2 effecteurs ont été testés sur la populattalet IMR-32. D’aprés les données
bibliographiques, la diosgénine a 10 uM a un effiéiérenciant reconnu sur certaines lignées
cancéreuses et notamment les cellules érythrolagoémhumaines [31, 213, 221, 413, 441], dans
lesquelles elle induit une différenciation mégaoagyaire. Nous avons testé également les
concentrations 5 et 20 uM : la premiére n’a audiet gisible et la seconde semble induire un leger
effet apoptotique en plus de celui de différenorati

Une gamme de concentrations, allant de 5 a 40 pkEtéaestée pour la rosiglitazone
(résultats non montrés). Des études, menées aulsédaboratoire sur la lignée glioblastiques U-87
MG, ont montré un effet différenciant croissant lderosiglitazone jusqu’a un plateau pour la
concentration de 20 uM. Des résultats similaires éé observés sur la lignée IMR-32 et nous
avons retenu la concentration 20 uM pour la sweteatre étude.

IMR-32 contrile IMR-32+diosgénine 10uM IMR-32+rosiglitazone 2Z0puM

Figure RV-5 : observations morphologiques par microscopie optique a contraste de phase
des cellules traitées a la diosgénine (10 uM) et a la rosiglitazone (20 uM) pendant 72h.
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Nous avons observé que la diosgénine ne semblgitypair d'effet différenciant. Le
tapis de cellules adhérentes était semblable 2opaulgtion témoin et les amas neuroblastoides
perduraient (Fig. RV-V).

En revanche, sous l'effet de la rosiglitazone,denbre de cellules adhérentes s’accroit et
les amas sont nettement moins volumineux (Fig. R\-& rosiglitazone a 20 uM semble entrainer
la différenciation des cellules neuroblastoidesceliules fibroblastiques. Afin de quantifier cette
différenciation, I'expression d’'un marqueur de nné¢udes cellules neuronale, la N-CAM a été
étudiée par cytométrie en flux. Les résultats almemont pas donné de différences significatives
entre cellules témoins et cellules traitées paosaglitazone a 20 uM. Nous avons émis I'hypothese
gue l'anticorps utilisé pour ce marquage n’étais afisemment spécifigue en reconnaissant
également la forme polysialyléé de la N-CAM, la PBACAM. Cette derniere est spécifique des
processus de migration neuronale et marque ladeskkn phase de différenciation. Nous avons vu
préecédemment [222] que les cellules témoins expeimiace marqueur a la périphérie des amas.
Comme la rosiglitazone semble induire la différation, la quantité de cellules exprimant la PSA-
N-CAM doit augmenter sensiblement et il n'est pasgible de quantifier réellement le nombre de
cellules différenciées.

Puisque le marquage N-CAM par cytométrie en flwesh’pas un bon outil de
guantification du processus de différenciation ihgar la rosiglitazone dans ces celllules, le suiv
de ce processus de différenciation a été realis&glaFF. Compte tenus des résultats obtenus dans
d’autres types cellulaires [31, 221], nous avorsags de voir si la SAFFF pouvait étre utilisée pour
objectiver cette différenciation. Les fractogrammegenus avec les populations témoins et traitées
par la diosgénine a 10 uM et par la rosiglitazo28 @M ont été comparés ‘Fig. RV-6).

203



Résultats

IMR-32 : contrdle - diosgénine a 10pM - rosiglitazone a 20uM, 10 g, 0.8 mL/min

I
volume mort

pics cellulaires

0.2
0.15 «+———— pas de décalage du pic
w
=
- 0.1
0.05 -
0 f\- J T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temps d’élution (min)

Figure RV-6 : fractogrammes obtenus lors de I’ @ ution des populations IMR-32 témoins
(bleu) et traitées par la diosgénine a 10uM (rouge) ou la rosiglitazone a 20uM (noir) pendant 72h.

Les conditions d' éution sont identiques aux précedentes (Fig. RV-1).

Les profils d’élution obtenus ne montrent pas dé&dinces significatives entre cellules
traitées et cellules témoins. Ce résultat ne seddetres surprenant parce que nous n'avions pas
réussi a isoler les cellules de type-S et les ledllde type-N, co-€éluées dans PF2 [222]. Ainsi,
méme si la quantité de cellules de type-S augmeantecellules doivent rester éluées dans PF2 ce
qui explique qu’il n’y ait pas de répercussion bisisur les fractogrammes (Fig. RV-6).

Nous savons isoler en PFl et en PF3, des phénottymsN présentant des
caractéristiques trés différentes. Les cellulestyge-N en PF1 sont en état de quiescence et
expriment peu de marqueurs biologiques, alors @llescisolées en PF3 proliferent, expriment
fortement les marqueurs d’immaturité et sont cagmbe se différencier spontanément. Il semblait
donc intéressant de voir leur réponse spécifiqle @siglitazone a 20 uM puisque ce sont ces
cellules qui doivent étre différenciées. Nous avegalement testé la diosgénine a 10 uM mais
comme sur la population totale, elle ne semble gpamr d’effet sur les fractions (résultats non

montrés).
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Figure RV-7 : étude de I’ effet différenciant de la rosiglitazone sur les fractions.

L’observation microscopique des cellules montre lgumsiglitazone a 20 uM a un effet
différenciant sur les fractions, notamment sur REPF3. Dans PF3, l'effet différenciant de la
rosiglitazone se traduit par une diminution trépamante de la taille des amas et une augmentation
significative du nombre de cellules adhérentes.sDRR2, en revanche, le tapis cellulaire devient
plus dense mais il reste encore des amas. Enfsgriddes observations dans PF1 qui nous ont paru
les plus intéressantes. En effet il semble quedalitazone n’ait qu’un effet limité sur ces cédis
gue nous avions qualifiees de quiescentes dans atide précedente [222]. A la lumiere de ces
résultats nous avons émis I'hypothese que cesle®lievétent toutes les caractéristiques des
cellules souches cancéreuses.

De plus, il serait fort intéressant de suivre liéste différenciant de la rosiglitazone sur les
fractions par SAFFF, notamment PF2 et PF3. Leipbélution de ces fractions isolées seraient,
dans un premier temps, analysées par SAFFF puisatéma ceux obtenus lorsque ces fractions ont
subi un traitement a la rosiglitazone.

Ainsi, PF1 et PF3 représentent d’excellents modéléaide pour tester les effets d’'une
stratégie thérapeutique associant, une drogue relifféante, la rosiglitazone et, une drogue
apoptotique, la diosgénine sur la lignée IMR-32g(HRV-8). Enfin, il conviendrait de suivre
I'évolution de la différenciation, par SAFFF, ainsées fractions et non de la population totale, en

comparant leur réponse aux agents différenciamis.permet l'objectivation de [leffet de
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différenciation que I'on n’a pas réussi a faire Bupopulation totale par SAFFF avec le marquage
N-CAM.

4.2. Résultats préliminaires des effets combinés de Ila
rosiglitazone et de la diosgénine.

T=0 | IMR-32
l SdFFF
F1/F2/F3

| Remise en culture 24h

T=24b{ 4+

Rosiglitazone 20 nM

T=96h | - | ********************************************* ’|' **************
Disogénine 40 pM

T=120h"" - contréles - Cellules traitées

Figure RV-8 : schéma explicatif des traitements réalisés sur les fractions remises en

culture.

Une observation microscopique de ces cellules dirooh 'effet apoptotique et de la

diosgénine a 40 uM sur les cellules différenciéeg. (RV-9).
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Figure RV-9 : observations microscopiques de |’ effet associatif de la rosiglitazone et de la

diosgénine sur lesfractions. | : cellulestémoin,, Il : cellules traitées par la diosgénine a 40 uM
pendant 24 het 111 : cellules traitées par la rosiglitazone a 20 uM pendant 72h puis par la
diosgénine a 40 uM pendant 24h.

L'observation microscopique de ces cellules a cowdi les effets apoptotiques de la
diosgénine sur les cellules différenciées. Cetteffst notamment visible dans PF3 ou la
rosiglitazone a induit une augmentation signifieatdu nombre de cellules de type-S. Dans cette
fraction, la quasi-totalité des cellules différeras sont mortes par apoptose aprés avoir été iesubé
avec la diosgénine (Fig. RV-9, IlI).

En PF2, I'association de la rosiglitazone aveddsgenine a entrainé une diminution de la

taille des amas plus importante gu’'avec la diosggseule (Fig. RV-9, Il et Ill). En revanche, il
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reste dans cette fraction une quantité non nédligede cellules adhérentes non apoptotiques mais
présentant des modifications de leur cytoplasmacténistiques des effets de la diosgénine. Ce type
de cellules a déja été décrit lors de 'apoptosecddiules 1547 et ont été isolées par SAFFF @ans |
fraction PF3 [32]. Ce résultat peut s’expliquer pareffet dose-dépendant, la quantité de cellules
de type-S étant plus importantes, la diosgéninesaih de plus de temps pour entrainer I'apoptose
de toutes les cellules. De plus, dans cette fractes cellules sont a des stades de différenaiatio
trés différents.

Nous avons vu précédemment [222] que la populdtitale était composée de cellules
neuroblastiques immatures (type-N) organisées easagu’a la périphérie de ces amas certaines
cellules vont amorcer leur différenciaition (type-t vont donner des cellules totalement
différenciées (type-S ). Nous pouvons émettre ldtlgpse que, sous l'effet de la rosiglitazone, les
cellules de type-l vont devenir des cellules ddfaiées de type-S et les cellules de type-N des
cellules de type-I.

D’autre part, des études ont montré que sur degdsg érythroleucémiques (HEL, K562),
la diosgénine ne pouvait exercer ses effets apggpex que lorsque les cellules sont bloquées dans
une phase précise du cycle et qu'elle agit sucétisiles en les bloquant en phase GO/G1 [144].
Ainsi, dans notre modele, la diosgénine a un effetptotique sur les cellules différenciées mais il
se peut que le temps d’incubation (24 h) ne satgudfisant pour induire une apoptose des cellules
en cours de différenciation. Nous pouvons suppgserle cycle de ces cellules est d’abord stoppé,
(cellules modifiées, fleches en pointillé, Fig. RY/-avant de pouvoir partir en apoptose. Nous
pouvons supposer que le cycle cellulaire doit d'dl#re bloqué en GO/G1 pour que la diosgénine
induise, dans un second temps I'apoptose de cedatimms cellulaires.

Enfin, concernant la fraction PF1, les résultatenbs sont tres intéressants puisqu’ils
confirment I'hypothése que ces cellules, quiescentexprimant faiblement les marqueurs
biologiques neuroblastiques, pourraient étre digles souches cancéreuses. Bien que ces cellules
répondent aux effets de la bithérapie, rosiglitezen diosgénine, ce qui se traduit par une
diminution notable de la taille des amas neurobldst ; une quantité non négligeable de cellules

organisées en amas, restent intactes (Fig. RVJ9, IV
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C. Discussion / Conclusion.

L'utilisation de la SAFFF dans le domaine de laraeancologie est maintenant clairement
établie [52, 222]. Nos résultats ont montré qué&di-FF est une technique de tri efficace pour
I'étude de I'écologie de populations complexesetelljue des lignées cancéreuses neuroblastiques.
La compréhension des mécanismes de différenciatide la relation phénotypique existant au sein
de la lignée complexe IMR-32 nous a conduits asager de nouvelles approches thérapeutiques.

Dans cette étude, la SAFFF est apparue comme unnalispensable puisque les deux
phénotypes, présents au sein de cette lignée Rg.l), apparaissaient comme une population
unigue et ne pouvaient donc pas étre triés parngdtidee en flux. La lignée humaine de
neuroblastome IMR-32 a été analysée par SAFFF,faiseles conditions d’élution mettant en
ceuvre le mode « Hyperlayer », caractérisées etrndiéies. Ce mode d'élution a permis de
collecter des fractions cellulaires stériles, végbltout en respectant I'état de différenciation
cellulaire. Cependant, et de facon surprenanteneée d’élution n’a pas permis de séparer les
cellules de type-S- et -N comme cela avait étéidgour la lignée SHSY-5Y [52].

En revanche, le tri par SAFFF a isolé deux phémstyiférents de cellules de type-N. Ces
2 phénotypes ont des caractéristiqgues morphologigudiologiques tres différentes. Le premier,
isolé en PF1, est composé de cellules de type-Nsgentes exprimant faiblement les marqueurs
spécifiqgues des cellules neuroblastiques (nestirfasg et pourraient correspondre a des cellules
souches cancéreuses. Le deuxieme phénotype, iso§-8, contient des cellules prolifératives
exprimant fortement les marqueurs dimmaturité alg (nestine+, Fas+), mais également
capables de se différencier en cellules de typ@eS. cellules ont servi de modéle d’étude pour la
compréhension des mécanismes de différenciationtapée ainsi que leur cinétique. Apres 24 h de
remise en culture, des cellules rondes se détacleela périphérie des amas neuroblastoides. Ces
cellules expriment la PSA-N-CAM, marqueur de mignatet de différenciation neuronales, et
donnent aprés 48 h de remise en culture des celtliféérenciées, adhérentes, de type-S. Ces
cellules ayant des propriétés migratoires pourtaiéne impliquées dans la formation des
meétastases et avoir un rble prépondérant dans legnmibéd de ces tumeurs. Elles pourraient
correspondre a un phénotype intermédiaire a N apielé type-I [222, 444].

Grace a l'isolement par la SAFFF de ces 2 phénstgiféérents de cellules de type-N,
nous avons compris la cinétique de différenciaties cellules IMR-32 ainsi que la relation qui
existe entre les cellules de type-S et -N. Lesulsdl neuroblastoides sont bien des cellules

indifférenciées qui expriment des marqueurs d’inurid neuronale et qui proliferent, ce qui leur
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conférent des propriétés tumorigénes. Certainesedecellules se différencient en passant par un
phénotype intermédiaire, de type-| et donnent @dlsles neuronales matures de type-S. En regard
de ces résultats, l'apoptose de cellules, préatadié différenciées par un inducteur de
différenciation, apparait comme une stratégie tdutque pertinente. Nous savons que ces
tumeurs mettent en place de nombreux processuséobiapper aux agents thérapeutiques [173,
176], 'oncogeneMDR par exemple et par la formation de métastases4(§ 2 50). Il est donc
nécessaire sur ces lignées cancéreuses de dételasimirogues susceptibles de les difféerencier et
de les faire entrer en apoptose. Nous avons aatisé 2 séries de tests.

Nos premieres investigations ont porté sur I'étde¢apoptose. Les résultats obtenus avec
le Fas L et le 7C11 ont montré que le déficit espeae-8, décrit pour la lignée, pourrait concerner
tous les phénotypes cellulaires. Aucun effet apgapie n’a pu étre induit par ces agonistes du
récepteur Fas, quelque soit la fraction, la comaénh et le temps d’incubation. Les effets de la
diosgénine, apoptotique sur d’'autres lignées aatles (1547, HEL...), ont ensuite été étudiés. I
s’est avéré que la diosgénine ait un effet apaptetisur les cellules IMR-32, notamment sur les
cellules de type-S. Grace au tri par SAFFF, nommsavu en effet que les fractions 2 et 3
semblaient plus touchées que PF1 et, qu'apres 8é traitement, la quasi-totalité des cellules
adhérentes étaient apoptotiques.

Nos études se sont ensuite orientées vers la wdwhede drogues induisant la
différenciation. Nous avons alors testé les eftldsl’acide rétinoique, de la diosgénine et de la
rosiglitazone. Seule la rosiglitazone a 20 uM auaiteffet différenciant significatif notamment en
PF3 et en PF2, la fraction PF1 la encore se cormpodifféremment.

Nous avons alors mis en place et tester la bitlh&rap incubant préalablement les cellules
avec la rosiglitazone a 20 uM pour les différencparis avec la diosgénine 40 UM pour induire
'apoptose de ces cellules différenciées (Fig. R\®8 Cette association a eu un effet variable en
fonction des fractions. PF3 et PF2 contiennentaddisles de type-N qui répondent trés bien aux
effets différenciants de la rosiglitazone et aféefapoptotique de la diosgénine. Cependant, PF2
semble avoir besoin d’'une incubation plus longuecaa diosgénine pour que toutes les cellules
entrent en apoptose. Nous savons qu'en PF3, PSAIM-Est fortement exprimé a la périphérie
des amas. Cela peut se traduire par le fait queceblsles soient dans une dynamique de
différenciation plus rapide que les cellules en BFQue la rosiglitazone conduise la majorité des
cellules dans une phase du cycle les rendant $essibx effets apoptotiques de la diogénine. En
PF2, les cellules semblent plus hétérogenes dangtat de différenciation ce qui implique que les

cellules ne soient pas synchronisées par la rteszgine et qu’il faudrait un temps d’incubation avec
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la diosgénine plus long, permettant a toutes ldisiles de devenir sensibles aux effets de cet
inducteur apoptotique.

La fraction PF1 est vraiment apparue comme un gdlgpadres particulier. Nos résulats
ont renforcé notre hypothése qui consistait a Gealicette population de cellules souches
cancéreuses. En effet, ces cellules neuroblastoisiegées grace a la SAFFF, proliferent peu et
s’organisent en amas denses et volumineux qui pamtlen ne donnant que quelques cellules de
type-S apres plusieurs jours de remise en culAualiveau des amas, les cellules n'expriment que
faiblement les marqueurs d’indifférenciation neeydias et nestine. De plus, nos recents résultats,
bien que préliminaires, indiquent que ces celludegyissent differemment des autres fractions aux
effets différenciant et apoptique de la rosiglitezcet de la diosgénine. En fait, nous pouvons
supposer que le recrutement de ces cellules pasiglitazone demande plus de temps pour que la
différenciation soit efficace, ce qui permettraaatroitre les effets apoptotiques de la diosgénine
La notion de cinétique semble étre la clef de ikeffité de cette bithérapie. Au regard de ces
résultats, la bithérapie envisagée, bien que pdidtam optimisée, semble prometteuse. Cependant,
le point crucial qui reste a éclaircir, concerngplenotype-N isolé en PF1 gu’il conviendrait, en
premier de caractériser, en utilisant des marquspgsifiques de cellules souches neurales tels que
le CD133 [198]. Enfin, il faudrait adapter notrefucole de bithérapie ou tester d’autres molécules
actives sur ces cellules.

Bien que préliminaires, nos résultats mettent esrgre I'énorme potentiel de la SAFFF
pour I'étude de la compréehension des phénomenepleras impliqués dans les pathologies neuro-
oncologiques. Ceux-ci devront étre complétés par wsts specifigues de caractérisation de
l'apoptose (ELISA, TUNEL, Annexine V/IP...) et de thfférenciation. De plus, la théorie de
cellules souches cancéreuses doit étre largemaydedpuisqu’elle pourrait étre 'une des causes de
résistance et d’échappement thérapeutiques deealt/tumeurs. En effet, sans le tri de cette sous-
population, nous n’aurions pas pu voir qu’une padié la population IMR-32, n’est pas touchée par

la bithérapie.
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Au cours de ces dix dernieres années, les travamésnau sein du Laboratoire de Chimie
Analytique dirigé par Monsieur Le Professeur Camiut convergé vers I'adaptation instrumentale
de la SAFFF au monde des biotechnologies et a m@Egaions dans de nombreux domaines
incluant 'hématologie, la cancérologie, la biolgnoléculaire et les neurosciences. Ces travaux de
thése ont donc contribué a cette évolution en targries applications de la SAFFF vers un domaine
scientifique majeur et incontournable, la cancéyi@oPlus récemment, lors de notre intégration
dans I'Equipe d’Accueil 3842, homéostasie cell@aat pathologies, dirigée par Madame Le
Professeur Jauberteau-Marchan, nos études secswnéés vers un axe de recherche complexe,
celui de la neuro-oncologie [52, 222].

Le cancer reste I'un des fléaux majeurs de notogég, malgré les innombrables travaux
de recherche qui ont permis une meilleure connaigsdes processus de cancérisation et la mise au
point de nouvelles stratégies thérapeutiques. AiasSdFFF s’est intégrée dans le domaine de
'oncologie par I'étude de lignées cellulaires canecises et des processus biologiques tels que la
différenciation, I'apoptose, ou la compréhension ldedynamique cellulaire, ce qui rejoint la
problématique des cellules souches préalablemebrée par la SAFFF [216]. A titre d’exemple,
les neuroblastomes, provenant d’un défaut de difi@ation de cellules embryonnaires, semblent
étre concernés par une population de cellules ssucdancéreuses souvent responsable de la
résistance et de I'échappement thérapeutiquessdeaceers.

Développement instrumental et méthodologique.

L’adaptation de la SAFFF au monde de la biologéstsfaite depuis des années par une
adaptation instrumentale et technologique. A l'imag I'ensemble des méthodes de tri cellulaire,
la SAFFF doit respecter l'intégrité fonctionnelle & cellule tout en permettant la collection de
fractions purifiées et stériles. La réalisationcde exigences a nécessité :

- la mise en place d’une nouvelle procédure d’itgec dite « dans le flux »,

- I'utilisation de matériaux adaptés,

- la mise en ceuvre d’'un mode d’élution biocompatile mode Inertiel ou « Hyperlayer »
et,

- la validation d’'une procédure de nettoyage ed@mntamination du dispositif.

Procédure d’injectionLes cellules sont injectées directement dans e fla phase

mobile au niveau de la paroi d'accumulation. Ce enliite les contacts avec la paroi, comme cela
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est le cas avec le mode « en arrét de flux ». QGlgrgncette technique a des conséquences sur le
rendement global, par élution d’'une partie de lputation dans le volume mort.

Paroi du canall'utilisation de matériaux biocompatibles tels das tubulures peek® est
essentielle au tri cellulaire. De méme, le polystyg, matériau trés hydrophobe utilisé pour les
parois d’accumulation et de déplétion, a réduitsmbérablement le risque d’adhésion des cellules
aux parois. Cette amélioration des matériaux @aslia permis également de simplifier la nature de
la phase mobile, composée uniquement de PBS st€gléampon compatible avec la viabilité des
cellules, peut étre supplémenté d'une petite gtéantantifongiques et d’antibiotiques. Cela est
parfois nécessaire, lorsque les risques de consimmsont importants, lors de I'élution de celtule

issues de tissus, par exemple.

Mode d’élution.Le mode d’élution des cellules est le mode Inedie« Hyperlayer ». |l
dépend de la balance entre les forces hydrodynasidi@lévation et le champ multigravitationnel
appligué. Il conduit les particules a se focalidans I'épaisseur du canal selon leur taille et leur
densité dans des lignes de flux et donc de vitedgBgentes. En effet, dans une stratégie de
séparation cellulaire ou de particules microniquiesfait de I'importante sélectivité de ce mode en
fonction de la taille et de la densité, ainsi quefaible risque d'interaction particules / parolilqu
offre, le mode Inertiel est un modele de choix, tdon doit assurer la mise en ceuvre. Ces
interactions peuvent étre préjudiciables a la Vitgbdes cellules éluées et peuvent également
biaiser les résultats lorsque la SAFFF est utilzéer I'étude de processus biologiques tels que
'apoptose ou la différenciation. De plus, le cantavec la paroi d’accumulation est responsable de
I'empoisonnement du canal. Ce dernier est fortertmite grace a la validation d’une procédure de
nettoyage et de décontamination qui, a ce jourpayvg toute son efficacité.

Procédure de nettoyage et de décontaminatiéme si I'efficacité de la mise en
ceuvre du mode Inertiel dans la limitation des adBons cellules / paroi d’accumulation est
démontrée, une faible partie des cellules éluéeadingrer de facon réversible, ou non, a la paroi
d’accumulation et entrainer 'empoisonnement duataRour éviter 'accumulation de matériel
biologique, nous procédons a un nettoyage systqoeatiasé sur un cycle choc hypo-osmotique-
déprotéinisant [304]. L'ensemble du dispositif &stimis a un débit de 2 mL / min avec des cycles

de 30 min aux solutions suivantes : eau distilli&zile / clenz® (déprotéinisant) / eau distillée
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stérile / hypochlorite de sodium 3° chlorométrig{g®contaminant) / eau distillée stérile. Le

dispositif est alors prét pour de nouvelles séjarat

Applications au tri de bio-particules : amidongeiiules.

Les travaux de cette thése se sont inscrits dagsrtinuité du développement et de la
mise au point de la biocompatibilité de nos praiesy Ces études ont porté sur les applications de
la SAFFF pour le tri, l'identification et la puftion d’especes biologiques diverses : biopolysere
et lignées cellulaires cancéreuses. Ces applicapienvent se décliner en 4 points :

1) L'utilisation de la SdFFF dans lenonitoring de processus biologiques La
comparaison des fractogrammes obtenus avec dedapiops témoins et traitées permet la
détection et la caractérisation de réactions biqloss.

2) L’isolement de sous-populations d’intéréttelles que des cellules pré-apoptotiques ou
différenciées. Ces sous-populations pouvant enseitér de modeles d’étude cellulaires.

3) Etude de la cinétique de processus biologiqueBans ce cas, le tri par SAFFF est
associé a uprocédeé de lavage ou washouCela signifie que le phénomeéne biologique esiéinit
par un agent inducteur mais que ce dernier n'ast ph contact avec les particules apres tri par
SdFFF.

4) une application plus récente de la SdFFF s'instans I'étude del'écologie de

populations tres complexes.

Etude de la dégradation enzymatique des amidons.

La premiere approche de ces travaux de théseumétgarticipation aux études menées sur
la dégradation enzymatique des amidons, mono-iobliaux [327, 341]. Ce travail m’a permis de
me familiariser avec l'outil, les modes d’élutiobalance taille / densité) et la collection des
fractions.

Le but était d'utiliser, dans un premier temps clgsacités de la SAFFF pour le monitoring
de la dégradation enzymatique d'amidons de rizeetlé natifs par une-amylase a basse
température. Ainsi apres cette étape de calibraltoSdFFF apparait comme un outil permettant,
par le simple enregistrement des fractogrammes)ilé de cette réaction.

En méme temps que le monitoring, la possibiliteeé par la SAFFF de collecter des
fractions amene, par le suivi de la variation ddliktribution de taille des granules élués dans
chaque fraction (analyse par cytométrie en fluxpan Coulter Counter®), a mieux comprendre

l'impact de l'activité enzymatique sur la balanadlet / densité [341, 354]. La corrélation entre
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variation du diamétre moyen etdgpermet alors de déterminer si I'hydrolyse se ptoalwensité
constante ou non [2-4, 14, 17-25]. Il faut rappelae selon le mode « Hyperlayer », a densité
€gale, les particules les plus grandes génerghtisede forces hydrodynamiques et sont situées plus
haut dans le canal. Elles sont €luées avant lesylas de plus faible diameétre. A taille égales le
particules les plus denses sont plus sensiblehamm de gravité et sont éluées en dernier. Dans
une population de forte polydispersité en taillelensité, comme le sont les amidons, les particules
les plus grandes et les moins denses seront éméepsemier, alors que les plus petites et les plus
denses le seront en dernier. Ainsi, la collectierirdctions et I'isolement de populations ont parmi
I'étude cinétique de la lyse enzymatique des deimcipales populations d'amidon. La SAFFF est
donc apparue comme une méthode efficiente pouuild de la dégradation enzymatique des
amidons mono- et bimodaux. Ceci a ouvert un nombmgortant de perspectives telles que
l'utilisation de la technique pour le « screenindjenzymes, d'amidons et de conditions d'hydrolyse
diverses. L'association de la SAFFF avec des tgebsispécifigues d'analyse structurale des
grains : diffraction des rayons X, balayage diffdig calorimétriqgue, microscopie électronique a
balayage ou a transmission, analyse de densitéeftearh de mieux comprendre les mécanismes

enzymatiques ou la structure des grains d'amidon.

Cette étude nous a permis d’appréhender les 3 erempoints d’'implication de la SAFFF :
1) le monitoring d’'un évenement biologique et Btlde cinétique de cet évenement grace a 3)
l'isolement de sous-populations d’intérét.

Ces résultats ont mis en exergue I'importance dealance taille / densité qui a un role
majeur dans les populations trés polydispersesqgneles lignées cellulaires. Les résultats obtenus
avec les amidons nous ont permis d’étendre ce pbriE monitoring a des populations et des
processus biologiques beaucoup plus complexes.rift ga la, nous ne nous sommes intéressés
gu'au domaine de I'oncologie. Des lignées cella@sicancéreuses ont été analysées par SAFFF, et
les conséquences de l'induction de processus lipleg tels que I'induction de la différenciation

ou de la mort cellulaire par apoptose.
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Etude de I'apoptose des cellules d’'ostéosarcometm@ar la diosgénine.

La premiere application en oncologie s’est faite 9o modéle connu : I'apoptose des
cellules d’ostéosarcome humain, 1547, induite aatibsgénine [32]. Il est maintenant clairement
établi qu'il existe des altérations des proces&asofdtose dans de nombreuses pathologies et en
particulier dans le cancer [37]. En effet, les wWek cancéreuses perdent souvent certains
parameétres de différenciation pour pouvoir acquénie capacité de croissance et de migration
incontrélée ce qui les rendent insensibles a I'agsx Enfin, l'altération des processus apoptasique
est a l'origine de la résistance des cellules tafasraux radio- et chimio-thérapies et a leur
élimination par le systeme immunitaire.

L’apoptose se définit comme la mort cellulaire pesgmée. C’est un processus biologique
complexe qui fait appel a plusieurs voies de sigatibn. Les ostéosarcomes sont des tumeurs rares
mais dont les conséquences sont souvent dramatiqeescomplications peuvent se traduire par
'apparition de métastases, la nécessité d’'un mscdliamputation et aboutir a la mort. Les chimio-
thérapies actuelles tendent a induire au niveala deasse tumorale, la destruction de ces cellules
cancéreuses par apoptose. L'équipe du Professeway®eit a mis en évidence le réle apoptotique
d’un stéroide végeétal, la diosgénine sur une ligliéstéosarcome humain, les cellules 1547 [130,
131]. Bien que ce phénoméne ait été largementé&tlei mécanismes d'action de la diosgénine
restent encore a élucider.

Comme pour les amidons, nous avons montré unelatoré directe entre l'induction de
I'événement biologique et la variation des prafli&dution en terme de forme de pic ou de facteur de
rétention (Rpy. L'induction de lI'apoptose s'accompagne de vanatimportantes et complexes de
la taille et de la densité cellulaires [31, 13@]tsaduisant par des évolutions spécifiques defdpro
d'élution. Le monitoring de ce processus apoptetiglété réalisé en comparant deux dispositifs,
mettant en oeuvre des canaux d’épaisseurs difsserit25 et 175 um. Le canal de 125 pm permet,
une analyse rapide, requiert une faible quant&éhdintillon et limite la dilution des populations
recueillies. Cependant, comme l'indique la comparaides valeurs expérimentales du facteur de
sélectivité Sghs (tableau RIII-1II), ce canal ne semble pas prerare&eompte la variation de densité
lie a l'induction d'apoptose, aussi bien que fakde 175 um. A linverse, ce dernier favorise un
elargissement des pics d'élution, un accroissegentemps et des facteurs de rétention, impliquant
l'utilisation d'une quantité importante d'échaatill Ce canal semble, des lors, moins adapté pour le
monitoring.

Dans notre modele d’étude : apotose des cellulds laduite par la diosgénine, nous
avons suivi le processus par SAFFF. Des étudegdqeptes réalisées au sein du laboratoire sur le

méme modele [130], ont montré une variation sigatfve des profils d'élution dés 6 h d'incubation
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[32]. Ces résultats nous avaient semblé trés sdérds puisque la SAFFF permettait une détection
précoce du processus peu ou pas détecté par laitddjes tests biologiques utilisés classiqguement
pour la caractérisation de I'apoptose.

Nous avons confirmé que 6 h d’incubation suffisajgour la détection de I'apoptose par
SdFFF, bien que les observations microcoscopigasscditures cellulaires ne montraient qu’une
faible quantité de figures apoptotiques.

Nous avons alors envisagé de trier les cellulesapoptotiques, c'est-a-dire, engagées dans
une étape précoce de l'apoptose. Le tri est réaliséune population traitée, et les fractions
recueillies sont remises en culture en absenceiasgé&hine. Ceci induit I'élimination de l'agent
inducteur (processus de lavage ou « washout »ngitant I'observation du phénomeéne induit
initialement, ainsi que son éventuelle cinétiquanssnouvelle interférence avec la diosgénine.
L'analyse des populations triées s’est faite api2sh de culture afin de laisser le processus
apoptotique parvenir a son terme. L'isolement desmis-populations constitue le deuxieme point
d'impact de la SAFFF.

L'isolement de telles cellules n'est alors intaaesgue s'il conduit a I'amélioration de la
sensibilité des tests spécifiques de diagnostitétEt apoptotique, ou s’il produit une population
modéle sur laquelle il devient possible de suivadaton spécifique la cinétique et la signalisation
apoptotiques. Ceci correspond aux cellules ditésapoptotiques, c'est-a-dire la population au stade
précoce du processus.

Comme nous l'avons décrit précédemment, une fapaesseur de canal favorise les forces
ascensionnelles et donc un tri basé sur la tailtes qu'une augmentation d'épaisseur favorise une
meilleure prise en charge des variations de demsitérivilégiant les forces gravitationnelles
(équations 5 et 6, p11).

Seul le canal de 175 um d’épaisseur a réussi farpgnce de trier une sous-population
de cellules pré-apoptotiques, ainsi qu'une autetion qui pouvait apparaitre comme intéressante,
composée de cellules modifiées par la diosgénigglasme étalé) mais non apoptotiques. La
premiére fraction permet d’augmenter la sensibiléé tests de caractérisation de I'apoptose €t c’es
ce que nous avons illustré par le test ELISA (Rdll-7). De plus, cette fraction permettrait
d’étudier la signalisation apoptotique des un stpdicoce du processus. La deuxieme fraction
pourrait expliquer les effets de la diosgéninelsurycle cellulaire et permettrait de comprendre la
cinétique d’action de celle-ci. Comme la diosgénimhiit un arrét du cycle en GO/G1 et qu’ensuite
seules ces cellules sont sensibles aux effets deo$génine, il faudrait remettre cette fraction a

incuber de nouveau avec la diosgénine, pour vaesicellules partent effectivement en apoptose.
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Cette étude a donné de nombreuses perspectivalsdtidn de la SAFFF. Le suivi de
phénomeénes biologiques par SAFFF revét alors pissfacettes. En effet, le monitoring a été ou
pourrait étre utilisé :

- pour suivre les effets d’'une méme drogue suerfites lignées cellulaires. Les effets
apoptotiques de la diosgénine ont déja été étuglieda lignée érythroleucémique humaine HEL
[213], et sur la lignée d’ostéosarcome humain 1881].

- pour faire un «screening » de molécules sur om@ne lignée: des molécules
chimiquement apparentées a la diosgénine (tigogehigcogénine...) pourraient étre testées sur la
lignée 1547, et leurs effets suivis par SAFFF.

- pour tester les effets d’'une molécule a difféeertoncentrations. La diosgénine a 10 uM
a un effet différenciant sur les HEL ce qui se tibgdar un décalage vers la gauche du pic celkilair
en comparaison de celui du fractogramme témoin 840 UM cette méme drogue est apoptotique

sur les HEL et se traduit par un décalage versdaeddu pic (Fig.26) [213].

Cette étude a servi de tremplin a lI'implication ldeSdFFF dans le domaine biologique
complexe de la neuro-oncologie. Les pathologies@amuses touchant le systeme nerveux ont
souvent de lourdes conséquences physiologiquesieetpar leur complexité, restent encore
méconnues. Les thérapeutiques actuellement déployéer lutter contre ces cancers ont une

efficacité limitée, notamment pour les glioblastenetles neuroblastomes.

Ecologie de la lignée IMR-32.

Notre étude avait pour but d’isoler les phénotypeltulaires présents au sein de lignées
cancéreuses trés hétérogenes et complexes teldsglignées neuroblastiques. Ces tumeurs, et les
lignées qui en dérivent, sont constituées de diffésr phénotypes cellulaires correspondant a divers
stades de différenciation [416]. Au sein de cesdes, 2 types cellulaires principaux sont décrits :
des cellules adhérentes, différenciées dites ebiastoides » ou type-S (S pour stromal) et des
cellules neuroblastoides, de type-N organisées neas,aayant des caractéristiques de cellules
immatures. Nous savons que les cellules neurotpleesti ont la capacité de se difféerencier
spontanémerit vitro etin vivo[416].

Nous avons utilisé la lignée IMR-32 qui, en culturésente de nombreux amas
neuroblastoides, de type-N, associés a quelquédeselde type-S. L’isolement de ces sous-
populations a permis de mieux comprendre les mgéagas et la cinétique de différenciation qui les
relient, afin d’envisager de nouvelles stratégmisdpeutiques en étudiant leur réponse spécifique a

différentes drogues.
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Dans cette étude, la SAFFF est apparue comme unnalispensable puisque les deux
phénotypes, présents au sein de cette lignée A1), apparaissaient, en cytométrie en flux,
comme une population unique et ne pouvaient doscép@ triés par cette technique. Grace a la
mise en place du mode « Hyperlayer », le tri pafFFkda isolé deux phénotypes difféerents de
cellules de type-N ayant des caractéristiques nubogigues et biologiques trés différentes.

Le premier phénotype, isolé dans la fraction 3,sm@permis de comprendre les cinétiques
de différenciation : les cellules de type-N orgaes en amas neuroblastoides sont des cellules
indifférenciées, prolifératives qui peuvent seéliéincier spontanément en cellules de type-S. Nous
avons mis en évidence un phénotype intermédiase;éllules de type-l exprimant la PSA-N-CAM
gui se détachent a la périphérie des amas neutoidles et se différencient en cellules de type-S.
Ces cellules ont un potentiel migratoire et poemajouer un réle dans la formation des métastases.

Le deuxieme phénotype, isolé dans la fraction Lyait étre composé, en majorité, de
cellules souches cancéreuses. Ces cellules de Ntymerganisent sous forme d’amas
neuroblastoides denses et volumineux qui grossissams donner de cellules de type-S; ces
cellules sont quiescentes et expriment peu de reargbiologiques. Nous savons que les tumeurs
neuroblastiques résultent, en grande partie, daltéation de migration, voire d'un déficit de
différenciation des cellules sympathiques dérivnta créte neurale. Ces défauts de différenciation
peuvent également s’expliquer par la présence Helese souches. Or, de nombreuses études
s’entendent a montrer la présence de cellules ssyuatans les cancers solides. Cette théorie a
d’abord été vérifiee dans les leucémies, puis tEmsancers du sein et récemment dans les cancers
neurologiques, glioblastomes et neuroblastomes?2,7195-203].

Ainsi, l'isolement de cette sous-population estaeguable, puisque ces cellules pourraient
étre impliquées dans les processus de résistamoghanio et radio-thérapies [177] qui agissent sur
les cellules mitotiques [179]. La recherche surdekules souches cancéreuses promet également
de nouvelles découvertes sur le mode de propagadti®icancers, la métastase. Le modele alternatif
proposé aujourd'hui est le suivant : de nombrecslsles d'une tumeur primaire se répandent dans
le corps, mais une seconde tumeur ne peut se faqueetorsqu'une cellule souche rare atteint un
nouvel emplacement [148, 196, 198, 202].

Nous avons alors testé la réponse spécifique depleérotypes d’intérét a différents
inducteurs de mort et de différenciation. Nous savque la lignée IMR-32 est déficiente en
caspase-8, acteur majeur des voies de signalisdgsnrécepteurs de mort tels que Fas. Cela
implique que l'activation de Fas n’entraine paspdj@ose dans ces cellules Nous n’avons
effectivement pas induit d’apoptose sous les effet§as L ni d'un agoniste de Fas, le 7C11, dans

la lignée IMR-32. Cependant, et cela met en exelgyegertinence du tri par SAFFF, nous avons
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testé ces inducteurs sur les fractions cellulafgsde voir si les effets de résistance obseruésas
population totale pouvait étre incriminés a 'unads phénotypes. Nos résultats semblent indiquer

gue tous les types cellulaires soient résistangs fEV-2 et 3).

Nous avons alors testé la diosgénine, dont lessedigoptotiques sont reconnus [32, 129-
131, 144-147, 412, 413] et qui ont fait I'objetietre étude précédente. Cette molécule agit sur des
récepteurs aux oestrogénes dont le mécanismeatiadiffere de celui des récepteurs de mort. De
plus, les études du Dr Corbiere ont montré quevtass de signalisation apoptotique de la
diosgénine ne faisaient pas ou peu appel a I'aativale la caspase-8. Nos résultats montrent, de
maniére innovante que la diosgénine induit I'apsetdans la lignée IMR-32. La diosgénine semble
avoir un effet apoptotique, spécifiguement surdekules différenciées de type-S. Ces effets sont
nettement visibles sur PF3 et PF2 donc, la engréee a I'étude comparative des fractions (Fig.
RV-4). Ce résultat est primordial puisqu’il a dép&rcussions majeures :

1) sur la détermination de la nature des cellues/de-N isolée en PF1. Certaines cellules
résistent aux effets apoptotiques de la diosgéndes amas encore visibles et volumineux
persistent, ce qui renforce I’hypothése que ce piype comporte des cellules souches cancéreuses
(quiescence, immaturité, expression faible des oeang biologiques) ;

2) sur linvestigation d’'une nouvelle statégie Hpmutigue et la mise en place d'une
bithérapie : induction préalable d'une différeniciat des cellules de type-N pour les rendre
sensibles aux effets apoptotiques de la diosgénine.

Nous avons alors cherché a induire la difféerenmiaties cellules IMR-32. Nous avons
testé les effets de I'acide rétinoique, de la daste et de la rosiglitazone. Seule la rosiglitazan
20 pM induit la différenciation, effet particuliénent visible sur PF3 (Fig. RV-7). Les résultats
précédents ont montré que ces cellules ont unentgoe de différenciation active : type-N
devenant type-I devenant type-S seulement apres 2fe remise en culture, apres tri. La
rosiglitazone pourrait potentialiser et optimiseur cinétique de différenciation. Nous pouvons
supposer que ces cellules soient dans une phasgctiupropice, leur permettant d’étre sensibles
aux effets de la diosgénine. Comme pour la diosgénes cellules isolées en PF1 répondent plus
faiblement aux effets de la rosiglitazone. Si agutes sont des cellules souches cancéreuses, nous
pouvons supposer que ces cellules doivent d’aberdifiérencier, entrer dans le cycle et devenir
des cellules de type-S.

Nous avons ensuite observé les effets de la bjifeérensiglitazone a 20 uM et diosgénine
a 40 uM. L'observation générale de cette bithérapiable prometteuse puisque nous observons la

qguasi disparition des amas neuroblastoides en &FG@ne diminution nette en PF1; les amas
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encore visibles étant constitués de cellules apiopies. Cependant, contrairement aux effets de la
diosgénine seule, nous voyons encore des cellelégpe-S mais toutes présentent des expansions
cytoplasmiques caractéristiques. La diosgénineuadgs cellules en phase GO / G1 et les cellules
sensibles aux effets apoptotiques de la diosgémomd bloquées dans cette phase du cycle
mitotique. Ainsi la diosgénine peut agir sur leButes, en modifiant leur cycle et leur morphologie
(expansions cytoplasmiques) sans induire leur @geptPuisque la fraction PF3 contient des
cellules avec des états de différenciation vargbigpe-N, type-1 et type-S, nous pouvons donc
penser que les cellules initient leur différenciatide facon asynchrone sous l'effet de la
rosiglitazone et que seules certaines d’entre pkesent entrer en apoptose. De plus, le nombre de
cellules différenciées augmente sous l'effet deoksiglitazone donc les effets de la diosgénine
paraissent atténués. Il semblerait que 24 h d’iatob avec la diosgénine ne soientt pas suffisantes
pour entrainer une apoptose massive des cellules.

Enfin, les effets de cette bithérapie sur PF1 neorfue ces cellules sont les plus
résistantes. Cependant une optimisation des tefimuiblation pourrait améliorer les effets de ces
drogues. La encore, on peut assimiler ce comportegeelui des cellules souches cancéreuses.
D’aprés les résultats obtenus, ces cellules sons dm état de quiscence (Fig. RIV-7) ce qui
pourrait expliquer leur résistance aux agents sé#li classiguement dans les protocoles de
chimiothérapies classiques. L'observation microgpop de ces cellules montre qu’elles
s’organisent en amas trés denses (Fig. RIV-4) depgurrait les rendre inaccessibles aux
molécules. Nous pouvons supposer que les molédifEsenciantes et apoptotiques ne sont

efficaces que lorsque les cellules sont dans uaseptiéfinie du cycle.
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En conclusion, I'ensemble de ces résultats montre kpdaptation instrumentale et
technologique de la SAFFF au monde biologique mstréussite. Tous les efforts déployés par les
chercheurs et enseigant-chercheurs, au sein drataive de Chimie Anlytique dirigé par Monsieur
Le Professeur Cardot ont optimisé I'appareillagesdéFF afin d’en faire un outil de tri cellulaire
efficace et validé. Nos recherches se sont centndtesir des thématiques développées en oncologie
et plus recemment en neuro-oncologie, domaines lgsquels la SAFFF s’est illustrée dans des
applications nombreuses et variées. Cette techrequsimple, douce, rapide, peu onéreuse, non
invasive ne nécessitant pas de marquages préaldbtesellules. Ce dernier point est crucial
puisqu’il rend possible l'utilisation ulterieure sleellules collectées ou lorsque le marquage est
impossible. En effet, certains marqueurs biologigue peuvent pas étre identifiés, soit parce que le
couplage au marqueur entraine des perturbatiorsbwiéjues de la cellule soit parce qu’il n’existe
pas d’anticorps permettant leur caractérisation.

La SAFFF a permis, non seulement, le suivi de geace biologiques induits, I'étude de
mécanismes  physio-pathologiques, la compréhensioes dinétiques complexes de
différenciation...mais également I'isolement de spapulations d’intérét pouvant étre utilisées a
des fins biologiques, diagnostiques voire mémeaghgutiques.

En effet, la mise en ceuvre du mode « Hyperlayest>performante pour la collection de
fractions stériles, viables en préservant I'intégfonctionnelle et I'état de différenciation desce
cellules. Ce dernier point est primordial lors détude des phénomenes d’apoptose et de
différenciation. Nous avons établi la preuve que nésultats sont reproductibles et répétables
permettant, en routine, la collection de fractieassant ensuite de modeles.

La collecte de fractions apres élution des cellelesnode « Hyperlayer », tient compte de
la balance taille / densité. Cela nous a aidé a:

1. Comprendre les mécanismes de digestion enzymeatigs grains d’amidon de riz et de
blé par uner-amylase.

2. Isoler des populations d’intérét : cellules ppdptotiques c'est-a-dire induites dans un
stade précoce du processus apoptotique. Ce phérphién que biologiquement peu significatif, a
pu étre suivi par SAFFF. En terme de rechercheafoedtale, cette fraction isolée de cellules pré-
apoptotiques est apparue comme un modele d’étutentéressant pour explorer la cinétique des
mécanismes d’action de la diosgénine, ainsi quevtdes d’induction de l'apoptose encore
méconnues.

Une population de cellules modifiées, présentastedg@ansions cytoplasmiques, mais non
apoptotiques, a été isolée. Il conviendrait d’etudiz cycle de ces cellules permettant de confirmer

gue la diosgénine agit, en bloquant les celluleplse GO / G1 avant d’induire I'apoptose.
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faudrait également incuber ces cellules avec lagdinine pour voir si elles sont devenues sensibles
aux effets apoptotiques.

De facon assez péremptoire, nous pourrions envisigdévelopper des stratégies d’étude
a visée diagnostique. Si la SAFFF peut détectedeaent et de maniere tres précoce les effets
apoptotiques d’'une drogue, par simple comparaissnfihctogrammes, alors nous pourrions ainsi
envisager de tester une molécule que I'on saitaf&in vitro, sur un fragment de tumeur apres
biopsie. Cela permettrait de voir si la tumeur rép@ cette drogue ou d’adapter la thérapie a la
tumeur et donc au patient...pour cela il serait reaies de développer un prototype de SAFFF
dédié au diagnostic : canal a faible volume mort paiaturisation de ses dimensions, limitant
ainsi la quantité d’échantillon nécessaire et hege d’élution

3. Isoler des phénotypes d’intérét correspondatgsastades différents de différenciation,
dans une lignée cellulaire complexe, neuroblastitire des phénotypes isolés nous a permis de
comprendre la cinétique de différenciation existantre les différents types cellulaires, type-N,
type-l et type-S. Le deuxieme phénotype présensepdepriétés biologiques caractéristiques des
cellules souches cancéreuses. Ces derniéres omhpact fondamental dans les processus de
canceérisation, de résistance et d’échappementpidiigues ou dans la formation de métastases. La
perspective majeure est de caractériser ce phénatgtlulaire par I'utilisation de marqueurs
biologiques des cellules souches neurales, telseqG® 133. De plus, des études complémentaires
de prolifération et de tumorigénicité devront ésféectuées car nous envisageons de greffer les
fractions d’intérét sur des sounmour étudier leur comportementvivo. Il conviendait égalemnt de
faire une étude cytogénétique de ces fractionsplification du MYCN ainsi que I'expression des
récepteurs aux neurotrophines TrK A et TrK B, pulids|ont une valeur pronostique.

Les résultats obtenus avec les drogues différetecianapoptotique testées doivent étre
étayés. L’association de ces molécules permet allxles 1) de se différencier sous l'effet de la
rosiglitazone les rendant 2) sensibles (type-S) eftets pro-apoptotiques de la diogénine. Nous
avons vu qu’il était difficile de quantifier les fefs différenciants de la rosiglitazone. Nous
pourrions étudier I'expression du neurofilamentéafique des cellules différenciées. Nous
envisageons également d’étudier les effets diffdegris de la rosiglitazone par SAFFF. Les
fractions isolées en routine seront analysées pardispositif adapté au diagnostic. Les
fractogrammes obtenus pour ces fractions serontpagées a ceux obtenus avec ces mémes

fractions traitées par la rosiglitazone.
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Résumé L'utilisation de la technique de Fractionnemerdr pcouplage Flux Force de
Sédimentation (SdFFF) dans le domaine de I'oncel@giparticulierement de la neuro-oncologie s'iscr
dans I'étude de la dynamique de populations coneglégstéosarcome, neuroblastome) et des phénoménes
de différenciation et d’apoptose. Ces applicatimssent sur le concept novateur de "cellulomichaeseé
sur le couplage de l'efficacité du tri cellulaiar SdFFF et de la caractérisation des propriétdsdiques de
sous-populations d’intérét.

Une premiere approche de la SAFFF concernant W& deliphénoménes biologiques a été menée
sur les amidons. Leur dégradation enzymatique par amylases représente l'une des plus importantes
réactions mises en ceuvre dans l'industrie agroafaite. Les travaux réalisés sur 'amidon de ridesblé
ont montré une corrélation entre la cinétique dgratiation et I'évolution des profils d'élution ¢serlidon
(fractogrammes). La collection de fraction a égaetpermis d’établir une corrélation entre la i@iades
propriétés biophysiques des particules éluéede(taiensité) et le mécanisme de réactions enzyoetiq
Ainsi apres cette étape de calibration, la SdFFpa@gt comme un outil permettant, par le simple
enregistrement des fractogrammes, le suivi de ickecbiologiques telle que I'induction de I'apopades
cellules cancéreuses 1547 (ostéosarcome humaitdetrgoar un agent apoptotique d’origine végétale,
diosgénine. La SAFFF a également permis l'isolerdentellules pré-apoptotiques. Ce tri cellulaiemide
(quelques minutes), sans marquage et de grandgigéeaméliore ainsi la spécificité et la senigi®ides
tests biologiques utilisés pour I'étude des mécaessimpliqués au cours de I'apoptose.

Apres le suivi d’événements biologiques, le tri stris-populations d’'intérét, le troisiéme point
d’'application de la SAFFF en oncologie a consistéxploration de I'écologie de la population cédline
IMR-32 (neuroblastome humain). Deux phénotypeselleles neuroblastiques ont été isolés et ont Eelai
compréhension de la cinétique de différenciatiotiecha relation qui existe entre les cellules nblastiques
immatures et les cellules fibroblastiques difféiéas au sein de cette lignée. Enfin ces phénoigpés ont
servi de modéles d’étude pour tester les effetgeties apoptotique, la diosgénine et différencisant,
rosiglitazone dans le but de trouver des stratétiésapeutiques efficaces sur ces cancers fortement
résistants aux thérapies actuelles.

Abstract.The use of the Sedimentation Field Flow Fractioma¢SdFFF) technology in the field
of oncology, and particularly in the neuro-oncolaggisters, is now implicated in the study of tlyaamics
of complex populations (osteosarcoma, neuroblast@md differentiation or apoptosis phenomena. These
studies lie on the new concept of “cellulomic” bésen the hyphenation of SAFFF cell sorting and the
biological characterization of interesting sub-pagions. The first approach of SAFFF was performét
the monitoring of biological events in starch p@tans. Enzymatic starch granule amylosis is onthef
most important reactions in food and pharmaceuiighistrial processes. Studies on wheat and ravelsts
demonstrated a correlation between fractogram @sagd enzymatic hydrolysis.

These results showed the interest in coupling Sd&itk-population sorting with particle size
measurement methods to study starch size/denstyficadions associated to hydrolysis. After thisfistep
of calibration, SAFFF proved to be a fast, pratticad specific method to monitor biological everithis
was extend to the study of diosgenin (plant stgroiduced apoptosis of 1547 osteosarcoma cellseMar,
SdFFF was used, for the first time, to perform idwation of pre-apoptotic cells. This pre-apomtctub-
population which is in an early stage of apoptosisld be used as cellular models for the studyiaggknin
induced apoptotic kinetics. This fast, tagless amdy selective method also increases specificitg an
sensibility of biological tests used to study aptiptmechanisms.

After the monitoring of biological events, the sagt of specific sub-populations of interest, the
third SAFFF application in oncology consisted ia gtudy of the ecology or the phenotypical relatiop in
the complex IMR-32 cell line, used as a model afrnblastoma. These cell lines have a great cliraoal
biological heterogeneity which affects responséréatmant and patient outcome. For the first titne
phenotypes of neuroblastic, N-type, cells have bemted by SAdFFF, and allowed the understanding of
differentiation kinetics and the relationship whiekists between N-type and differentiated, S-tyqls.
Finally, these isolated phenotypes were used dalareimodels to test specific responses to apaptoti
inducers, Fas ligand or diosgenin and differemtgainducers, retinoic acid or rosiglitazone in artefind
new effective therapeutic strategies for these tgraotually resistant to chemotherapies.





