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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer colorectal (CCR) est le cancer le plus fréquent en Europe et la deuxieme
cause de déces par cancer dans le monde. Malgré de réels progres thérapeutiques, le taux de
survie relative a 5 ans reste faible du fait de I’absence de dépistage précoce, la plupart des
diagnostics étant réalisés a un stade avancé. Il est caractérisé par sa résistance aux traitements
et sa capacité a récidiver suggérant la présence de cellules initiant le cancer (CIC) au sein de
la tumeur. Ces cellules sont considérées comme cible majeure pour éradiquer la tumeur et la
compréhension de leur comportement est devenue une priorité majeure pour I’adaptation des
thérapies. En effet, I’implication des CIC dans I’émergence et la récidive tumorales ne fait
actuellement plus aucun doute. Bien que ces cellules suscitent un intérét grandissant dans la
communauté scientifique, des travaux visant a améliorer leur caractérisation, a comprendre
leur fonctionnement et a développer des thérapies ciblées peinent a émerger. Leur proportion
au sein de la masse tumorale reste faible et le développement de stratégies d’isolement des
CIC est devenu une priorite. Dans ce sens, nous avons développé de nouveaux outils

d’isolement et de caractérisation des CIC au sein de lignées humaines de CCR.

L'une des méthodes d'isolement est basée sur la technique de fractionnement par
couplage flux-force de sédimentation ou SAFFF (Sedimentation Field Flow Fractionation),
technique innovante de tri cellulaire basée sur les propriétés biophysiques intrinseques (taille,
densité...) des cellules, permettant de s’affranchir des immuno-marquages. Les sous-
populations isolées ont été identifiées in vitro par I’utilisation d’un panel de marqueurs
(CD44, EpCAM, CD166...) correlée a une caractérisation fonctionnelle in-vitro, puis in-vivo
sur deux modeles différents. Dans un premier temps, le potentiel tumorigénique a été évalué
ex ovo sur la membrane chorio-allantoidienne d’embryon de poulet (CAM). Cependant, ce
modele reste éloigné de I’environnement physiopathologique du CCR, nous conduisant a
développer différents modeles in vivo chez la souris immunodéprimée. Le premier correspond
a des greffes hétérotopiques en position sous-cutanée pour un suivi aisé du développement
tumoral. Quant au second support, il est basé sur des greffes orthotopiques dans la paroi du

caecum mimant le micro-environnement colique.

De fagon parallele a la mise en place des diverses méthodes et modeles d’études, nous
avons optimisé I’outil technique afin de mieux I’adapter au tri de populations rares. En effet,

la séparation et l'isolement d'espéces par la SAFFF s'associe a une dilution préjudiciable des
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populations éluées. Afin d'en limiter la portée, nous avons réalisé I’implantation d’une lame
séparatrice en fin de canal, divisant en deux parties le flux sortant, permettant I’élimination de

la phase mobile excédentaire.

Un second outil d’enrichissement en CIC a été utilise, il s'agit du milieu défini
OncoMiD. Développé par la société Oncomedics, c'est un milieu dépourvu de SVF et

spécifiqguement utilisé dans le cadre de cultures primaires de CCR.

Enfin, nous avons mené une étude sur I’effet de nanoparticules sur les cellules
cancéreuses en collaboration avec le laboratoire LCABIE CNRS UMR5254 de I’Universite de
Pau. Nous nous sommes intéresses aux effets biologiques de nanotubes de carbone, potentiels
vecteur de traitements. En effet, lorsqu’ils sont fonctionnalisés, ces NTC auraient la
possibilité de délivrer des traitements directement aux tissus, voire aux cellules cibles.
L’hypothése de travail s’est basee sur le tres faible diamétre de ces nanotubes qui pourraient
alors pénétrer dans les cellules. Le manque de connaissances concernant ces NTC et leur

comportement reste important.
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A. Le cancer colorectal

|. Epidémiologie

Chaque année, plus de 1,23 millions de personnes @amonde développent un
cancer colorectal (CCR) et environ 609 000 perserete meurent. Tous sexes confondus,

c’est la 2™ cause de décés par cancer dans le monde.

En Europe, l'incidence globale en 2008 a été de OfBPR soit 29,6 sur 100 000
habitants et 212 000 patients en sont décédés(kelBentre International de Recherche sur
le Cancer, 2010) [1]. Il s'agit du cancer le plusguent en Europe, suivi du cancer du sein,
des poumons et de la prostate [2]. Son incidencples élevée dans les pays industrialisés.
Chez 'homme, avec 27 500 nouveaux cas par aestiéda 3"localisation derriére le cancer
de la prostate (71 000 nouveaux cas) et le canceodmon (27 500 nouveaux cas). Chez la
femme, le CCR arrive en®? position (19 000 nouveaux cas) derriere le camitesein
(53 000 nouveaux cas) (d’aprés I'lnstitut NatiodalCancer, Janvier 2011).

En France, en 2011, le CCR arrivait e‘?‘i‘%osition en termes de fréquence avec
40 500 cas (d'aprés I'lnstitut National du Cancdanvier 2012). Les nouveaux cas
surviennent en majorité chez des personnes dedells ans. L’age moyen au moment du

diagnostic est élevé, 70 ans chez ’lhomme et 72 laes la femme.

Le Limousin se place dans les régions a forte amwe (41,6/100 000 hommes et
25,9/100 000 femmes). Sur la période 2004-200&2B6déces dans le Limousin lui ont été
imputables. L’age médian au moment du déces gstctigement de 75 ans chez 'homme et
80 ans chez la femme.

Malgré de réels progres thérapeutiques, le tawsudée relative a 5 ans du CCR reste
faible du fait de I'absence de dépistage précacelupart des diagnostics étant réalisés a un
stade avancé (d’aprés I'Institut National du Can20d0). Ainsi, lorsqu’il est dépisté
précocement, les chances de survie peuvent de@@¥emais dépisté a un stade tardif, le

taux de survie relative a 5 ans est inférieur a 5%.

Le CCR correspond a des maladies complexes eblgéges provenant de mutations
somatiques ou des lignées germinales [3]. EnvifbAedes CCR sont sporadiqgues, seuls 5 a
10% sont héréditaires. Les deux formes les pluswes sont la polypose adénomateuse
familiale (PAF) et le CCR héréditaire sans polyp@mesyndrome de Lynch ou HNPCC pour
Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer). La PA$t une maladie autosomique

dominante a pénétrance variable pouvant sungemovo dans 20 a 30 % des cas, mais qui
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ne représente que 1 % des CCR [4]. Dans plus de 90 % des cas, €elle est liée a une mutation
constitutionnelle du gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) localisé dans le bras long du
chromosome 5 (5021-22) [5]. Cette mutation favorise la formation de polypes au niveau de la
muqueuse du colon et du rectum entrainant le développement inévitable d’ un carcinome
colorectal. Selon le degré de pénétrance de la maladie, I’dge médian de survenue du cancer
varie de 34 ans (PAF profuse) a 55 ans (PAF atténuée) [6]. Quant au HNPCC, il est di a une
anomalie des genes responsables du contrdle de la réparation des mésappariements des bases
del’ADN : lesgenes ADN MMR (Mismatch Repair) [7].

Il. Anatomie et cancér ogenese color ectales

Le CCR se développe aux dépens de la muqueuse colique ou rectale. Le rectum sous-
péritonéal, dépourvu de péritoine viscéral (ou Séreuse), sera volontairement écarté de la
description. En effet, sa vascularisation et son drainage lymphatique particulier lui offrent des
possibilités de diffusion différentes de celles du colon.

[1.1. L’anatomie générale du cdlon

Le colon s éend de lavalvule iléo-caecale de Bauhin alajonction recto-sigmoidienne.

Il se divise en plusieurs segments :

|e cblon ascendant,

le cblon transverse,

le colon descendant,

- lecblon sigmoide.

La paroi colique est formée de quatre couches différentes (Figure 1-1) qui se
superposent (de I’intérieur vers |’ extérieur) :

- Lamuqueuse, composée d un épithédlium de revétement (constitué par des cellules
caliciformes ou celules sécrétrices de mucus, des entérocytes ou colonocytes et
des cellules entéro-endocrines) s'invaginant en cryptes, d’ un chorion ou lamina

propria (role de soutien) riche en tissu lymphoide diffus et de fibres musculaires

formant la musculaire mugueuse.

- La sous-muqueuse, constituée par un tissu conjonctif richement irrigué et

contenant le plexus nerveux autonome de Meissner.
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- Lamusculeuse, avec une disposition en deux couches de fibres musculaires lisses :
circulaire (interne) et longitudinale (externe). Entre ces couches, se situe le plexus

nerveux d’ Auerbach,

- La séreuse, tunique externe constituant le feuillet viscéral du péritoine, constituée

de tissu adipeux.

Les différentes couches de la paroi du célon w

-y
-~
Y 4

atl.
i) _t‘-'"""mlur-w,-
- /

musculeuse

A 4

Figure I-1 : Les différentes couches de la paroi du cdlon.

La paroi colique est composée par la superposition de quatre couches: mugueuse, Sous-muqueuse,
musculeuse et séreuse. Schéma d'aprés|’ Institut national du cancer.

[1.2. Structure normale de la crypte intestinale

De par larapidité de renouvellement de son épithélium, le colon est considéré comme
un organe tout a fait remarquable. Il est en contact avec un milieu septique, acide et agressif
gui impose un renouvellement rapide du revétement mugueux, siege des échanges entre la
lumiére coligue et la vascularisation portale. Cet épithélium est en effet renouvelé tous les 5

jours.

La couche épithdliale du colon est formée par une simple couche de cellules
cylindriques hautes, formant des invaginations supportées par la lamina propria pour former
une unité fonctionnelle : 1a crypte de Lieberkiihn, chacune contenant 2000 a 3000 cellules. Il a
été estimé que plus de 6 x 10™ colonocytes seraient produits au cours de la vie d' un individu
[8].

Des la naissance, se congtitue le compartiment cryptique dans lequel résident les
cellules prolifératives, les progéniteurs et les cellules souches. Les cellules différenciées
localisées au sommet des cryptes sont éliminées dans la lumiére du cblon. Ces cellules
différenciées dérivent de cellules souches multipotentes retrouvées au fond des cryptes
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intestinales (Figure 1-2), en moyenne au nombre de 7 par crypte. Suite a une division
asymétrique, une cellule souche donne naissance a une nouvelle cellule souche et a un
progéniteur destiné a se différencier. Il est bien établi que les cellules souches intestinales
donnent naissance aux trois types de cellules épithéliales différenciées : cellules caliciformes,
les entérocytes et les cellules entéro-endocrines. L’ homeéostasie de I’ épithélium intestinal est
donc assurée gréce a un équilibre entre la production des cellules différenciées, leur migration
le long de la villosité vers la lumiére intestinale, et leur éimination par apoptose et/ou
anotkose[9,10,11].

E Cellules différenciées Différenciation
Arrét ducycle ]
cellulaire Progéniteurs en voie
de différenciation Migration
Prolifération
Myofibroblastes - — Cellules souches

Figure 1-2 : Organisation des cellules au sein de la crypte intestinale.

Les cellules souches entretiennent un compartiment prolifératif constitué par leurs descendants
immédiats, les progéniteurs. Ces cellules donnent naissance aux trois types de cellules différenciées,
les cellules caliciformes, les entérocytes et les cellules entéro-endocrines. Au fur et & mesure de leur
différenciation, les cellules épithéliales issues des progéniteurs progressent le long de la villosité vers
la lumiere intestinale, ou elles desquament par apoptose[12].

Lamuqueuse épithéliale est constituée de trois types de cellules différenciées :

- les entérocytes ou colonocytes (80 %) assurant |'absorption des nutriments et le
transport des électrol ytes,

- les cellules sécrétrices de mucus ou cellules caliciformes ou en gobelet (20 %)
secrétant le mucus tapissant |’ épithélium et le protégeant des toxines et bactéries du tube
digestif,

- les cellules entéro-endocrines (< 1 %) sécrétant les peptides gastro-intestinaux. Ces

derniéres ont pour particularité de dériver de la créte neurale.

Il est & noter que contrairement a I’intestin gréle, le colon est dépourvu de cellules de
Paneth.
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[1.3. La cancérogenese colorectale, |e processus multi-étapes

Les facteurs étiologiques et les mécanismes génétiques aboutissant au dével oppement
du CCR sont complexes et hétérogenes. Le style de vie, le mode d alimentation et des

mutations somatiques en font partie.

Le développement du CCR se rédise en plusieurs éapes mettant en jeu une

accumulation de mutations sur des genes suppresseurs de tumeurs et des oncogenes.

a. L’instabilité chromosomique ou CIN (Chromosome | Nstability)

Il s'agit de la classe la plus fréequente d’instabilité genomique observée dans le CCR
(85 %). Elle est caractérisée par des réarrangements chromosomiques, des anormalités
numeéraires [13,14] et par la survenue fréquente de pertes alléliques de genes suppresseurs de
tumeurs (p53, MYH et APC) [15]. La conséquence de I’instabilité chromosomique est un
déséquilibre du nombre de chromosomes et une fréquence importante dune perte
d’ hétérozygotie (LOH, Loss Of Heterozygosity) [16].

b. L’instabilité microsatellitaire ou M Sl (MicroSatellite I nstability)

Elle est causée par un défaut du systeme de réparation des mésappariements de
I’ADN, le MMR (MisMatch Repair) [17]. Elle conduit al'accumulation de mutations dans des
genes contrdlant I'apoptose et le cycle cellulaire (TGFSRII, BAX ou Caspaseb).

c. LesProto-oncogéenes

Ce sont des géenes codant pour des protéines participant a la régulation de la
prolifération cellulaire. Une fois mutés par gain de fonction, ils entrainent une prolifération
exagérée et incontrélée des cellules. La mutation d’un seul des deux aléles du gene est
suffisante pour activer un oncogene. Les mutations somatiques sur ces genes codant certains
partenaires des voies de signalisation sont fréguentes, surtout pour le géne codant la sous-
unité catalytique de la PI3K (phosphatidyl-inositol 3 kinase) (muté dans 32 % des cas) et les
genes codant la protéine BRAF et la protéine KRAS, mutés respectivement dans 15 et 40 %
des CCR [18]. Les mutations du géne KRAS ont été fortement associées avec la résistance au
traitement par |I’anticorps monoclonal anti-EGFR (Epiderma Growth Factor Receptor). De
plus, BRAF, membre de la famille de génes RAF (BRAF, ARAF1, RAF1), code pour une

serine-thréonine kinase activée en aval de la protéine KRAS [19]. Environ 15 % des CCR
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portent des mutations dBRAF [20] qui sont associées a un mauvais pronosticnet u

résistance aux traitements.

d. Les génes suppresseurs de tumeur

Contrairement aux oncogenes, ils ont une actionathdg sur la prolifération
cellulaire. Dans le processeur de carcinogénéesegdaes suppresseurs de tumeurs perdent

leurs fonctions. Parmi ceux-ci :

- Le geneAPC joue un réle clé dans la voie de signalisation \&mtfavorisant la
dégradation de I§-caténine [5,21]. Cette voie joue un rdle dans dmbireux processus
cellulaires incluant 'adhésion, la migration, B@amnisation du cytosquelette et la ségrégation
chromosomique. L’activation de la voie Wnt est déss considérée comme un événement
précoce dans la cancérogenése colorectale. Laiotutid ce gene est retrouvée dans 80 %

des CCR sporadiques.

- Le generpP53 ou gardien du génome humain, est un facteur dedrgption activé en
réponse aux stress cellulaires tels que I'actimationcogenes, la présence de dommages de
I’ADN, le raccourcissement des téloméres ou enddrgpoxie [22]. La voie p53 agit comme
un point de contréle crucial dans le maintien destibilité du génome et de I’homéostasie
cellulaire. La plupart des réponses induites pal phbterviennent directement ou
indirectement dans la suppression de la tumeun(€id¢r3). Approximativement 85 % des

mutations du gene53 dans le CCR sont des faux-sens.
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Croissance normale Stress oncogénique

Faible stress Fort stress cellulaire
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/
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Inhibition de Ih croissance Apoptpse
Régulation du'métabolisme Sénesgence
Réparation de Y/ADN Pro-oxydant
Antioxidant \
\
Y ‘
-Survie cellulaire -Survie cellulaire
-Réduit la glycolyse -Augmentation de -Elimination des cellules
-Stabilité du génome I'anabolisme

Prévention Etablissemer Suppression

de tumeur de tumeur de tumeur

Figure I-3: Dualité de fonction de la protéine p53 dans la prévention et la suppression de
tumeurs.

P53 peut répondre & une variété d agressions cellulaires en induisant premiérement des mécanismes
de survie (arrét du cycle, stabilité du génome), permettant de rétablir I'homéostasie cellulaire et de
prévenir |I'apparition de tumeur. Dans le cas de stress prolongés, de signaux oncogéniques ou de
dommages irréparables, p53 active des mécanismes |étaux (apoptose) et participent & la suppression
de tumeur. Des mutations affectant p53 peuvent inactiver sa fonction suppresseur de tumeurs, comme
lui apporter des gains de fonctions pour |’ établissement de tumeurs. Schéma adapté d' aprés Vousden
et Prives[23].

- Le gene codant pour la protéine TGF-f est inactive dans un tiers des CCR. Il code
pour des cytokines jouant un rble centra dans I’homéostasie celulaire, la fibrose,
I”angiogenese, la carcinogénese et la différenciation cellulaire [24]. Il a été démontré que le
TGF-p agitalafois comme suppresseur de tumeur et activateur de la progression tumorale,
de I'invasion et du processus métastatique [25]. En effet, au cours des stades précoces de la
cancérogenése, il s active pour limiter la croissance des cellules cancéreuses. Au contraire,
lorsgue la tumeur progresse, des changements génétiques et / ou biochimiques de la protéine

permettent la stimulation de la progression tumorale.
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- Le gene PTEN (Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10) est
un inhibiteur d’ une des principales voies initiatrices du CCR, la voie phosphatidylinositol
triphosphate kinase (PI3K/Akt). Son activité peut étre perdue au travers de divers mécanismes
tels qu’ une perte allélique ou encore une hyperméthylation du promoteur [26]. Dans le cancer
du sein surexprimant la protéine ERBB2, I'effet de I’anticorps monoclonal trastuzumab
(Herceptin®) transite via la présence de PTEN. Sa perte est ainsi corrélée a un échec de
traitement [27]. Cependant, I'impact de la perte de PTEN dans le CCR reste encore peu
connu. Il est cependant connu que la perte de son expression est corrélé avec la transition
épithélio-mésenchymateuse et donc une augmentation des capacités d'invasion des cellules de
CCR[28].

Ains, le modee multi-étapes ou séquence adéno-carcinomateuse a permis
I"identification de proto-oncogenes, de genes suppresseurs de tumeurs et de mécanismes
génétiques et épigénétiques associés (Figure I-4). Toutefois, il ne permet pas d’ expliquer par
guel mécanisme une cellule normale différenciée peut acquérir au cours de sa vie des
mutations amenant a sa transformation en cellule maligne. La théorie des cellules initiatrices
de cancer, qui sera abordée dans une deuxieme partie, permet de répondre en partie a cette
guestion.
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Figurel-4: Modée génétique du CCR.

a) La plupart des CCR se développent & partir de polypes adénomateux aprés quelques années ou
décennies. Les mutations de génes (APC, KRAS etc ...) sont fortement associées a un stade précis de
cancérogénése. b) Dans environ 15 % des CCR, la fonction MMR est inactivée par des mutations
somatiques ou par des inactivations épigénétiques conduisant a une instabilité microsatellitaire.
L’inactivation des génes MMR par mutation somatique est généralement observée chez les patients
portant ces mutations dans la lignée germinale en particulier dans le cadre du syndrome HNPCC.
L’inactivation épigénétique des génes MMR concerne surtout |”hyperméthylation du promoteur
MLH1. Les tumeurs se présentent initialement sous forme d'adénome sessile festonné avec une
hyperméthylation de nombreux genes et des mutations de BRAF. Aussi bien dans les tumeurs
sporadiques et familiales, I'inactivation de génes (TGF-BIIR, BAX) codant pour dedquences
contenant des ééments répétés (microsatellites) contribuerait a la progression tumorale. Schéma
adapté de Fearon et al [22].
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I11.Laclassification des cancer s color ectaux et les bases thér apeutigues

111.1. Classification des CCR

Les CCR sont classés selon I'importance de leur diffusion locale, régionale ou a
distance au moment du diagnostic. De la diffusion initidle de la maladie dépendent le
pronostic du patient et sa prise en charge thérapeutique. Cette classification est basée sur des
données histologiques et d'imageries, afin de faciliter la prise en charge des patients. La
premiere classification a été proposée par Dukes en 1932. Inadaptée pour les stades de gravité
incertaine, cette classification a été modifiée a plusieurs reprises entre autre par Astler-Coller.
Bien que largement utilisées jusgue dans les années 1990, ces deux classifications ont été
abandonnées, étant sources de confusion. Une classification dite pTNM (pathology Tumor
Node Metastasis), basée sur le degré de I’envahissement pariétal (T), |I'importance de
I” envahissement ganglionnaire loco-régional (N) et la diffusion a distance par la présence de
métastases (M), a é&é adoptée. Depuis Janvier 2010, il est recommandé d'utiliser la
classification pTNM 7°™ édition de I’'UICC/AJCC. Dans le tableau 1, sont résumés les
différents stades de cette classification apres révision en 2011 [29].
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Tumeur primitive (T)

TX Latumeur primitive ne peut pas étre évaluée

TO Absence d’ évidence de tumeur primitive

Tis Carcinome in situ : tumeur intra-épithéliale ou envahissant la lamina propria sans
extension ala sous-muqueuse

T1 Tumeur envahissant la sous muqueuse

T2 Tumeur envahissant la musculeuse

T3 Tumeur envahissant la séreuse sans atteinte du revétement mésothélial et le tissu
péricolique non péritonéalisé

T4a Tumeur perforant le péritoine viscéral

T4b Tumeur envahissant ou adhérant a d’ autres organes ou structures

Ganglionsrégionaux (N)

NX Les ganglions ne peuvent pas étre évalués

NO Absence de métastases ganglionnaires régionales

Nla Métastases dans 1 des ganglions lymphatiques régionaux

N1b M étastases dans 2-3 des ganglions lymphatiques régionaux

Nilc La tumeur s étend a la séreuse, au mésentére, au tissu péricolique non péritonéalise
Ou aux tissus péri-rectaux sans métastases ganglionnaires régionales

N2a M étastases dans 4 a6 des ganglions lymphatiques régionaux

N2b M étastases dans 7 ou plus des ganglions |ymphati ques régionaux

M étastases a distance (M)

MO Absence de métastase a distance

M1 M étastases a distance

Mla M étastases confinées a un organe ou structure

M1b M étastases dans plusieurs organes ou structures

Tableau 1 : Classification des CCR.
conformément a la révision de la classification pTNM révisée en 2011 [29].

A partir de cette classification, cing stades de CCR ont été définis (Figure 1-5) avec
différentes sous-classes:

-Lestadel : pTLNOMO et pT2 NO MO

- Lestadell : pT3NO MO et pT4aNO MO

- Lestade Il : quel que soit le type de tumeur, N1 MO, N2 MO et N3 MO
- Lestade IV : quel que soit letypede T et N, M1.
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Les chances de guérison varient considérablement entre le stade | et le stade IV
(Tableau 2). Le CCR fait partie des cancers a pronostic intermédiaire dont la survie relative a

5 ans est moyenne. La stratégie thérapeutique est également adaptée a chacun de ces stades.

Stade Surviereativea5ans (%)
Stadel 87
Stadell 82
Stadelll 66
StadelV 19
Tous 60

Tableau 2 : Survierelativea 5 ans par stade de CCR.
Etude PETRI sur une cohorte de 1994-1999 selon Institut National du Cancer (2010).

/ Spread to other organs

1 sanguin

<+—Ganglion lymphatique
==il<e— Séreuse

|+ Musculeuses

I+ |[«—Sous-muqueuse

.
<+<— Muqueuse

Figurel-5: Illlustration schématique des différents stades tumoraux.
La classification pTNM (pathology Tumor Node Metastasis) permet de distinguer 5 stades tumoraux

(O, I, 1, I et 1V). Au stade 0, seule la muqueuse est atteinte. Au stade |, la tumeur atteint localement
la muqueuse, la sous-mugueuse et la musculeuse. Les cellules cancéreuses peuvent alors envahir la
séreuse et perforer le péritoine viscéral, correspondant au stade Il. Au stade Ill, les cellules

cancéreuses atteignent les ganglions lymphatiques péri-viscéraux régionaux et peuvent emprunter la
circulation sanguine. Le stade IV est le stade terminal : la tumeur est vascularisée et une
désorganisation totale de la paroi colique est observée. Les organes éloignés, principalement le foie et
les poumons, peuvent étre atteints par les métastases. Schéma adapté d’aprés I’ Institut National du
Cancer.
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[11.2. Bases thérapeutiques de la prise en charge des CCR

Le seul traitement curatif actuel est I'exérése chirurgicale de type RO (Résidu 0),
emportant la tumeur primitive, ses relais ganglionnaires et d éventuelles métastases, ne
laissant aucun religuat macro ou microscopique, selon les criteres qualité de la chirurgie
carcinologique définie par I’ Institut National du Cancer. Malgré de réels progres dans la prise
en charge thérapeutique, e diagnostic reste encore trop tardif. Dans plus de la moitié des cas,
le CCR est dépisté a un stade métastatique. L’ &ge, et les co-morbidités souvent associées, ne
permettent pas une prise en charge optimale, combinant chirurgie et traitement systémique a
base de chimiothérapie. Administrée avant la chirurgie, la chimiothérapie néo-adjuvante a
pour but de diminuer la masse tumorale et de contrbler la progression de la maladie. Dans le
meilleur des cas, la masse tumorale diminue et |e patient est alors déclaré « répondeur ». Dans
10 % des cas des patients métastatiques, initialement déclarés « non résécables », ils peuvent
ains bénéficier d'une chirurgie optimale de type RO, les métastases ayant parfois
complétement disparu au terme de plusieurs mois de chimiothérapies. Chez les patients a haut
risque de récidive, et s |'état général le permet, une chimiothérapie dite adjuvante est
proposée en postopératoire, diminuant ains le taux de récidive. Plusieurs schémas
thérapeutiques sont actuellement proposeés. Ils sont choisis en fonction du stade initial de la

maladie et des co-morbidités.

La premiere molécule utilisée a été le 5-fluoro-uracile (5-FU) [30] un analogue de la
pyrimidine jouant le réle antimétabolique, qui a donné lieu au protocole thérapeutique
préopératoire de référence [31]. L’ oxaliplatine (qui agit par inhibition de la synthese et de la
réplication de I’ADN via la formation de ponts intrabrins entre 2 guanines adjacentes
possedant une action akylante) et I'irinotecan (qui est une prodrogue dont le métabolite
inhibe la topoisomérase 1) ont un effet anti-tumoral synergique au 5-FU. Au stade
métastatique, ils sont associés avec le 5-FU selon les protocoles FOLFOX et FOLFIRI [32,33]

augmentant ainsi |la médiane de survie des patients.

Au cours de ces derniéres années, de nouvelles cibles thérapeutiques ont été identifiées
permettant 1a mise en place des « thérapies ciblées » agissant sur |es mécanismes concourant a
I’ oncogenese, basées principalement sur I'utilisation d anticorps monoclonaux. Les deux
principales cibles de ces thérapies sont |I'Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) €t le
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).

L’EGFR, également appelé Erb-B1 ou HER, est actuellement une cible clé dans le

CCR et est tres souvent surexprimé. Son activation est corrélée a des phénomenes associés a
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la progression tumorale, incluant la prolifération, la maturation, I’angiogenése, la formation
de métastases ainsi que I'inhibition de I'apoptose [34] corrélés a des facteurs pronostics
pgoratifs [35]. Le cetuximab est un anti-EGFR, un anticorps monoclonal jouant le role
d’inhibiteur compétitif, empéchant lafixation du ligand sur le récepteur et donc son activation
[36,37]. Il apporte un bénéfice en survie en situation métastatiqgue apres échec des
chimiothérapies usuelles [38,39] et a récemment apporté la preuve de son intérét en premiere
ligne, en association avec le 5-FU et I’ oxaliplatine [40]. Toutefois, il ne peut ére administré
gue s le statut de KRAS est non muté, et |I'importance de ses effets secondaires limite
actuellement son emploi. D’autres anticorps monoclonaux sont utilisés tels que le
panitumumab [41,42]. Ce dernier induit I’internalisation du récepteur [43]. En paralée, des
anticorps monoclonaux, des inhibiteurs de |’ activité tyrosine kinase du récepteur sont utilisés

tel que I’ erlotinib inhibant ainsi la phosphorylation de I’ EGFR sans induire son internalisation

et sa dégradation [44,45]. Les modes d'action de ces molécules sont schématisés dans la

Panitumumab
Cetuximab
&N\

Figure 1-6.

PI3K/AKT MAPK
HIF1la 1’
‘1, Prolifération
cellulaire
VEGF

Angiogénese

Figurel-6: EGFR et molécules thérapeutiques dans le cadre du CCR.

Le panitumumab et le cetuximab sont des anticorps monoclonaux compétitifs empéchant I’ activation
de 'EGFR et des voies de signalisation impliquées dans les processus tumoraux tels que
I’angiogenése et la prolifération cellulaire. 1ls provoquent tous deux I’internalisation du récepteur.
L’erlotinib est un inhibiteur de I’ activité tyrosine kinase de I'EGFR. Schéma adapté de Krejsa et al.
2006 ; Okines and Chau, 2011 [41,42].
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L a néo-angiogenese est également requise pour la croissance tumorale et dépend de la
production de VEGF par les cellules tumorales ou par les cellules de I’environnement
tumoral, notamment les cellules stromales [46]. Dans la tumeur, la production du VEGF e<t,
en outre, stimulée par I’hypoxie [47]. Apres liaison au VEGF, le récepteur au VEGF
(VEGFR) s auto-phosphoryle puis active les voies de signalisation conduisant al’ angiogenese
accompagnée d' une augmentation de la perméabilité vasculaire ains qu’ une multiplication
des cellules endothéliales [36,48]. Le bevacizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF, est
utilise en combinaison de la chimiothérapie [49]. Il blogue la néo-angiogenése et par
conséquent inhibe la croissance tumorale. Des inhibiteurs de I’ activité tyrosine kinase du
VEGFR sont également utilisés dont le sorafenib et le sunitinib [50,51]. Les mécanismes

d action de ces mol écules sont récapitulés dans la Figure I-7.
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Figurel-7: Mécanismes d’ action des agents dirigés contre le VEGF.

Le bevacizumab empéche la fixation du ligand sur le VEGFR. Le sorafenib et le sunitinib inhibent la
phosphorylation du VEGFR. Schéma adapté de Rodriguez et al, 2007 [51].

Ains, I'existence et la mise en ocauvre de ces nouvelles thérapies combinées aux
traitements préexistants ont permis une amélioration considérable de la prise en charge des
patients. Cependant, de nombreux mécanismes de résistance aux traitements ont été mis en
évidence. Cette résistance pourrait avoir lieu via I’émergence de clones cellulaires ne
répondant pas aux thérapies, soit par résistance innée ou soit par résistance acquise au cours

du traitement.
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B. Lescellulesinitiatrices de cancer dansle cblon

I. Lescellules souchesintestinales saines

|.1. Caractéristiques fonctionnelles des cellules souches

Les cellules souches intestinales (CSI) localisées au fond des cryptes intestinales sont
responsables du renouvel lement de I’ épithélium colique. Au cours de la division asymétrique,
la CS engendre une nouvelle CS fille (par auto-renouvellement) et simultanément génére une
population de cellules en cours de différentiation qui transiteront vers le sommet de la crypte
intestinale, proliféreront et se différencieront en cellules fonctionnelles [10]. Ces CSI
possedent une durée de vie longue et sont ainsi responsables du renouvellement cellulaire tout
au long de la vie de l'individu. Elles sont ainsi définies par deux caractéristiques
fonctionnelles: la capacité d auto-renouvellement ains que la multipotentialité,
correspondant a la capacité de générer I’ensemble des cellules constituant le tissu d’ ou elles
proviennent [52]. Dans le développement normal, la question d auto-renouvellement est
centrale. Afin d’entretenir un pool et de conserver une aptitude a produire des nouvelles
cellules, une CS doit garder la capacité de s auto-renouveler par division symétrique ou
asymétrique et donner naissance au moins a une cellule fille qui possede les mémes capacités
gu’ ele. Si la CS prolifere mais ne s auto-renouvelle pas, le pool de CS sera appauvri (Figure
1-8).

Dans le cadre de I’épithélium colique, I'existence de deux pools de CSl a été
suggérée : un pool de CSI quiescentes servant de réserve [53] et au contraire, un pool de CSI
activées, « cyclantes » (€' est-a-dire actives au niveau du cycle cellulaire) prétes a recevoir et

répondre a des signaux de régulation provenant des cellules stromales [54].
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Figurel-8: Ladivision et I’auto-renouvellement des cellules souches (CS).
Afin de sauto-renouveler, une CS doit donner au moins une CS fille par divison symétrique ou
asymétrique. Ces deux possibilités permettent de maintenir un pool de CS La division symétrique
d’'une CS en deux cellules filles progéniteurs ou cellules différenciées ne permet pas de maintenir
I" auto-renouvellement et donc entraine la diminution du pool de CS.

|.2. Larégulation des cellules souches intestinales

a. Lavoie Wnt

L’homéostasie des CS comprenant leur capacité d auto-renouvellement dépend de
relations complexes entre différents mécanismes dont la prolifération, la différenciation, la
migration ainsi que la mort cellulaire. Tous ces phénomeénes sont finement régulés par des
voies de signalisation trés conservées parmi laguelle lavoie Wnt joue un réle majeur. L’ acteur
central de cette voie est la protéineB -caténine. En I’ absence du ligand de Wnt, 1§ -caténine
libre dans le cytoplasme est dégradée par I'intermédiaire du recrutement du complexe
contenant la protéine de repliement axine, le produit du gene suppresseur de tumeurs APC, la
CK1 (Caséne Kinase I) et la GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 33). Apes phosphorylation
de résidus sérine et thréonine hautement conservés sur la partie N-terminale, la B-caténine est
ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. En présence du ligand de Wnt, une interaction
avec un récepteur de la famille Frizzled (Fz) et un membre de la famille des récepteurs Lpr

(Low-density lipid receptor) se met en place permettant le recrutement de I’axine a la
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membrane plasmique provoquant ainsi sa degradation. La B-caténine s accumule dans le
cytoplasme, entre dans le noyau et se lie au facteur de transcription Tcf/Lef [55,56] (Figure I-
9).
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Figurel-9: Schématisation de la voie de signalisation Wnt.

En absence du ligand (a), la f-caténine est dégradée. Lorsque la voie est activée (b), la dégradation
de la -caténine est réprimée entrainant une accumulation de celle-ci dans le cytoplasme. Elle rentre
dans le noyau pour fixer les facteurs de transcription de la famille TCF/LEF (T-Cell-Factor/Lymphoid
Enhancer-binding protein) et activer la transcription [56] .

La cascade Wnt est essentielle pour la mise en place du destin des cellules le long de
I’axe de la crypte intestinale [57]. L’identification de nombreuses cibles faisant partie de la
voie Wnt/B-caténine indique I’implication de cette cascade dans la régulation des CSI mais
expligue également les effets différentiels en fonction des types cellulaires et notamment
selon leur localisation le long de |’ axe de la crypte intestinale [12]. En effet, une des cibles
principales de cette voie est Lgr5/GPR49 dont le produit est exprimé spécifiquement par les
CSlI [58]. En parallele, d autres cibles de la voie Wnt, telles que c-myc ou la cycline D1, sont
associées aux cellules en prolifération. De plus, I'identification des cibles EphB/ephrinB a
renforcé I'implication de la voie Wnt dans |la morphogénése intestinale [59].

39



b. Lavoie PTEN-PI3K-Akt

Lors de la formation d’un complexe entre un ligand et un récepteur en amont de la
voie, la PI3K est activée et phosphoryle ses substrats conduisant ainsi a la phosphorylation et
activation de I’ Akt par la PDK1 (Phosphoinositide Dependent Kinase 1). Contrairement a de
nombreuses voies de signalisation, cette voie ne dépend que d’'un seul régulateur négatif, la
phosphatase PTEN (Phosphatase and TENsin homolog). Cette voie joue un role important
dans la survie et la prolifération. 1l est égaement connu que la voie PI3K stimule d auto-
renouvellement des CSI [60]. De fagon remarquable, cette voie croise la voie Wnt puisque la

protéine Akt phosphorylée est capable d’ activer la -caténine.

c.LavoieBMP

Il semble que I'inhibition de la voie BMP (Bone Morphogenetic Protein) soit un
évenement requis pour la conservation de I’ éat souche. En effet, I activation de la voie BMP
indiquée par la phosphorylation des protéines SMAD est retrouvée majoritairement dans les

cellulesintestinales différenciées [12].

d. Lavoie Notch

Les ligands Jagged et Delta sont capables de se fixer au récepteur Notch induisant un
clivage protéolytique de celui-ci par une y-sécrétase. La partie clivée de Notch, NCID, est
alors transloquée dans le noyau pour jouer son role de facteur de transcription [12]. Cette voie

a été démontrée comme étant essentielle dans la prolifération du compartiment cryptique.

e. Lavoie Hedgehog

Cette voie joue un role capital dans |’organisation et la structure correcte de la
muqueuse intestinale et ne joue pas réellement un réle direct sur le destin des cellules
épithéliales [12]. Le processus d auto-régénération et de différenciation des CS dépend entre

autres de cette voie.
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. Lescdlulesinitiatrices detumeur

[1.1 L’ origine du concept de cellules souches cancéreuses

Le fait que les tumeurs soient composees de populations cellulaires hétérogenes en
termes de morphologie, d expression de marqueurs, de capacité de prolifération et de
potentiel tumorigénique est reconnu depuis longtemps. Les modeles traditionnels de
carcinogénese reposent sur le fait que I’ hétérogénéité tumorale peut s expliquer par une série
d’ évenements genétiques stochastiques et par une sélection clonale influencée par le

microenvironnement.

Au contraire, le concept de cellules souches cancéreuses (CSC) ou cdlules initiant le
cancer (CIC) suggére gque seulement une faible proportion de cellules au sein de la tumeur
possede la capacité a I'initier et serait responsable de la croissance tumorale [61]. Cette
hypothese a pris naissance avec des études effectuées sur la Leucémie Aigle Myéloide
(LAM) au cours desguelles des CIC ont pu étre caractérisées [62]. Ces cellules, identifiées par
les marqueurs CD34 et CD38, correspondent a la seule population cellulaire capable d'initier
une LAM chez les souris immunodéficientes de type NOD/SCID (NonObese Diabetic Severe
Combined ImmunoDeficient). La découverte de ces CS leucémiques représente un des
évenements initiateurs de la recherche des CIC dans d’ autres types de tumeurs, en particulier
les tumeurs solides. Une hiérarchie cellulaire est alors suggérée, basée sur la présence de CIC

qui proliferent et génerent I’ ensembl e des cellules de latumeur.

L’ hypothese la plus répandue actuellement concernant I’origine de ces CIC serait
gu’ elles dériveraient de CS présentes a la base méme des cryptes intestinales. Ces CS saines
subiraient des mutations qui pourraient saccumuler tout au long des années voire des
décennies. Une fois transformeées, ces cellules mutées donneraient naissance a des CSC et des

progéniteurs [57].

[1.2. Les CIC et |le microenvironnement tumoral

L’ environnement tumoral fait partie intégrante de la néoformation tumorale dont il
représente la partie non épithdliale. Il se constitue d’une composante cellulaire (fibroblastes,
cellules immunes et vaisseaux) et d'une composante extracellulaire. Tous ces ééments
interagissent entre eux via les facteurs de croissance, les cytokines et les molécules

d’adhésion. Les interactions dynamiques entre les cellules épithéliales et stromales
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représentent un point clé dans des processus aussi différents que I’ adhésion, la prolifération, la

différentiation et lamigration cellulaire.

Les fibroblastes synthétisent les composants de la matrice extracellulaire comme les
collagenes (type I, IlI, V) et la fibronectine. lls contribuent également a la synthese des
membranes basales en secrétant lalaminine et le collagene 1V. Les fibroblastes sont impliqués
dans le contrdle de la différenciation épithéliae, larégulation de I’ inflammation locale et dans
les processus de remodel age tissulaire. I1s sont une source importante de métall oprotéases, qui

sont responsables du remaniement de la matrice extracellulaire [63,64].

Le microenvironnement tumoral est également souvent le siege d’une inflammation
responsable du recrutement des nombreuses cellules inflammatoires pouvant jouer un réle
pro- ou anti-tumoral. Parmi celles-ci, les macrophages ont un réle dans la croissance tumorale
de par leur capacité a intervenir dans le remodelage tissulaire, la production de facteurs de
croissance et de facteurs pro-angiogéniques [65]. Il est connu que les réactions inflammatoires
sont associées al’initiation des métastases apres infiltration par |es macrophages.

Dans un dernier temps, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sembleraient
jouer un réle prépondérant dans I’initiation et la modulation de la croissance tumorale [66].
En effet, un lien éroit existe entre infection, inflammation chronique et cancer.
L’ environnement inflammatoire est généralement associé dans le cdlon a une migration et une
invasion des tissus périphériques par ces CSM. De ces cellules indifférenciées possédant un
haut degré de plasticité cellulaire est née I’ hypothese d’une origine mésenchymateuse des
cancers épithéliaux par le recrutement des CSM [67]. L’injection de CSM chez I’animal

immunodéprimeé stimule significativement la croissance tumorale [68].

[1.3. Lacaractérisation des CIC au sein du CCR

Les CIC dans le CCR montrent des propriétés similaires aux CSI: |'auto-
renouvellement, la multipotentialité, la prolifération quasi-illimitée dans le temps et I’ état
souche [69]. De plus, ces CIC seraient caractérisées par I’ expression de marqueurs de cellules
souches embryonnaires dont Oct4, Sox2 et KlIf4 [70]. Tout comme les CSI, les CIC sont
définies par I’auto-renouvellement tout en maintenant une capacité a engendrer une
progéniture aussi bien tumorigénique que non-tumorigénique au travers de la division
asymeétrique (Figure I-8). Il est désormais admis qu’ une série de mutations peut s accumuler
au cours des années voire des décennies au sein des CSl présentes a la base méme des cryptes

intestinales. Une fois transformées, les CSI mutées se divisent de maniere symétrique et
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asymétrique pour donner lieu a d autres CIC ou des progéniteurs qui génerent eux-mémes des
cellules cancéreuses. Ces mutations contribueraient & des anomalies de controle et une
activation anarchigue ou au contraire a une répression de certaines voies de signalisation
impliquées dans le contrdle de la prolifération et de la différenciation des CS[10,71].
Cependant, les CIC possedent deux propriétés supplémentaires : la capacité d'initier
une tumeur in vivo ainsi qu'une certaine capacité a résister aux traitements. Afin de les
identifier et de les discriminer des CS saines, de nombreuses études ont éé menées pour

caractériser au mieux ces CIC dans le but de trouver des marqueurs spécifiques de celles-ci.

L’ ensemble des propriétés des CIC sont schématisées dans la Figure 1-10.

Autor enouvellement

Multipotentialité ’
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traitements

Figurel-10: Représentation schématique des caractéristiques des CI C au sein du CCR.

Les différentes propriétés des CIC dans le CCR sont |’auto-renouvellement, |I'expression de
mar queurs specifiques tels que le CD44, I' EpCAM ou encore le CD166, la multipotentialité ainsi que
la prolifération quasi-illimitée dans le temps qui seront responsables de I’ origine de la tumeur, la
capacité de tumorigénicitéin vivo et enfin la résistance aux traitements.
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[1.4. Les marqueurs des CIC au sein du CCR

L’un des principaux objectifs de la recherche dans ce domaine est désormais de

caractériser et d'isoler les CIC afin de les étudier et de découvrir de nouvelles cibles

thérapeutiques dans le but de les éradiquer et d’ éviter ainsi la récidive tumorale. Néanmoins,

les CIC ont comme caractéristique d étre des cellules non engagées dans une voie de

différenciation comme les CS saines. Elles sont indifférenciées et n’ expriment par conségquent

gue trés peu de marqueurs de différenciation. Il existe néanmoins un certain nombre de

marqueurs « genéralistes » des CIC [55], dont certains sont encore controverses comme par

exemple le CD133 [57]. Il est important de pouvoir discriminer correctement les CS saines

des CIC, étant donné que celles-ci ont de nombreux marqueurs en commun dont le Lgr5 [58]
ou encore |’ aldéhyde déshydrogénase, ALDH [72,73] (Tableau 3).

Margueur Fonction
Cellules souches Musashi-1 Protéinedeliaison al’ADN
saines de Hes-1 Répresseur transcriptionnel
Iintestin Récepteur Récepteur de surface delacellule
Bmi-1 Protéine répresseur de la famille Polycomb
Lgr5 Non connue, cible de Wnt
ALDH-1 Enzyme
Cellulesinitiant CD133 Non connue
le cancer CD44 Récepteur de I’ acide hyaluronique
colorectal CD166 Molécule d adhésion
EpCAM Molécule d’ adhésion
ALDH-1 Enzyme

Tableau 3 : Marqgueurs proposes pour caractériser les CSl saineset CIC.
Ensemble des marqueurs permettant de discriminer les CSet les CIC[55].

Le CD133 ou prominin-1, une glycoprotéine transmembranaire, a été en premier lieu

utilise comme marqueur permettant I’ enrichissement des cellules capables de régénérer la

tumeur dans les leucémies [74]. Son étude a ensuite éé étendue aux tumeurs solides en

particulier le glioblastome [75]. Dans le cadre du CCR, les premiéeres études ont montré que
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seule la population CD133" possédait les caractéristiques des CIC et était capable de former
une tumeur chez les souris immunodéprimées [76,77]. Cependant, la pertinence de ce
marqueur est désormais contestée : I’ expression du CD133 ne serait pas restreinte au pool de
CIC et des cellules CD133 auraient également le pouvoir de régénérer in vivo une masse
tumorale au méme titre que les cellules CD133" [78,79,80]. Ces observations remettent en
cause la validité de CD133 en tant que marqueur spécifique des CIC dans le CCR et
conduisent a la recherche de nouveaux marqueurs plus fiables. Le CD133 reste cependant
utilisé en association avec d’ autres marqueurs [81,82,83,84]. De plus, de récentes avancees
ont mis en évidence que le CD133 ne serait pas perdu par la cellule au cours de sa
différenciation mais que I’ état de glycosylation de cette protéine serait modifié [85,86].

Le CD44 est une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans de nombreux
phénomenes tels que la croissance, la survie ou encore I’ adhésion cellulaire. Dans le cancer,
cette protéine joue un réle dans la migration et I’adhésion ala matrice, induisant |’ agrégation
cellulaire et la croissance tumorae [87,88]. Différents variants de cette protéine ont éé
identifiés [89]. Le CD44 est un marqueur robuste des CIC dans le CCR puisgu’ une
diminution de son expression empécherait I’initiation de la tumeur in vivo, ce qui n'est pas le
cas pour le CD133 [90]. L’injection de seulement 1000 cellules CD44™ (exprimant fortement
ce marqueur) permet la formation d une tumeur chez la souris immunodéprimée [91]. Son
expression est également associée a une translocation dans le noyau de |83 -caténine. D’ autre
part, le CD44 peut subir une translocation vers le noyau en complexe avec la protéine STAT3
afin daugmenter la prolifération cellulaire [92] et serait fortement impliqué dans la
prolifération non controlée des CIC intestinales aboutissant au développement des tumeurs
[93,94].

L’EpCAM est également une glycoprotéine transmembranaire surexprimee dans de
nombreux cancers [95]. Elle est impliguée dans |’ adhésion et dans la prolifération cellulaire.
a éé démontré que les cellules CD44*/EpCAM™ correspondent & la population de cellules
initiant la tumeur [96]. En plus de cette combinaison avec le CD44, lorsqu’il est corrélé avec
le CD166, sa surexpression est corrél ée a une augmentation du risque de développer un CCR
chez le sujet &gé [97]. Par ailleurs, I'EpCAM peut étre activé par clivage protéolytique de sa
partie intracellulaire, donnant naissance a I’EplCD, qui peut subir une translocation vers le

noyau. Associé a d' autres facteurs de transcription, ce domaine peut induire la transcription de

T4
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immunodéficiente [98]. L’association du marqueur EpCAM avec le CD44 permet une

identification phénotypique robuste des CIC au sein du CCR [96].

Le CD166 ou ALCAM (Activated Leucocyte Cell Adhesion Molecule), membre de la
superfamille des immunoglobulines, est une molécule d’ adhésion cellulaire homotypique et
hétérotypique [99]. Son expression membranaire sur les cellules de CCR est associée a un
taux de survie faible [100]. En effet, bien que son niveau d expression ne semble pas étre
directement corrélé au stade tumoral, son élévation d’ expression ala membrane est fortement
restreinte aux cellules cancéreuses chez les patients dont les chances de survie sont nettement
diminuées. L’ éévation de son expression serait donc un évenement survenant précocement
dans le développement tumoral. Au contraire, son expression cytoplasmique est ubiquitaire au
niveau des cellules des cryptes saines [101]. De plus, le CD166 est un margueur des CSM, ce
gui a conduit a le tester comme candidat marqueur des CIC. Ainsi, le CD166 est exprimé en
synergie avec le CD44 et I'EpCAM [96] dans les cellules aptes a initier une tumeur chez
I’animal. Enfin, I’ utilisation d’un anticorps dirigé contre le CD166 a permis de diminuer les
capacités d'invasion cellulaire in vitro et d’'induire une réduction de la taille de la tumeur in

vivo ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle [102].

L’ ALDH (Aldéhyde Déshydrogénase) est une enzyme métabolique de détoxification
utilisée comme marqueur de la population capable d'initier la tumeur dans le CCR. En effet,
la capacité invasive a été confirmée in vitro de par leur capacité a former des sphéres mais
également in vivo au cours de xénogreffes [103]. En plus de la caractérisation par |’ expression
de ce marqueur, son activité enzymatique peut étre également mesurée. Aing, il a éé
confirmé que I’ expression forte de ce marqueur est associée a une activité importante de cette
enzyme au sein des CIC dans le CCR [104]. Il apparait également que I’ activité de I’ALDH
est impliquée dans la résistance aux traitements. Cependant, |’ activité de cette protéine ne
serait pas strictement restreinte aux CIC puisqu’elle caractérise également les CSl saines
[55,72]. Ce marqueur ne serait donc pas un marqueur discriminant suffisant pour servir de
cible thérapeutique directe.

Afin d'identifier les CIC au sein du CCR, la caractérisation de celles-ci s effectue
désormais en utilisant une combinaison des différents marqueurs cités précédemment
[81,96,97,105,106].

46



[1.5. Lerble des CIC dans larésistance thérapeutique des CCR

Les CCR sont des tumeurs hétérogénes composées de cellules a différents stades de
différenciation. La mise en évidence de I’existence des CIC au sein des CCR a permis

d’ expliquer en partie |’ échec des thérapies locorégionales ou systémiques.

a. CIC et résistanceal’irradiation

Les éudes des mécanismes de réponse a la radiothérapie ont été initiées sur les
gliomes [107]. Il a éé démontré que la population enrichie en CIC augmentait suite a
I"irradiation. De plus, les CIC irradiées avaient une capacité de survie supérieure a la
population des cellules différenciées. Enfin, les tumeurs les plus résistantes a la radiothérapie
étaient composées d’un nombre plus important de cellules CD133", marqueur principa des
CIC dans les gliomes. Cependant, |a radiorésistance de ces cellules pourrait étre inhibée par
I"inactivation spécifique des kinases checkpoint Chk1 et Chk2 (Checkpoint kinases 1 et 2). En
effet, les cellules cancéreuses répondent aux dommages de I’ADN par |'activation de
meécani smes complexes de détection et de réparation de ces dommages. Ces points de controle
dépendent de plusieurs proténes telles que ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) ou encore
Chk1 et Chk2. Ces différentes protéines sont activées suite a un stress pour initier un arrét du
cycle cellulaire pour tenter de réparer les dommages al’ADN ou, si les dommages sont trop
importants, d'induire I’ apoptose des cellules normales. Ces protéines de controle semblent
étre significativement activées dans les cellules exprimant les marqueurs des CIC en réponse a
I"irradiation [107,108]. En plus de I'implication d ATM, Chk1 et Chk2 dans la résistance a
I"irradiation des CIC, des études ont pu mettre en évidence le role d’autres acteurs dans ce
meécanisme de résistance. En effet, la voie Wntf -caténine joue un réle dans |a radiorésistance
des CIC du sein [109]. Dans le cadre du CCR, il a également été démontré que la structure de
la chromatine et les histones jouent un rdle prépondérant dans la résistance a la radiothérapie.
Ainsi, les CIC activent préférentiellement leurs mécanismes de point de contréle des
dommages a I’ADN apres irradiation. Elles subissent donc les mémes dommages dus aux
rayonnements ionisants que les autres cellules composant la tumeur. Cependant, les CIC ont
une capacité de réparation des dommages plus rapide et plus efficace que les cellules
cancéreuses différenciées. Outre les mécanismes de réparation de I’ ADN, la modification des
histones telles que la méthylation, |’acétylation ou la phosphorylation peut augmenter la

résistance des cellules cancéreuses a la radiothérapie. Ainsi, des changements dynamiques de
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la conformation de la chromatine ont pu étre observés aprés radiothérapie sur des cellules
CD133"[110].

b. CIC et résistance ala chimiothérapie

La majorité des thérapies utilisées dans le cas du CCR, hormis la chirurgie, engendre
des dommages a I’ADN et perturbe la mitose pour induire la mort cellulaire des cellules
cancéreuses les plus prolifératives. La résistance des CIC aux dommages al’ ADN induits par
I"irradiation suggere que les CIC pourraient résister a d’ autres types de traitements tels que la
chimiothérapie.

L’un des mécanismes les plus importants dans la résistance des CIC a la
chimiothérapie est le « multidrug resistance ». En effet, I’une des particularités des CIC est
leur forte expression de pompes a efflux tels que les transporteurs a « ATP-binding cassette »
(transporteur ABC). Cette famille inclut MRP1 (Multidrug Resistance Protein 1 aussi
nommée ABCCL), la P-glycoprotéine (ou ABCB1) ains que la protéine BCRP (Breast
Cancer Resistance Protein aussi nommée ABCG2) [111]. Ces transporteurs sont des pompes
exclusivement impliquées dans I’ efflux des composés lipophiles. Le transporteur ABCG2 est
particulierement étudié dans le cadre de la résistance des cancers aux chimiothérapies [112].
Le taux d'expression élevé de ces protéines dans les CIC confere a cette population une
capacité d' efflux importante caractérisée in vitro par le rget du marqueur fluorescent Hoechst
33342. Cette capacité de rejet du Hoechst 33342, notamment par le transporteur ABCG2, a
été mise en évidence dans les CS hématopoiétiques, ce qui a amené a employer le terme de
« Side Population » ou cellules SP [113]. Le terme de cellules SP fait référence au fait que,
lorsgue les cellules sont anal ysées par cytométrie en flux, la population de CIC est visuaisée
comme des cellules marquées du cbté (ou «side») opposée au reste de la population
cellulaire analysée[114,115].

Une exposition chronigue aux chimiothérapies en culture cellulaire permet la sélection
des cellules ayant un phénotype de résistance aux chimiothérapies, phénotype correspondant
aux CIC[116]. En pardléle, la séection de CIC en culture est associée a une augmentation de
la résistance aux traitements [117]. En effet, cette exposition chronique induirait la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT), mécanisme initialement connu dans le développement
embryonnaire et actuellement démontré comme étant un phénomene clé dans les processus de
progression tumorale et de formation des métastases [116]. || a éé démontré que ce

mécanisme était également associé au phénotype souche [118]. De plus, les CIC sélectionnées
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apres une exposition chronique aux traitements chimiothérapeutiques sont capables de

secréter des facteurs solubles pour stimuler les cellules chimiorésistantes voisines [119].

De par leur forte croissance et leur consommation importante en oxygene, les tumeurs
solides présentent presque toujours des zones dans lesquelles la teneur en oxygene est
significativement plus basse que dans les tissus avoisinants. Il est de plus a noter que les CSC
capables d'initier le cancer se situeraient au coeur méme de la tumeur, caractérisé par ces
zones hypoxiques. Ces cellules ont un réle primordia dans la régulation de I’ angiogénése
tumorale. En effet, I’angiogénése est hautement régulée par I’ activation du facteur HIF-1a
(Hypoxia Inducible Factor a). Ce dernier active la transcription de nombreuses protéines
impliquées dans la néo-angiogenése tumorale mais également dans le maintien de I’ état
souche et du caractere pluripotent des CIC [120]. En effet, HIF-1 régule d’ expression de Oct-
4 (Octamer-binding transcription factor 4) impliqué dans le maintien du caractere pluripotent
des cellules souches [121]. Ce facteur joue égaement un rbéle dans I'activation de
I’ autophagie, un phénomene de recyclage cellulaire. L’ autophagie constitue un mécanisme de
protection contre |’ apoptose dans des conditions nutritionnelles défavorables en tant que
systeme adaptatif en réponse aux stress métaboliques rencontres par des cellules cancéreuses.
Il a éé démontré que I’ autophagie joue un réle dans le maintien de I’ état indifférencié des
cellules souches [122] et permet la survie des CIC dans le microenvironnement hypoxique
[123]. L’ autophagie aurait un effet protecteur sur les cellules souches au sein de nombreux
cancers tels que le glioblastome [ 124] et le cancer du sein [125]. L’initiation de ce phénomene
au sein des CIC faciliterait alors |I'échappement a la mort induite par les traitements
conventionnels. Cependant, cette relation hypoxie / autophagie / CIC reste peu étudiée au sein
du CCR.

Ainsi, les CIC semblent étre au coaur des mécanismes de résistance aux thérapies
conventionnelles. En effet, ces derniéres permettent seulement d'éradiquer les cellules
tumorales différenciées. Quant aux CIC, elles ne sont pas sensibles a ces traitements,
survivent et sont capables de ré-initier la tumeur. De nouvelles thérapies ciblant
spécifiguement ces CIC pourraient permettre de mieux contrdler la croissance tumorale et la
dissémination métastatique et de prévenir la formation de métastases ainsi que la récidive

tumorale (Figure I-11).
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Figure |-11 : Effets des thérapies conventionnelles et de thérapies ciblant directement les
CIC.

Les thérapies conventionnelles permettent de faire régresser la tumeur en tuant les cellules ayant une
certaine capacité de prolifération. S les CIC sont moins sensibles a ces traitements, elles restent
viables et sont capables de reformer une nouvelle tumeur. Au contraire, s les thérapies ciblent
directement les CIC, les tumeurs deviennent incapables de se maintenir et de se dével opper [ 126].

Les CIC représentent donc une sous-population restreinte de cellules hautement
agressives, au caractere indifférencié, capables d'agir sur leur microenvironnement et
d’ adapter ce dernier selon leurs besoins. Elles possédent de plus des propriétés de résistance
accrues aux différents types de traitements anticancéreux ainsi que le pouvoir d'induire la
récidive tumorae. Leur étude s avére donc nécessaire afin de découvrir de nouvelles cibles
thérapeutiques permettant de les détruire. La caractérisation des CIC représente un point clé

dans leur éude mais également dans le cadre de la démarche diagnostique.

L’ hétérogénéité cellulaire des CCR et le caractére indifférencié des CIC représentent
les deux principales difficultés a surmonter dans la démarche d’isolement et de caractérisation
des CIC. Le développement et I'utilisation d’ approches instrumentales d'isolement et de
caractérisation des CIC ont ainsi fait I’objet d’une partie de mon travail. Plusieurs stratégies
ont été développées pour améiorer le tri cellulaire, I'isolement des CIC et sont présentées

dans |e contexte de dével oppement d’ outils de tri cellulaire.

50



C. Lefractionnement par couplage flux force

|. Principes génér aux

Développée dans la fin des années 1960 par J.C. Giddings, la FFF (Field Flow
Fractionation) est souvent présentée comme l|'une des méthodes séparatives les plus
polyvalentes [127,128,129,130]. En effet, la grande variété de champs utilisables (Tableau 4)
[131], de configurations instrumentales, de modes d'élution, permet d'envisager une infinité de
conditions expérimentales a mettre en ceuvre pour le tri, la séparation et |a caractérisation de
polymeéres, de poudres, d'émulsions, de colloides, de nanoparticules ou de bioparticules dont
la taille varie de 1 nm a 100 pm [128,130,132]. Paradoxaement, ce vaste champ
dinvestigation conduisant a la dispersion des centres dintérét, et le déficit dinstrumentation
disponible et fiable au niveau commercial, alongtemps contribué a ce que cette méthode reste
confidentielle malgré tout son potentiel [130,132,133,134]. La FFF est une "superfamille” de
techniques mettant en cauvre un principe commun dans un ensemble de dispositifs
instrumentaux différents selon la nature des champs appliqués (Tableau 4). Cette méme
"superfamille" se trouve rattachée a celle plus vaste des méthodes chromatographiques au
travers de son mécanisme de séparation base sur I'élution différentielle des particules, et a
celle des techniques basées sur |'application d'un champ telles que I'ultracentrifugation,
['@utriation ou |'électrophorése [130,132,133,134,135].

La FFF, et en particulier la SAFFF (Sedimentation Field Flow Fractionation), partage
avec la CLHP (Chromatographie en phase Liquide & Haute Performance) une grande partie de
son instrumentation (pompes, injecteurs, détecteurs ...), mais ou la CLHP met en cauvre une

J IR

ne contenant aucun remplissage, phase stationnaire ou préparation de surface.
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Figurel-12: Schéma général d'un appareillage de FFF.

La forme et la géométrie du canal sont des éléments essentiels aux performances de
I'appareillage, car elles déterminent le profil d'écoulement de la phase mobile et |a direction
dans laquelle sera appligué le champ externe.
grande longueur (L = 50-90 cm) en comparaison de leur largeur (b = 1-2 cm) et de leur
épaisseur (w = 80-250 um). Les extrémités triangulaires permettent une transition non
turbulente au niveau des flux d'entrée et de sortie du flux laminaire se produisant dans e canal
(Figures I-12 et 1-13). A l'intérieur du canal, I'écoulement laminaire conduit a I'établissement
d'un profil de vitesse parabolique : vitesse quasiment nulle au contact des parois (forces de
friction), pour devenir maximale au centre du cana (Figure 1-13) [128,133,136].

Arrivée de la phase mobile

Champ

Profil parabolique
externe de vitesse

et des échantillons

I Paroi de déplétion

>

Paroi d'accumulation

v

Sortie vers le détecteur

Figurel-13: Schéma classique d'un canal de FFF.
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Ce profil parabolique sapplique sur toute la longueur du canal, mais auss sur sa
largeur, a I'exception des bords de la section ou des perturbations vont exister, mais celles-ci
peuvent étre négligeables si le rapport b / we 10 2 [137]. En pratique, |e canal est obtenu par
découpe rigoureuse du parallélépipede dans une feuille de Mylar® dont I'épaisseur définira
celle du canal. Cette feuille est ensuite sertie de maniére étanche entre deux plaques qui
constituent les deux parois principales du canal : paroi d'accumulation et paroi de déplétion
(Figure 1-13). Le choix des matériaux pour ces parois est primordial, car ce sont elles qui
offrent le maximum de surface de contact avec la phase mobile et les especes a séparer. Les
parois doivent transmettre le champ de fagon intégrale et homogene, tout en offrant une

interaction limitée ou nulle avec | es espéces séparées [133,136,138,139].

La séparation des particules en mélange introduites dans le canal par |'intermédiaire du
flux de phase mobile est basée sur le couple Flux-Force, par la mise en cauvre d'un champ
externe appliqué perpendiculairement a la grande surface du canal (Figure 1-13), la paroi
d'accumulation étant opposee a celle ou sexerce le champ (paroi de déplétion). Sous I'effet du
champ, les particules se positionnent a des hauteurs différentes dans |'épaisseur du canal, et
progressent dans le cana a la vitesse moyenne de la ligne de flux dans laquelle eles se
trouvent. Ainsi, selon la susceptibilité particuliére de chaque particule au champ, celles-ci
seront confinées dans des lignes de vitesse différentes, et seront duées a des vitesses
différentes induisant ainsi une différence de temps de rétention (tr, Figure 1-14). Cest le
champ externe qui produit la différence de vitesse nécessaire a l'origine de la séparation des
particules (Figure 1-14) [128,129].

Ce principe est un dément commun a I'ensemble des techniques de FFF. La variété
des champs applicables est directement a I'origine de la diversité des sous familles de FFF et
de la polyvalence de latechnique (Tableau 4) [131].
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Champ Technique
Gravitéterrestre FFF gravitationnelle : GFFF
Champ multigravitationnel FFF multigravitationnelle ou de sédimentation : SAFFF
Thermique (gradient) FFF thermique : ThFFF

Gradient hydrodynamique FFF hydrodynamique : FIFFF / Hollow Fiber FIFFF (HF5)

Electrique FFF électrique : EIFFF

Magnétique FFF magnétique : MgFFF

Acoustique FFF acoustique : AcFFF

Tableau 4 : Principaux champs misen oavreen FFF.

Dans la plupart des cas, il est possible d'guster, de contréler ou de programmer
I'intensité du champ. Le champ doit [128]:
- étre suffisamment intense pour forcer le déplacement des particules dans une région

la plus fine possible dans I'épaisseur du canal (<< ® / 2),

- permettre une sélectivité suffisante pour une séparation la plus efficace possible des
différentes sous-populations (Sd : sélectivité en taille notamment),

- étre facile de mise en cauvre pour la construction et le développement d'une

instrumentation d'acces ai sé.

Il.Lesmodesd’ @dution

Le principe généra de la FFF montre le confinement des espéces a des hauteurs
différentes permettant leur éution a des vitesses différentes. ldéalement, les zones de
confinement doivent étre réduites a quelques micrométres ou moins, mais de nombreux
facteurs conduisent a leur élargissement. Il existe, en fait, différents processus de distribution
des particules dans la hauteur du canal, a l'origine des différents modes d'éution. Ceux-ci
pouvant étre mis en ocauvre avec les différents champs précédemment décrits, cela accroit
encore la polyvaence de la technique [128,132,134,136,140,141].

Selon le schéma classique d'un appareillage de FFF, I'introduction de I'échantillon se
fait au niveau de la paroi de déplétion (Figure 1-13). Sous I'effet du champ, les particules
traversent le cana en direction de la paroi d'accumulation. Généralement, le flux de phase

mobile est stoppé pendant une période nommee temps de relaxation (t) [142].




WA 1 1
= AT ) g

et -1

ou ;L=£, avec ¢ distance centre de gravité du nuage de particule / paroi
w

d'accumulation et w : épaisseur du canal, D : coefficient de diffusion moléculaire. t est
d'autant plus grand que D est faible. Apres un certain temps, un arrét de la migration des
particules est observé, car al'approche de la paroi d'accumulation, les particules sont soumises
a des forces ou des processus de transport sexercant de maniere a contrebalancer I'effet du
champ. Aingl, la balance champ externe / forces d'opposition (diffusion pour les particules
submicroniques, forces dinertie pour les particules microniques) conduit a I'établissement
d'un équilibre de distribution, définissant pour chague particule une position d'équilibre (L)
dans I'épaisseur du canal, position a laquelle elle sera éuée a la vitesse de la ligne de flux

correspondante (Figure 1-14).

Position d'équilibre

L = distance centre de gravité du nuage
de particules / paroi d'accumulation.

Paroi d '"accumulation

Figurel-14: Principe général de séparation par FFF.

Les particules n'étant pas sensibles au champ appliqué auront une vitesse de
progression égale a celle de la phase mobile dans le systéme et pourront étre utilisées pour la
mesure du temps mort t, et du volume mort Vo du systeme. En pratique, le facteur de rétention
nomme Rops (R pratique ou observé) [128,132,133,141] est défini par :

t, V,

R, =20_-_"0
obs tr V [2]

r
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La nature des forces d'opposition est un élément clef de la FFF car elle détermine la
distribution des particules, leur mode d'éution, la sélectivité et la résolution de la méthode.
Ces forces dépendent prioritairement des propriétés physiques des particules séparées : taille,
densité, forme, diffusion moléculaire... (Figure 1-14) [128,130,133].

[1.1. Mode normal ou mode brownien

Cest le mode d'éution des particules submicroniques (< 1um) [128,130,132]:
macromolécules, colloides, organites cellulaires... D'un point de vue historique, Cest le
premier mode mis en ceuvre (d'ou le terme "normal”) et reste encore parmi les plus employeés.
Sous l'influence du champ, les particules sont confinées au voisinage de la paroi
d'accumulation, ou se produit une augmentation de leur concentration. Un processus de
diffusion soppose au champ et la balance de ces forces permet la formation d'un nuage de
particules ayant une distribution exponentielle dans I'épaisseur du canal (Figure I-15). Ceci

crée un gradient de concentration dont I'équation est la suivante [128,130,132] :

—x|Ux|
C.=Ce P

—xF
C =Cel

ou Cy : concentration de la particule a une position x dans le cana (x < w), Cop :
concentration a la paroi d'accumulation, Ux : vitesse transverse, D : coefficient de diffusion
moléculaire, F : force du champ, k : constante de Boltzman, T : température absolue en degré
Kelvin.

Ains les particules ayant des propriétés de diffusion différentes (coefficient de
diffuson moléculaire) présentent des distributions et des épaisseurs différentes. Plus
I'épaisseur du nuage de particules est important, plus le centre de gravité est devé, et plus
elles seront éluées rapidement (Figure 1-15). Les particules les plus petites ont un coefficient
de diffusion moléculaire supérieur et seront €luées avant les particules de plus grand diametre.
C'est I'ordre d'éution du mode normal (Figure I-15) [128,130,132,140].
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Figurel-15: Mécanisme général du mode d'é@ution normal ou brownien.

[1.2. Mode Stérigue-Inertiel, mode par focalisation

Si I'on considére a présent des particules dont le diamétre est supérieur au micron, le
coefficient de diffusion moléculaire est alors négligeable. En absence de flux, les particules

sont conduites au contact proche de la paroi d'accumulation.

a. Lemodeinertid

La mise en mouvement des particules dans le flux de phase mobile conduit a la
génération de forces hydrodynamiques de deux types : forces inertielles et forces
ascensionnelles qui sopposent au champ externe. Les particules sont alors focalisées dans de
fines couches situées au-dessus de la paroi d'accumulation. Ces monocouches seront éluées a
la vitesse de la ligne de flux passant par leur centre de gravité (Figure 1-16)
[130,132,133,136,138,140,143,144,145,146].
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Figurel-16: Mécanisme général du mode | nertiel.

L es forces hydrodynamiques sont décrites par |es équations suivantes [132,136]:

3 3 2 4

F=F +F_~ C?ME _cAmY) ’;%W o Fee =13.57z—<V>W? P g(%j

ou FL : forces hydrodynamiques, FI : forcesinertielles, Fasc : forces ascensionnelles,
C : coefficient adimensionnel dépendant du flux de phase mobike7(10  -3), a : rayon des
particules, n : viscosité, p: densité de la phase mobile, So : coefficient de Soret, § : distance
entre |e centre de gravité de la monocouche et la paroi d'accumulation, <V> : vitesse moyenne
de la phase mobile / w : épaisseur du canal, x : distance entre le centre de gravité de la
particule et la paroi.

Les facteurs influengant ces forces, et sur lesquels il est possible d'agir pour améliorer

la séparation, sont essentiellement la vitesse de la phase mobile (débit) et I'épaisseur du canal.

Concernant les particules, les deux principaux paramétres régissant la séparation et
I'ordre d'éution sont la densité et la taille. A densité égale, les particules les plus grandes
génerent le plus de forces hydrodynamiques: situées plus haut dans le canal, elles seront

éluées avant les particules de plus faible diamétre (Figure 1-16) [132,136].
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En SAFFF, laforce de gravité sexercant sur une particule est de laforme[132] :

F = m(1—£2mb) 2
part
ou, m : masse de la particule, p : densité de phase mobile et de la particule, o :

fréguence de rotation angulaire, r : rayon du rotor.

A taille égale, les particules les plus denses sont plus sensibles au champ de gravité et
sont éuées en dernier. Dans une population de forte polydispersité en taille et densité, les
particules les plus grandes et les moins denses seront €luées en premier, aors que les plus

petites et |es plus denses le seront en dernier [128,130,132].

L'intérét de ce mode d'éution est évident pour |'éution des cellules dont la fragilité et
la capacité dinteraction ou d'adhésion aux surfaces sont connues. Ces interactions conduisent
a des effets néfastes en termes d'intégrité. Dans une stratégie de séparation cellulaire ou de
particules microniques, du fait de I'importante sélectivité de ce mode en fonction de la taille
(a% eq. 5) et du faible risque dinteraction particules / paroi qu'il offre, le mode Inertiel est un

modeéle de choix, dont on doit assurer lamise en cauvre [132,133,138].

b. Lemode stérique

I est considéré comme é&ant un cas limite du mode Inertiel
[128,130,132,133,136,138,140,143,144,145,146]. Il est mis en cauvre lorsque les forces
hydrodynamiques sont largement contre-balancées par la force exercée par le champ externe
(fort champ et / ou faible débit de phase mobile). Les particules sont focalisées dans une zone
proche située au contact ou trés proche de la paroi d'accumulation alorsd = a (Eg. 5). Dans ces
conditions, ou les particules semblent rouler sur la paroi d'accumulation, les plus grandes
particules ont leur centre de gravité situé plus haut dans |'épaisseur du canal (ligne de vitesse
plus rapide) et seront donc éluées avant les plus petites, comme pour le mode Inertiel (Figure
1-17) [128,130,132,133,136,138,140,143,144,145,146].
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Diamétre 1 > Diamétre 2,alors L1 >12=V1>V2

Figurel-17: Mécanisme général du mode Stérique.

L es conségquences du mode Stérique sont tres importantes. L'éution au proche contact
de la paroi d'accumulation se traduit a terme, en plus des inconvénients sur l'intégralité
fonctionnelle celulaire, par une baisse de répétabilité, de reproductibilité et du rendement
("empoisonnement” progressif du canal). Ce mode d'éution conduit, de plus, a une perte de
sélectivité selon ladensité[133,138].

1. L efacteur derétention

[11.1. Définition

L'une des grandeurs fondamentales de premier intérét en chromatographie ou en FFF
reste le moment d'ordre 1 ou la médiane du pic [132,136]. Lorsgue le pic est parfaitement
gaussien, cette valeur est confondue avec le temps de rétention mesuré au sommet du pic,
condition plutét rare en FFF lors de I'anayse de populations polydisperses. Le facteur de
rétention R est donné par |'éguation suivante [147]:

My to _ {v)mob
M et Robs =7 =
3 t, (v)part

R= [7]

r

Robs €st la vaeur pratique du facteur de rétention, to : temps mort, t, : temps de
rétention des particules, <v>yq, : vitesse moyenne linéaire de la phase mobile et <v>py :

vitesse moyenne linéaire du nuage de particules.
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Pour e mode normal[142]:

R= 6/1[coth( /1/2 e 21} 8]

ou A= £ , avec € étant |la distance centre de gravité du nuage de particule et la paroi
w

d'accumulation et w : épaisseur du canal.

Pour le mode Stérique-Inertiel [136]:
1- 2
Reorr = 6(c — o) + 64 (1— Za)[coth( ) 01~ 2%1_ Za)} 9]

oua =a/waveca: rayon delaparticule.

On peut également écrire :
1-2
Reorr =6y (a —a?)+64(1- Za)[coth( a) 51~ 2%1_ 205)} [10]

ou y est un facteur de correction stérique, prenant en compte l'effet des forces

hydrodynamiques. Une écriture simplifiée peut étre donnée si a>>A :
a
R=6ya +64 [11], et s laparticule >> 1 pm alors R~ 6ya = 67/V—V [12].

Dans |le cadre du mode Stérique, y n'est pas pris en compte.

[11.2. Applications

L'ensembl e de ces égalités montre que la FFF permet d'éablir facilement les équations
de transport des analytes ou du profil de concentration. Du fait de I'utilisation de canaux
ouverts, non remplis, de géométrie simple conduisant a I'éablissement d'un écoulement
laminaire a profil parabolique, il est aise de traduire les grandeurs de rétention en parametres
physico-chimiques tels que : taille, densité, coefficient de diffusion moléculaire ou thermique,
conduction éectrique, forces hydrodynamiques [128,130,136,145,148]. Dans des conditions
d'éution parfaitement calibrées, pour des populations relativement monodisperses, la FFF est
un outil de mesure de ces parametres. Ceci correspond a I'une des applications les plus
répandues de la technique, en particulier en ce qui concerne la FFF hydrodynamique
permettant, apres calibration, la mesure de taille de polymeéres et colloides variés, et a présent

de nanoparticules [149]. Ces applications deviennent beaucoup plus difficiles de mise en
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cauvre pour des popul ations polydisperses telles que les populations cellulaires pour lesquelles
aucun standard réaliste n'est disponible [133,138].

D'un point de vue pratique, il faut connaitre la dépendance de Rqy,s aux variations des
conditions opératoires. En mode normal, Rqps est directement dépendant de la taille des
particules (coefficient de diffusion D, Egs. 3, 8) et du champ appliqué. Plus le champ
augmente, plus Rgps diminue pour des particules de taille égale. Rops reste indépendant du flux
de phase mobile. En mode Inertiel au contraire, si Rops €st dépendant du champ, de lataille et
de la densité des particules, il sera également dépendant du flux de la phase mobile (création
des forces hydrodynamiques). Ainsi, a champ constant, si le débit de phase mobile augmente,
Rops augmente. A débit constant, si e champ augmente, Rq,s diminue. Pour le mode Stérique,
Rops devient totalement indépendant du champ et du débit de la phase mobile. Les particules
éant éuées au contact de la paroi, Roys ne dépend plus que de leur diamétre
[128,130,132,133,136,138,140,143,145,146].

V. Développement instrumental

V.1 LaSdFFF

La méthode de fractionnement par couplage flux force de sédimentation fait intervenir
un champ de gravité pour la séparation des especes. Le champ le plus simple a mettre en
cauvre est ceui qu'exerce la gravité terrestre (force = 1g). Cette méthode est alors nommée
FFF gravitationnelle ou GFFF (Tableau 4) [150]. Elle se pratique avec I'appareillage de FFF
tres ssimple et peu onéreux (Figure 1-18A). Mais, il est tres difficile de moduler la valeur du
champ et les temps de rétention sont parfois trés longs (faible débit de phase mobile), ce qui
limite |I'applicabilité de la méthode [128,130,132,133,140].

La méthode proprement dite de FFF de sédimentation fait intervenir des champs
multigravitationnels (force >> 1g), par la mise en rotation du cana a l'intérieur d'un bol de
centrifugation afin de produire des champs élevés dintensité variable et programmable,
impliquant cette fois-ci un dispositif instrumental complexe (Figures 1-18B, 1-19)
[128,130,132,133,140].
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Paroi de déplétion

multigravitationnel
>>1g

. Champ

Paroi d’accumulation Canal de séparation

Pompe
Injecteur

Détecteur

Figurel-18: Schémas comparés des appareillages de GFFF et de SAFFF.
Schémas de la GFFF (A) et de la SAFFF (B).

La SAFFF est ainsi reconnue par la communauté scientifigue comme I'une des plus
efficaces et des plus polyva entes méthodes de séparation : mise en cauvre de tous les modes
d'éution, échelle des particules (50 nm — 50 / 100 um) [128,132]. Elle est une des seules
méthodes a permettre la séparation et |a caractérisation des particules grace a la connaissance
précise des relations définissant I'ordre d'éution en fonction de la taille et de la densité
[128,134,136]. Cependant, la diffusion de la SAFFF a été jusqu'a présent fortement limitée par
le manque récurrent de matériels fiables disponibles a la commerciaisation. De ce fait, en
produisant ses prototypes, notre laboratoire a acquis au cours de cette derniere décennie une
expérience et une place unique aux niveaux européen et mondial avec le dépbt de 2 brevets

internationaux [139].
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IV.2. Développement instrumental de phase-1.

La Figure 1-19 représente le schéma général d'un appareil de SAFFF développé par

notre laboratoire :

] . = Detecteur
_Psi ] g O e
@5% m
Pompe : :

Figurel-19: Schéma général d'un appareil de SAFFF.
a : pompe isocratique pour CLHP ; b : vanne 4 voies (relaxation / nettoyage) ; ¢ : vanne d'injection
(type Rhéodyne®) ; d : systeme de protection ; e : joints tournants d'entrée et de sortie ; f : tubulure
Peek® d'entré et de sortie du bol ; g : statif en aluminium ; h : rotor et bol de centrifugation ; i :
systeme de serrage du canal ; j : systéme canal / contre-canal ; k : bol de centrifugation ; | :
engrenages ; m: moteur électrique ; n: détecteur spectrophotométrique UV-Visible de type CLHP.

Le canal n'est plus disposé a plat mais en arc de cercle dans le bol de centrifugation
(Figures 1-18B et 1-19). Sa mise en rotation nécessite la construction d'un appareillage
complexe dont les trois parties principales [139] sont 1) le systéme de rotation : création et
contréle du champ multigravitationnel = moteur électrique, systeme de contrdle de la vitesse
de rotation (manuel ou informatisé), systéme de transmission par Courroies ou engrenages,
arbre de rotation (rotor) qui supporte le bol et les joints tournants, 2) le bol de centrifugation :
maintien constant de la géométrie du canal, prévention des fuites du canal, 3) les joints
tournants : passage de la phase mobile au travers du cand. Ils assurent la transition d'un
liquide d'un systeme immobile (pompe, systéme dinjection, détecteur, collecteur) a un
systeme en rotation. Ils supportent le maximum de stress mécanique : vitesse de rotation
élevée, débit et pression de phase mobile importants. De leur qualité dépend I'absence de fuite

de la phase mobile et de I’ échantillon.



Les joints tournants sont |a piece maitresse du dispositif. Le joint permet, sans fuite, le
passage de la phase mobile et des échantillons entre un systeme immobile (pompe, injecteur,
détecteur) et un systéme mobile (bol, canal). Les joints répondent a différentes exigences :

- faible contribution au volume mort extra-canal (tubulures PEEK®),

- facilité de maintenance,

- fiabilité et résistance.

Cedernier point est crucial. || dépend de la précision de montage qui est lié alaqualité
d'usinage et au dessin du joint. Le but est d'obtenir la plus parfaite planéité au niveau de la

zone de contact entre lesjoints.

Le canal est obtenu par découpe d'une feuille de Mylar® aux dimensions choisies :
LxIxw (Figure 1-20) [129].

i 4
¢ 7
Bande de Mylar® 4 N Parois du canal : plaques en

= — // matiére plastique
/)

& 7

Figurel-20: Disposition de la feuille de Mylar® entre les parois du canal.

évidée.

Le cana est ensuite placé entre deux plaques de matieres plastiques (polystyrene) qui

constituent les parois d'accumulation et de déplétion (Figure 1-21) [138].

31

Figurel-21: Disposition de lafeuille de Mylar® entre les parois du canal.

Légendes : 20: canal / 27-28 : pointes en V d'entrée-sortie du canal / 26 : volume du canal / 30 :
paroi d'accumulation percée pour la fixation des tubulures Peek® (31 / 32) 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 (Brl).
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La mise en rotation du bol génere un champ multigravitationnel perpendiculaire a la
paroi du canal, champ sexercant vers |'extérieur du bol, de sorte que la plague de polystyréene
au contact du bol devient la paroi d'accumulation (30, Figure 1-21). Des orifices sont usinés
dans la paroi du bol pour le passage et |a fixation des tubulures Peek® d'entrée et de sortie de
la phase mobile. La fixation des tubulures est assurée par un systeme de serrage manuel
biocompatible utilise en chromatographie basse pression. La paroi d'accumulation est elle-
méme percée pour la fixation des tubulures Peek® au niveau des extrémités du canal (31-31,
Figure 1-21). Au contraire des autres appareillages de SAFFF, pour lesquels |'arrivée de la
phase mobile et des échantillons se fait par la paroi de déplétion (Figure 1-21), nos prototypes
permettent I'introduction de la phase mobile directement par la paroi d'accumulation. Ceci
favorise I'utilisation de procédures simplifiées, rapides et efficaces d'injection des particules
microniques dites "dans le flux", annulant le temps de relaxation t (Eg. 1) qui représente le
temps mis par une particule pour rejoindre sa position d’ équilibre [133,138,139].

Pour obtenir |'étanchéité, le serrage est assure par un systeme conique tripartite (Figure
1-22).

|
|
|
'
'
|
'
'
'
[
]
|
'
m
(2]
=
o
c

Systéme parois d’accumulation / de déplétion,~ -
canal et contre canal

Demi section du bol de
centrifugation contenant
le canal et le contre-canal

Figurel-22: Dispositif de serrage du canal et du contre canal dansle bol de centrifugation.

66



Pour éviter toute fuite au niveau du canal, un serrage suffisant doit étre réalise (15 a 25
nm). Cependant, ce serrage conduit & la déformation de la paroi de déplétion vers l'intérieur
du cand. Laforme et le temps de rétention des pics sont aors fortement modifiés (Figures I-
22, 1-23).

Débit: 1 ml/min
3 4
serragefaible .. 4y
Og B
(Og) /7 [\ | faibleserrage
B 2+ Pl A (40 pm
g Serrageforf) [/ /Y (0 rpm)
o] (40 rpm)
1 A | |
0 fe——— *Ik ,\/: | “"I e |
0 1 2 3 4 5

Temps d'élution [min]

Figurel-23: Effet du serrage sur la forme des pics du volume mort.

Pour pallier a cet inconvénient, nous avons développé une solution de contre cana
(46, Figure 1-21) [151]. Placé entre la paroi de déplétion et le systéme de serrage, il permet
d'absorber la déformation liée au serrage au centre du canal, tout en transmettant la pression a

I'extérieur afin d'assurer son étanchéité (Figure 1-24).

Plaques de Polystyréne Plaques de Polystyrene
<= Pression =
Bol de nZ — . N\ Bol
trifuoati <= Pression - Bolde
centriiugation centrifugation
<
<— Pression >
Canal Contre canal

Figurel-24: Effet du contre canal sur larépartition des forces de serrage.
A gauche en absence de contre canal, a droite en présence du dispositif.

Il apu étre établi que le contre canal devait avoir une forme parallél épipédique comme
le canal (sans les pointes en V, Figure 1-21) et ne pas étre de plus faible largeur, mais de plus

grande épaisseur que le canal [151].
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L'ensemble de ces dével oppements a permis la conception de prototypes performants,
fiabilisés, utilisés pour la séparation d'especes microniques et sub-microniques de haute
densité [133,138,152,153]. Cette phase de développement instrumental a été associée a une
adaptation méthodologique pour la mise en cauvre des techniques d'analyses d'échantillons
biologiques. Les enseignements recueillis au cours de cette étape de développement, ont
permis la production de prototype de phase-2 [137,139] utilisés pour la mise au point des

systéemes de splitt de concentration.

IV.3. Développement instrumenta de phase-2

Ce nouveau prototype, dit de phase-2 (Figure 1-25), a pour objectif de répondre a

certaines exigences en termes [137,139]:
- de vitesse de rotation,
- defiabilité,

- defacilité de manipulation et de maintenance.
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Figurel-25: Plan du séparateur de phase-2.

Vue de dessus (A) et coupe transversale (B). a : statif en aluminium; b : joint tournant d'entrée ; c:
bol de centrifugation contenant le systéme de serrage du canal et le systéme canal-contre-canal ; d :
rotor ; e: courroie et poulie; f : moteur électrique.
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Le développement analytique des applications en mode brownien concernant les
espéces sub-microniques telles que les organites cellulaires, les colloides, les nanoparticules,
les particules liposomiques vecteurs de médicaments, les poudres céramiques, néecessite la
mise en oauvre de champs gravitationnels importants (>> 100 g). Il en sera de méme pour
I'dution "inertielle" d'espéces cellulaires au cours d'applications analytiques de type
monitoring ou screening sur canaux de volume mort réduit (forces inertielles élevées). Des
champs gravitationnels élevés sont obtenus par des vitesses de rotation treés élevées (> 1000
tours/ min), ceci d'autant plus que la différence de densité phase mobile / particules est faible
(cellules, organites). Par |'utilisation de débits importants, on peut alors envisager des analyses
a I'échelle de la minute sans dilution excessive de I'échantillon. Ceci représente des vitesses
lindaires 2 a 5 fois supérieures aux vitesses atteintes par les prototypes de phase-1. Pour ce
faire, I'utilisation de nouveaux moteurs puissants, associés a un systeme d'entrainement par
courroies crantées a éé mise en cauvre. Une programmation du contréle de la vitesse de
rotation (force et variation programmées du champ au cours de I'analyse) a été dével oppée.
Cependant I'utilisation de vitesses élevées impose de nouvelles contraintes telles que le

dével oppement d'un nouveau dessin a propos :

- desjoints tournants [154],

- du bol de centrifugation : masse réduite, gorge et massel ottes d'équilibrage,

- de'axe de rotation,

dans le but d'obtenir un usinage précis des pieces ains qu'un parfait centrage des
masses. A vitesse élevée, un mauvais équilibrage des masses conduit a des vibrations

nuisibles a la sécurité du manipulateur, a la fiabilité du séparateur ou a la qualité de la
séparation : cavitation et sonication des échantillons cellulaires dans le canal.
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Figurel-26: Schéma desjoints tournants de phase-2 et 3

Phase 2 (A : avec filetage) et phase 3 (B, C : avec baionnette) [d'aprés Brevet 2] : tubes d'entrée et de
sortie (20, 10) ; semelles (parties en friction) (30, 40) ; ressort de mise en pression des joints (19) ;
dispositifs de serrage manuel des tubulures (66,62) ; support d'alignement, de rotation et de mise en
pression des joints dans la cage (21-23) ; roulement a bille (70) ; support joint arriére (30) ; cage (11,
50).

Pour ces nouveaux joints tournants (Figure I-26), le choix des matériaux en friction est
un éément primordia de fiabilité. De méme, il est impératif d'assurer une planéité parfaite de
la zone de contact entre les @éments au niveau desguels se produit le passage de la phase
mobile. La fiabilité de ces pieces est indispensable a la qualité de la séparation. Les pieces
d'usure des joints tournants (semelles) peuvent étre changées grace 1) au pré alignement des
pieces des leur fabrication; et 2) al'utilisation de joint a filetage ou a baionnettes permettant
un acces aisé et rapide aux semelles (3a, 40, Figure 1-26) [154].

L'autre innovation concernant la maintenance des joints provient de leur liaison au
rotor. Pour les appareils de phase-1, les extrémités du rotor sont usinées de sorte que le joint
semboite sur |'axe, le serrage étant assuré par un serrage sur méplat. Maheureusement, ce
systeme de serrage entraine un décentrage du joint et des vibrations aux fortes vitesses de
rotation. Dans les appareils de phase-2, I'extrémité de |'axe est modifiée de sorte que le joint
semboite dans celle-ci al'aide d'un cone de serrage en téflon, le serrage étant assuré par une
bague de vissage externe (Figure 1-26).

Il en est de méme pour le changement du bol de centrifugation et du cana de
séparation gu'il contient (géométries différentes, matériaux au contact des échantillons). La
maintenance est facilitée par la liaison unique en position centrale de I'axe de rotation sur le

statif (Figure 1-25). Cette position centrale, au contraire du systéme en berceau de phase-1
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permet une intervention rapide sur les joints tournants ou le bol de centrifugation, sans
démontage de I'axe de rotation ni de la courroie d'entrainement. Ces améliorations permettent
l'utilisation de kits "joints-bol" facilement interchangeables et spécifiques a chague
applications (SAFFF préparative ou analytique).

C'est ce design de joint qui a éé retenu pour la fabrication des joints double-voie mis
en cauvre pour les prototypes de splitt de concentration qui sera discuté dans la partie
Résultats.

V. Adaptation al’analyse biologique

Parallélement au développement instrumental de phase-1, la mise en ocauvre d'un
ensemble d'adaptations instrumentales, méthodologiques, et de procédures a convergée vers
I'objectif de I'utilisation de la SAFFF comme outil detri cellulaire [133,138]. Les méthodes de
separation permettant I'isolement et la purification de sous-populations cellulaire spécifiques a
partir de matrices complexes (organes, tissus, cultures cellulaires primaires ou lignées) jouent
un réle croissant dans de nombreux domaines des sciences de la vie tels que la biologie
cellulaire, la génétique moléculaire (génomique, protéomique, métabolomique...), la
cellulomique, les biotechnologies, les thérapeutiques chimiques et cellulaires (cellules

souches et précurseurs), ou le diagnostic clinique [132,133,135,155,156].

A lalumiére des récents dével oppements dans ce domaine, les méthodes de tri peuvent
étre classées en premiéere intention selon leur échelle d'application (Figure 1-27). Ainsi les
applications concernant 1) les éudes fonctionnelles (métabolisme, cycle cellulaire, apoptose,
différenciation...), 2) les biotechnologies, 3) les études in vivo, ou 4) les thérapies cellulaires,
nécessitent la préparation a large échelle (macro-méthodes) de cellules identiques (méme
clone, méme sous-population), présentant un haut degré de pureté, de viabilité et de stérilité.
D'autre part, des micro- ou nano-technologies, basées sur les méthodes précédentes, sont des
outils performants pour le diagnostic, la recherche de thérapeutiques chimiques, ou la
détection d'effecteurs chimiques ou biologiques [132,133,135,155,156].

Les méthodes de séparation cellulaire peuvent étre aussi classées selon la nature du
principe de séparation mis en jeu (Figure [-27). La premiere famille de techniques met en jeu
les propriétés physiques des especes (taille, densité,...) parmi lesquelles on peut citer la
centrifugation, I'élutriation, la microfluidique, ou bien la famille des méthodes de FFF. La
seconde est basée sur I'affinité 1) chimique ou immunologique : panning, chromatographie
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d'affinité, cytométrie en flux (caractérisation et tri des populations : Fluorescent Activated

Cdl Sorting ou FACS), les aptaméres, 2) éectrique

électrophorése capillaire,

diélectrophorese (DEP) et DEP-FFF; ou 3) magnétique (Magnetic Activated Cell Sorting ou

MACYS) [132,133,135,155,156] .

Organes / Tissus / Cultures primaires ou lignées

-~ Outils de tri
Isolement / Purification de sous populations spécifiques

Applications : Cellulomique / Biotechnologies / Diagnostic / Thérapie cellulaire

l{ﬁ Echelle d’application

Micro/Nano-méthodes : séparation a
petite échelle de cellules identiques.

Macro-méthodes : préparation a large
échelle de cellules identiques (méme
clone, méme sous-population),
présentant un haut degré de pureté, de
viabilité et de stérilité.

Applications : Diagnostic / Recherche
de thérapeutiques chimiques /
détections d’effecteurs chimiques ou

biologiqi
‘{ﬁ Principe de séparation
\

Applications : Etudes fonctionnelles /
Biotechnologies / Etudes In vivo /
Thérapie cellulaire.

Différence d'affinité :
1: Chimique ou Immunologique
2 : Electrique
3 : Magnétique

Différence de propriété physique :
Taille / Densité / Forme

Centrifugation / Elutriation /
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Figurel-27: Applications et classifications des méthodes de tri cellulaire.
Place et intéréts de la SAFFF.
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Classiquement, les méthodes de FFF sont décrites comme des méthodes préparatives
ou macro-méthodes basées sur les différences de propriétés physiques des particules telles que
lataille, ladensité, laforme, larigidité (FFF hydrodynamique ou FIFFF, FFF en fibre creuse
HfFFF, FFF gravitationnelle et multigravitationnelle GrFFF et SAFFF). Les FFF éectriques,
magnétiques ou diélectrophorétiques (MgFFF, EIFFF et DEP-FFF) mettent en jeu les
propriétés éectriques, magnétiques ou diélectrophorétiques des especes. Ces derniéres sont
actuellement développées sous forme de micro- et nano-technologies [133].

Depuis les travaux de K. Caldwell en 1984, qui ont posé les bases du tri cellulaire par
SdFFF, la FFF, la SAFFF et |es techniques associées ont montré un important potentiel pour le
tri et la séparation cellulaires dans le cadre d'applications biologiques majeures incluant
I'hématologie, la microbiologie, la cancérologie, la biologie moléculaire, la neurologie ou les
cellules souches [131,133,157,158,159,160].

Les travaux de notre laboratoire ont pu démontrer que la SAFFF, en prenant appui sur
les seules propriétés biophysiques des cellules (tallle, densité, forme, déformabilité ou
rigidité), peut ére définie comme une méthode douce, non-invasive, ne nécessitant aucun
marquage préalable, permettant la préparation de populations fonctionnelles pour des

applications préparatives et anal ytiques.

V.1. Méthodologies, instrumentation et procédures spécifiques

A l'image de I'ensemble des méthodes de tri cellulaire, la SAFFF doit respecter
I'intégrité fonctionnelle de la cellule, tout en permettant la collection de fractions purifiées et
stériles. A cetitre, le principal avantage de la SAFFF découle de sa capacité a limiter de facon
drastique les interactions cellules / surfaces solides par 1) I'utilisation d'un canal exempt de
phase stationnaire ; et 2) la définition de conditions d'éution (balance champ / débit)

favorables alamise en cauvre du mode Inertiel (taille/ densité dépendant) [132,133,138].

Des adaptations instrumentales et méthodologiques ont été développées afin 1) de
protéger I'intégrité fonctionnelle cellulaire ; 2) d'obtenir une séparation efficace des sous-

populations, par une limitation des interactions cellules / paroi [132,133,138].
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L es parametres suivants ont été validés pour limiter cesinteractions :
- matériaux constitutifs des parois du canal,

- positionnement des tubulures et mode d'injection,

- débit et composition de la phase mobile,

- force du champ externe, procédures de nettoyage et de décontamination.

a. Paroisdu canal et composition dela phase mobile

A I'exemple des matériaux préconises pour les manipulations de biologie moléculaire,
des plaques de polystyrene choc de 2 mm d'épaisseur sont a présent utilisées comme parois du
canal [133,138,139]. Ce matériau trés hydrophobe a démontré toute son efficacité (rendement
> 70 %) pour des conditions courantes de tri : cellules nucléées, hématies, levures, algues,
bactéries... L'utilisation de ce matériau permet de saffranchir de I'utilisation de phases
enrichies en albumine sérique, réduisant [133,138] :

- I'empoi sonnement du canal,

- les risgues de contamination,

tout en simplifiant :

- la préparation de la phase mobile,

- les procédures de nettoyage / décontamination.

De plus, comme notre séparateur ne nécessite aucune préparation sélective de surface
(dépbt d'anticorps, traitement de surface...), ceci réduit d'autant les risgues d'empoisonnement

du canal et simplifie, laencore, les procédures de nettoyage / décontamination.

b. La procédured’injection

La méthode classique d'injection est dite en "arrét de flux" [128,132,136,138]. Lorsque
I'échantillon pénétre dans le canal, le champ est maintenu, mais le flux de phase mobile est
stoppé pendant le temps t (Eq. 1), temps nécessaire pour gu'il atteigne sa position d'équilibre.
Ceci conduit les particules microniques au contact de la paroi d'accumulation. A lareprise du
flux, elles regagnent rapidement leur position d'équilibre. Cette procédure, trés efficace en
termes de diminution de temps de réention et de dispersion de bande, présente un
inconvénient majeur pour les cellules ou le contact avec la paroi d'accumulation induit un

ensemble d'effets néfastes sur I'intégrité cellulaire, I'apoptose, le rendement et |a répétabilité
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de la méthode [133,138]. La procédure "dans le flux" est a cet égard bien plus intéressante.
Pour maintenir un éargissement de bande et des temps de rétention similaires a la procédure
"en arrét de flux", une adaptation instrumentale consistant a I'injection de I'échantillon par la

paroi d'accumulation est nécessaire (Figure 1-28) [151].

Zone d’entré
des
échantillons

Figure 1-28: Conséguence de I'injection des échantillons par la paroi daccumulation :
effet local d' élutriation avec champ et flux opposés.

Ce dessin particulier produit a petite échelle, au moment de la pénétration des
particules dans le canal, un effet semblable a celui de I'élutriation, champ et flux étant opposes
et non plus perpendiculaires comme dans le reste du canal [161]. L'échantillon se trouve alors
du "bon c6té" du candl, il n'a plus a traverser le cana pour rejoindre sa position d'équilibre,
annulant de fait la relaxation primaire de la méhode stop-flow (z, Eg. 1), et limitant I'effet de
relaxation secondaire. Cette solution réduit le temps nécessaire pour |'échantillon pour
rejoindre sa position d'équilibre, préserve la sélectivité et limite I'éargissement de bande. On
pourrait penser que dans ces conditions, une partie des cellules soit piégée dans les lignes de
flux a plus haute vitesse du centre du canal et se retrouve éluée dans le pic de volume mort,
mais |'utilisation du détecteur PN3000 XPT-C (PostNova), détecteur munie d'une caméra
CCD permettant I'observation et la mesure de taille des cellules éluées du cana de SAFFF,
nous a permis de veérifier I'absence d'éution de cellules dans le volume mort, validant ainsi

notre modéle d'injection (Figure [-29).

75



0.04 1 CelulesWidr : 12 g/ 1,0 mL/min.

0.03 -

0.01 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temps d'éution (min)
Figurel-29: Image del'élution cellulaire dans le volume mort / pic cellulaire.

Conditions d'éution canal 785x8x0.225 mm (parois de polystyréne), injection dans le flux de 100 uL
de d'une suspension cellulaire & 2,5 10° cellules / mL, champ : 12,0 G, débit : 1,0 mL / min (phase
mobile: PBSstérile pH = 7,4), détection spectrophotométrique A = 254 nm/ Détection CCD PN-3000
XPT : taux de rafraichissement 80 ms.

c. Conditions optimales d'éution

Le mode d'édution des cellules est le mode Inertidl. Il dépend de la balance force du
champ externe / forces hydrodynamiques (flux de phase mobile), afin de focaliser chague
sous-population a son point d'équilibre, occupant une fine couche de liquide dans |'épaisseur
du cana située a une hauteur 6 > a (Eq. 5), réduisant le risque d'interaction cellules / paroi
présent dans le mode Stérique [132,133,138].

D'un point de vue historique, la FFF a éé définie et utilisée comme une méthode de
mesure des propriétés physiques des particules éuées, a partir des données expérimentales
(Rops € A notamment) et des équations décrivant les mécanismes de rétention [128,129].
Ainsi, aprés une calibration adéquate (standard disponible), il est possible de mesurer lataille,
la densité, le coefficient de diffusion, la charge éectrique,... et leur distribution dans une
population hétérogene (polydispersité). Les populations cellulaires issues de tissus, d'organes,
ou les lignées d'apparence homogene, montrent une importante dispersité de taille et de
densité. Le probléeme des populations cellulaires est |'absence de standards représentatifs en
termes de distributions de taille et de densité pouvant étre utilisés pour une calibration

adéguate de notre dispositif [133] A contrario, pour ce qui concerne le tri cellulaire, la
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détermination du mode d'éution pour la mesure de la distribution de taille ou de densité n‘a
gue peu dintérét si celui-ci n'est pas corrélé avec |'étude de la distribution des propriétés
biologiques ayant motivé laréalisation du tri [133].

Au final, méme si le but principa du tri cellulaire par SAFFF n'est pas la détermination
du mode d'@ution des cellules, ou la détermination de leur propriétés biophysiques, il reste
néanmoins essentiel de démontrer que celles-ci sont éluées selon e seul mode biocompatible

possible : le mode Inertiel.

Pour cela, chaque nouveau projet de tri est initié par une série d'expérimentations dont
I'objectif est de déterminer les réglages optimaux de la balance champs externe / débit de

phase mobile pour atteindre le mode Inertiel.
Le mode Inertiel est démontré par [133]:

- la dépendance pratique de Ross (EQ. 2) aux variations du champ et du débit de phase
mobile. Comme décrit précédemment, en mode Inertiel, Ryps €st dépendant du champ, de la
taille, de la densité des particules et du flux de la phase mobile (forces hydrodynamiques).
Ainsi, a champ constant, si le débit de phase mobile augmente, Ros augmente. A débit
constant, si le champ augmente, Rqps diminue. Pour e mode Stérique, Rqys devient totalement
indépendant du champ et du débit de la phase mobile. Les particules étant éluées au contact de
la paroi, Rops ne dépend plus que de leur diametre. Pour chague nouvelle analyse de
populations polydisperses, une étude systématique de la variation de Ry, du pic d'intérét est
effectuée dans des conditions variables de champs et de débits.

- la détermination de I'élévation moyenne des particules dans la hauteur du canal "s".
Selon la description du mode Inertiel, les particules sont éluées au-dessus de la paroi

d'accumulation. L'éguation suivante :

S
Robs 6W [13]

décrit la valeur s : distance centre de la zone de focalisation des particules / paroi
d'accumulation, ce qui correspond a I'éévation moyenne des particules dans la hauteur du
canal. A partir de Rops, il est facile d'estimer la valeur de s. Si I'on connait la valeur du
diamétre des cellules (Coulter Counter® calibré) pour cette valeur de Rops, €t S S > a (rayon),
alors le mode Inertiel est mis en cauvre. Si s~ a, alors celles-ci sont éluées au proche contact

delaparoi daccumulation. C'est un cas d'élution en mode stérique.
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- un faible niveau de "relargage” cellulaire en fin d'analyse. A lafin de chaque éution,
la rotation du canal est stoppée, conduisant a I'obtention d'un champ de gravité moyen =0 g
dansle canal. Il est alors possible d'observer un signal résiduel lié alalibération de cellules a
partir du canal.

- la sélectivité Sd qui est la capacité a séparer deux composants d'un mélange en
fonction de lataille:

dlog(tr)
dlog(d)

[14]

Sd, par lavaleur detr, est directement dépendante de Robs, de a et A, donc de la nature
de laforce mise en jeu. Pour la SdFFF, Sd est en théorie voisin de 3, ce qui est remarquable.
Sd est dlors la pente de la droite log(tr) = f[log(d)]. En pratique, les valeurs de cette pente en
mode Stérique-Inertiel sont inférieures a 1. Apres calibration de lataille des particules éluées,
il est facile de tracer cette droite pour avoir une preuve supplémentaire de leur éution en
mode Inertiel. Cependant, par l'indisponibilité de standards correspondant au modele
cellulaire, il nous est impossible de calibrer convenablement |e fractogramme pour ce type
d'application. Pour tracer avec précision cette droite, il faut recueillir un nombre élevé de

fractions, compte tenue de I'extréme dispersion de taille d'une population cellulaire.

Le diametre moyen des cellules de chague fraction est mesuré (Coulter Counter®), et

I'on reconstruit aors le graphique (Figure I1-30):
logtr=-S;.log d + log try [15]
La pente de cette droite ainsi construite correspond au coefficient de séectivité
apparent ou observé (Sdops), qui est proche de la valeur théorique. L'obtention d'une telle
droite est un autre témoin de I'éution en mode Inertiel (coefficient de corréation > 0,990).
Cependant I'établissement de cette droite est difficile, voire impossible a réaliser pour des

échantillons biologiques dont la quantité est limitée en nombre ou en volume (cellules

souches par exemple).
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Figure-30: Courbe de sélectivité en taille des cellulesHEL.

Conditions d'élution canal 785x10x0.125 mm (parois de polystyréne), injection dans le flux de 100 pL
d'une suspension cellulaire a 2,5 10° cellules/ mL, champ : 40,0 G, débit : 0,5 mL / min (phase mobile
: PBSstérile pH = 7,4), détection spectrophotométrique 4 = 254 nm.

V.2. Respect del'intégrité cellulaire

Aprés I'optimisation de l'instrumentation, des procédures et des conditions d'éution
(réduction des interactions cellules / paroi ; séparation des sous-populations), la SAFFF doit
faire la preuve de sa capacité a prendre en compte et a respecter les caractéristiques originelles
de lapopulation €luée.

Letri cellulaire doit respecter [133,138]:

- laviabilité. Une viabilité importante (> 90 %), comparable a la population contrdle,
est classiqguement obtenue apres éution (viabilité a court terme). Ceci est la preuve d'une
élution optimale en absence d'obstacle mécanique sur le trajet du flux, en particulier au niveau
desjoints ou du détecteur. L'utilisation des sous-popul ations nécessitant une caractérisation ou
des investigations fonctionnelles requiere, le plus souvent, leur remise en culture ou leur
transplantation. Dans ce cas, leur viabilité along terme doit étre maintenue sans induction non
spécifigue ou incontrolée de mort cellulaire de type nécrose ou apoptose. Cet objectif est
largement atteint par I'éution en mode Inertiel associée aux procédures journaliéres de
nettoyage / décontamination,

- I'intégrité fonctionnelle telle que les capacités de croissance, les capacités d'adhésion,
les propriétés phénotypiques, génotypiques, protéomiques avec |'expression des récepteurs et

des antigenes de surface,
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- I'état de maturation, de différenciation ou d'apoptose. La caractérisation de ces
processus (voies métaboliques et de signalisation, expressions antigéniques,...), ains que la
préparation en routine de sous-populations spécifiques requierent une éution respectant ces
états. L'utilisation de ces populations impose gu'aucun signal non spécifique d'activation, de
différenciation ou d'apoptose ne soit transmis au cours de I'élution. Ainsi les populations
conservent toute leur capacité de différenciation ou d'apoptose et constituent un modéle
spécifigue d'étude des mécanismes et de la cinétique de ces processus. Dans le cas particulier
des cellules souches ou immatures, la SOFFF est une méthode douce et totalement passive en
comparaison des méthodes utilisant un pré-marquage fluorescent ou magnétique des cellules.
Elle est particulierement intéressante dans les applications pour lesgquelles e marquage peut
interférer avec I'utilisation des cellules (culture, transplantation), ou bien si celui-ci risque
d'induire une différenciation cellulaire.

- la stéilité. La culture ou la transplantation requiére une absolue stérilité des
échantillons. Ceci est obtenu par la préparation et la manipulation en conditions stérile des
échantillons, de méme que par la perfusion de I'appareillage avec des solutions stériles et le

respect des procédures de nettoyage / décontamination.

V.3. Pré requis ana ytiques

Comme pour I'ensemble des autres méthodes séparatives et analytiques, letri cellulaire

par SAFFF doit répondre en terme de qualité aux exigences suivantes [133,138]:

- Haute répétabilité et reproductibilité. Ces criteres ont été validés sur des échantillons
biologiques de type hématies éluées en mode Inertiel. Concernant les cellules nucléées, le
mode Inertiel permet des injections répétables du méme échantillon (10-20 injections
successives) auxquelles correspondent des fractogrammes similaires en termes d'intensité de
signal, de profil et de temps de rétention (CV pour Ryps < 5 %, n = 10). Concernant la
reproductibilité, ou plus exactement la fidéité intermédiaire, malgré I’ utilisation par un méme
opérateur, d' une méme machine, mais d' échantillons (source majeur de variabilité) et de jours
d'analyse différents, les fractogrammes restent similaires en tous points (CV pour Rgps < 5 %,
n>>10), permettant |'utilisation de conditions d'éution constantes pour un méme type
cellulaire. La variation observée sur la valeur de Ry en termes de fiddité intermédiaire
dépend essentiellement, pour un méme type celulaire, de la durée et des conditions de

culture.
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- Rendement élevé. Ce critére dépend essentiellement de la balance champ / débit
utilisée pour produire le mode Inertiel. L'utilisation de faibles champs favorise la viabilité
cellulaire, réduit la capture et permet un rendement d'éution couramment compris entre 75 a
80 % pour des cellules non adhérentes. Ce rendement décroit pour des cellules fortement
adhérentes telles que des cellules de neuro- et glioblastome. Ceci est particulierement sensible
pour le tri de cellules rares présentes dans des échantillons biologiques complexes (cellules
souches des épithéliums par exemple). La perte de rendement est due, malgré la mise en
cavre du mode Inertiel, a l'adhésion réversible ou non des cellules sur la paroi
d'accumulation. La cinétique des particules dans le cana n'est pas linéaire, mais oscille

toujours autour de la position d'équilibre.

V.4. M éthodol ogie de mise en oauvre dans |e domaine biologique

a. Simplicité, rapidité et faible codt.

Le développement instrumental et la mise en place de méthodologies spécifiques ont
transformé I'utilisation de cet outil.

Cette facilité d'acces se vérifie adivers niveaux :

- Mise au point analytique. Pour chague nouveau type cellulaire éudié, |'appareillage
doit étre rapidement calibré pour permettre son éution en mode Inertiel.

- Elution. Le temps d'éution des échantillons est couramment compris entre 5 et 10
minutes dans les applications classiques. Ce temps de séour limité dans le canal permet de
réduire le stress cellulaire, d'autant que I'on veille a la mise en cauvre du mode Inertiel a de
faibles champs et débits.

- Phase mobile. L'utilisation de matériaux hydrophobes pour les parois du cana (ex.
polystyréne) permet I'utilisation de phases mobiles les plus ssmples : tampon phosphate stérile
(PBS, pH = 7,4). La manipulation de certains tissus (épithéliums) requiére parfois I'addition
d'antibiotiques et d'antifongiques pour prévenir tout risque de contamination. L'addition de
toute autre molécule (proténes, tensio-actifs) éant inutile, cela simplifie dautant la
préparation des phases mobiles, leur conservation et leur utilisation. Comme le cana ne
requiére aucune préparation de surface, ceci réduit le risque d'empoisonnement du cand,
accroit |'efficacité des procédures de nettoyage / décontamination et augmente la durée de vie
du cana (6-12 mois).
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- Préparation de I'échantillon. L'éution requiert une suspension de cellules isolées.
Cdle-ci est obtenue par les méhodes classiques de récupération des cellules en culture :
détachement chimico-enzymatique pour les cellules adhérentes, centrifugation pour les
cellules en suspension. Dans tous les cas, les cellules isolées sont finalement resuspendues
dans la phase mobile & une densité variant de 1x10° & 3x10° / mL selon la capacité du canal,
pour une quantité injectée variant de 1x10° & 3x10° cellules. La concentration cellulaire est
importante au regard de I'efficacité de séparation, et de lalimitation des interactions cellules /

cellules et cellules/ phase solide.
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Figurel-31: Description schématique des étapes detri cellulaire par SAFFF.

Exemple de fractogramme. Conditions : injection dans le flux de 100 uL de cellules de CCR, WiDr,
débit : 0,8 mL / min (PBS stérile pH = 7,4), champ : 8 # 0.01 g, détection spectrophotométrique A =
254 nm. TP et PFn représentent les fractions collectées.
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b. Dela collection defraction ala calibration du fractogramme

Méme la plus homogene des lignées ne peut étre décrite que par I'intermédiaire d'une
matrice de polydispersité physique (taille, densité, forme, rigidité,...) et biologique (activité
métabolique, cycle cdlulaire, ...). On obtient, en mode Inertiel, un pic large correspondant a
la juxtaposition des multiples sous-populations présentes. Ce pic peut étre calibré en termes
de distribution de taille ou de densité par I'intermédiaire des courbes de sélectivité (Eg. 15).
Cependant, en |'absence de standard équivalent aux cellules, seule la sélectivité apparente peut
étre mesurée. Elle suffit a la comparaison d'appareillages, de conditions d'éution ou
d'induction d'événements biologiques. La démonstration du mode Inertiel et la variation de
sélectivité montrent une séparation des sous-populations selon des criteres biophysiques, mais
cela ne donne aucune information quant a la séparation effective selon les criteres biologiques
dintérét. Ceci justifie la collection de fractions et leur caractérisation biologique (Figure 1-31)
[133,138].

A l'issue de la collection de fractions, de nombreuses techniques analytiques ont été
associées a la SdFFF pour caractériser les sous-populations séparées telles que 1) culture
cellulaire, analyse microscopique de la morphologie, distribution de taille; 2) viabilité et
prolifération cellulaire : test au MTT, EdU et BrdU ; 3) caractérisations immunologiques :
expression antigenique et specificités métaboliques : test ELISA, immunofluorescence,
cytométrie en flux, Western-blot, Amnys...; et 4) biologie moléculaire : RT-PCR semi-
quantitative et quantitative [133,138].

Ces études sont réalisées sur chaque fraction collectée, et les résultats comparés a ceux
obtenus pour la population controle. Deux types de fractions sont collectées et analysees
(Figure 1-28) [133,138] :

- 1: lafraction totale (PT ou pic total, Figure 1-31), elle correspond a la collection de
I'ensembl e des cellules éluées dans | e pic spécifique hors volume mort et "relargage”,

- 2 : les fractions spécifiques (PFn, Figure 1-31), qui représentent une part du pic
d'éution des cellules.

Ces analyses opérent dans deux directions complémentaires :

1) le respect de l'intégrité fonctionnelle. 1l est démontré par |'analyse de la mortalité a
court et long terme, les propriétés d'adhésion, I'analyse morphologique, phénotypique,
génotypique, |'expression antigénique, mais aussi I'éat de maturation, de différenciation ou
apoptotique. Lafraction PT doit étre en tout point similaire au contréle. Ceci démontre que les

différences entre les PFn et |e contrdle ne sont dues qu'a un effet de tri et non a un quelconque
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phénomene non specifique de mortalité, de capture ou d'adhésion concernant une des sous-
populations d'intérét. La similarité entre le PT et le contréle démontre aussi que la séparation
est uniquement basée sur une différence de propriétés biophysiques tel que le décrit le mode

Inertidl.

2) l'isolement des sous-populations. Ceci est déterminé par |'analyse dans chague
fraction des critéres biologiques dintérét. Le choix des conditions de prélévement des
fractions sera validé lorsquil permettra I'obtention de fractions composées de cellules ayant
une différence marquée par rapport a celle des autres fractions, et a la population d'origine.
L'association des paramétres de rétention et la distribution des marqueurs biologiques
conduisent a la définition de fractogrammes calibrés, permettant, du fait de la répétabilite et
de la reproductibilité de la méthode, a la préparation en routine de sous-populations
spécifiques.

Apres avoir défini les conditions d'éutions, de collection et aprés calibration du
fractogramme les applications de la SAFFF peuvent étre envisagées selon deux directions
(Figurel-31) :

1) Applications analytiques. Elles correspondent & la caractérisation fine et compléte
des sous-populations, conduisant au concept de cellulomique : tri physique et caractérisation
des propriétés biologiques des différentes sous-populations dintérét constituant une
population polydisperse. Ceci pouvant étre réalise aussi bien 1) en conditions normales de
culture permettant I'étude de I'écologie et des relations phénotypiques au sein des populations
complexes ; que 2) en conditions dynamiques par l'induction d'événements biologiques
permettant ainsi de suivre (monitoring) et d'analyser les mécanismes et la cinétique du
phénomene.

2) Applications préparatives. Celles-ci sont réservées aux canaux classiques, et
permettent apres calibration selon un critere biologique défini, la préparation en routine d'une
grande quantité de cellules ayant les mémes caractéristiques. Ces populations peuvent alors
étre utilisées comme modeles de recherche (ex: anti-cancéreux) ou comme outil de thérapie

cellulaire (cellules souches et immatures).

En conclusion, la SAFFF est une technique facile de mise en oauvre, économique en
comparaison des autres méthodes de tri cellulaire. Elle reste encore peu développée et
diffusée (déficit d'appareillage). D'autre part, comme la SAFFF met en ceuvre les seules
propriétés biophysiques de |'échantillon (pas de marquage nécessaire), que I'éution est rapide

(< 10 min), que les conditions d'éution sont facilement et rapidement déterminées pour
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chague nouveau probleme de séparation, elle parait mieux adaptée que de nombreuses autre

méthodes pour |a production de sous-populations purifiées, stériles, viables et utilisables.

V1. Applicationsdela SAFFF au tri cellulaire

Parmi |'ensemble des sous techniques de FFF, la SAFFF est rapidement devenue |'une
des méthodes pionnieres dans de nombreux domaines, en particulier celui du tri cellulaire
depuis les travaux fondateurs de Karin Caldwell [143,162]. Le champ d'application princeps
du tri par SAFFF, et surtout par GFFF, a été celui de I'hématologie : caractérisation des sous-
populations, suivi de pathologies, de transfusions, isolement de cellules souches
hématopoiétiques [133,138,161]. La SAFFF et les techniques associées présentent un fort
potentiel de tri cellulaire concernant de nombreux autres domaines : microbiologie, biologie
moléculaire, biotechnologies ou cancérologie [133,138,161]. Par ces développements
technologiques et méthodologiques, notre laboratoire participe a cette dynamique par le
dével oppement de nouveaux champs d'investigation en neurosciences, cancérologie et cellules
souches [133,138,161].

Au cours de ces derniéres années les travaux du laboratoire ont permis de développer
et proposer un ensemble de méthodologies afin d'utiliser les capacités de la SAFFF dans le
domaine de I'oncologie (Figure 1-32). Ceci se décline en différents points. Les premiers
concernent I’ éude de I’induction chimique des phénomeénes d’ apoptose, de différenciation ou
d'autophagie (voies complémentaires de thérapeutiques anti-cancéreuses) : 1) suivi de
I'événement biologique induit (monitoring et screening) [132,133,137,139,163,164,165] ; 2)
isolement de sous-populations dintérét : cellules pré-apoptotiques / cellules en voie de
différenciation / cellules autophagiques [132,133,139,163,166,167,168] ; 3) éude de la
cinétique de I'événement biologique [132,133,137,139,163,166,168]. Les seconds
concernent ; 4) lI'étude de la dynamique phénotypique de populations complexes
[166,169,170] ; et 5) I'isolement des cellules souches cancéreuses [169,170,171].
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2: Isolement de sous-populations spécifiques

1: Monitoring (suivi) d 3: Cinetigue de
Z w» N
processus biologique. et I'evénement induit.
de differenciation
s O POPLOS B
populations complexes | \

mentde seus

4: Ecologie des 5: Isolement des cellules

souches cancéreuses.

Figurel-32: Stratégies d utilisation de la SHFFF en oncologie.
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OBJECTIFSDU TRAVAIL DE THESE

L’implication des CIC dans |’émergence et la récidive tumorales ne fait actuellement
plus aucun doute. Bien que ces cellules suscitent un intérét grandissant dans la communauté
scientifique, des travaux visant & améliorer leur caractérisation, a comprendre leur
fonctionnement et a développer des thérapies ciblées peinent a émerger. De plus, ces études
ne peuvent étre envisagées qu apres avoir enrichi les populations éudiées en CIC, leur
nombre étant relativement faible. Ainsi, nous nous sommes plus particulierement intéresses au
développement et a I’ utilisation de nouvelles approches de caractérisation et d'isolement des
CIC dans le CCR en utilisant entre autres la SAFFF, une technique « Label free » permettant

de s affranchir des immuno-marquages.

La principale partie de ce travail a consisté a développer I’ enrichissement en CIC par
SAFFF et a caractériser des cellules triées in vitro. Cette éude a permis un enrichissement
significatif en CIC a partir de différentes lignées de CCR. Cet enrichissement a été vérifié in
vitro par |’ analyse de |’ expression des marqueurs de CIC et par différents tests fonctionnels.

Dans un deuxiéme temps, I’analyse de I’ enrichissement a été réalisée ex ovo par la
technique de la membrane chorio-allantoidienne d’ embryon de poulet (CAM) et in vivo par la
réalisation de greffes sous-cutanées et orthotopiques (en intra-caecale) chez la souris SCID.
La capacité de ces cellules ainitier des tumeurs a été confirmée par les résultats préliminaires

obtenus sur ces différents modél es.

En paradléle de I'isolement par SAFFF, I'enrichissement en cellules ayant les
caractéristiques des CIC a été effectué al’ aide d’ un milieu spécifique dével oppé par la société
Oncomedics. Ce milieu permet la formation de structures semblables a des colospheres

enrichies en cellules ayant les caractéristiques de cellules indifférenciées.

Dans une deuxieme partie, le développement d' un nouvel outil instrumental de tri par
SdFFF a porté sur I’ utilisation d’un splitt de concentration permettant, de la méme maniere,
un enrichissement en CIC. Cette technique est plus adaptée a |I'analyse biologique et au
couplage a d’ autres techniques : une lame séparatrice, Splitt, a été implantée en fin de canal
afin d'édliminer le liquide excédentaire responsable de la dilution importante des cellules en
sortie de tri. Ce splitt de concentration a permis la concentration des cellules et ce, sans
modifications de celles-ci avec un tri effectif.
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Enfin, dans une troisieme partie de la these, nous avons mené une étude sur |’ effet de
nanoparticules sur les cellules, effet «monitoré» par FFF. En collaboration avec le
laboratoire LCABIE CNRS UMR5254 de I’ Université de Pau, nous nous sommes intéressés
aux effets biologiques de nanotubes de carbone, nouveaux nanomatériaux suscitant un intérét
croissant dans de nombreux domaines dont la santé, sur des cellules de CCR. L’ hypothese de
travail s'est basée sur le tres faible diamétre de ces nanotubes qui pourraient alors pénétrer
dans les cellules. Cependant, trés peu d’ études sont menées actuellement quant a la toxicité

des nanotubes de carbone sur les cellules humaines.
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A. Isolement par SAFFF et caractérisation des celles initiant le
CCR

I. ARTICLE 1 : Isolement par SAFFF et caractérisation in vitro

Cancer Stem Cell Sorting from Colorectal Cancer CélLines by

Sedimentation Field Flow Fractionation

Carole Mélin, Aurélie Perraud, Hussein Akil, Marie-Odile Jauberteau,

Philippe Cardot, Muriel Mathonnet, and Serge Battu.

Analytical Chemistry (2012)
(Vol 84, p. 1549-1536)

Récemment les cellules initiant le cancer (CIC)nayas caractéristiques de cellules
indifférenciées ont été identifiées dans un centaimbre de modeles dont le cancer colorectal
(CCR). Cette hypothése de CIC tend a expliquehinpmene d’échappement thérapeutique
des tumeurs ainsi que les mécanismes de récidivertle. Le caractére indifférencié et
I'auto-renouvellement sont les criteres majeurscde cellules. Ces deux caractéristiques
conditionnent notamment l'agressivité cellulaireesCCIC représentent maintenant de
nouvelles cibles thérapeutiques, nécessitant pasécpent le développement de méthodes de

tri cellulaire non invasives.

Dans cette étude, nous avons utilisé la SAFFF pidyrarer des populations enrichies
en CIC a partir de huit lignées cellulaires de C@Rs fractions triees ont ensuite éte
analysées pour leur état de différenciation a éaitlin panel de marqueurs (CD44, EpCAM,
CD166 et CK20) et par des tests fonctionnels. ssltats suggérent un enrichissement en
CIC permis par la SAFFF et ce, quel que soit l&atrdactivation, qu’elles soient quiescentes

ou proliférantes.
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L’initiation et le développement tumoral dans le cadre du CCR sont basés sur
I’ existence de CIC, responsables de la croissance tumorale, de la récidive et |a résistance des
tumeurs. Cependant, leur taux au sein de la masse tumorale reste faible et I'absence de

marqueurs phénotypiques bien définis rendent leur étude difficiles.

La SdFFF permet ainsi |” enrichissement en CIC en mode Hyperlayer pour huit lignées
de CCR (Caco2, WiDr, HT-29, HCT116, SW480, DLD1, SW620 et Colo205). Ces CIC
surexpriment les marqueurs CD44, EpCAM et CD166 suggérant un enrichissement d’'un
facteur 10, voire plus, par rapport ala population initiale. A I’exception de lalignée HCT116,
les CIC sont éuées dans la derniére fraction (F3) correspondant aux cellules les plus petites et
les plus denses. Comme démontré dans la lignée WiDr, cette population correspond a des
cellules relativement quiescentes (bloquées en GO/G1 du cycle cellulaire) et possedent la
capacité d auto-renouvellement confirmée par des tests de clonogénicité. Cependant, contre
toute attente, dans lalignée HCT116, les cellules ayant un caractéere indifférencié exprimant le
panel des marqueurs spécifiques des CIC sont éluées précocement dans la premiere fraction
(F1) correspondant aux cellules les plus grosses et les moins denses. Aingl, les cellules de la
F1 des HCT116 ne montrent pas de blocage dans la phase GO/G1 du cycle cellulaire et sont
aptes a s auto-renouveller de fagon plus importante que les cellules en F3 de cette méme
lignée. Ces résultats suggerent I’ existence de deux pools distincts de CIC, un pool de cellules
quiescentes permettant le maintien de la population (illustré par la F3 des WiDr) et un pool de
cellules proliférantes probablement responsables de la croissance tumorale (illustré par la F1
des HCT116) comme précédemment démontre dans lalittérature [172,173].

Cette premiere étude a permis de vaider la SAFFF comme outil d’enrichissement de
CIC issues de CCR, correspondant a de nouvelles cibles thérapeutiques. Cette production de
fractions enrichies en CIC permettraains |’ anayse de leur potentiel tumorigénique et de leur

résistance aux traitements.
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IlI. ARTICLE 2 : Etude de la capacité tumorigénique des différentes

populations issues de SAFFF sur le modéle de la membrane chorio-

allantoidienne d’embryon de poul et

Developping of a new model of colorectal cancer stem cells
car cinoma ex ovo, using the chick embryo chorioallantoic

membr ane.

Carole Mdlin, Aurélie Perraud, Serge Battu, Marie-Odile
Jauberteau and Muriel Mathonnet.

Nos précédents travaux ont permis de mettre en évidence la capacité de la SAFFF a
trier les CIC au sein de différentes lignées de CCR. Ces CIC possédent les mémes propriétés
que les celules souches c'est-&-dire le caractére indifférencié et la capacité d auto-
renouvellement. Une autre de leurs principales caractéristiques réside dans leur capacité a
initier des tumeurs chez I’anima immunodéprimé, s'inscrivant dans la suite de nos éudes.
Ainsi, nous nous sommes intéressés a la capacité des populations enrichies en CIC a initier
une tumeur sur un modéle particulier : la membrane chorio-alantoidienne d’embryon de
poulet (CAM). Cette approche d'analyse de I'initiation tumorale présente de nombreux
avantages : peu onéreux, facilement manipulable, n’induisant pas de réponse immunitaire et
offrant lapossibilité d’ un suivi de I’ évolution tumorale aise.

Au cours de cette étude, les lignées d'intérét, WiDr et HCT116, ont été triées par
SdFFF et analysées pour leur capacité a initier une tumeur sur la CAM. Pour ce faire, une
étape préalable de culture en Matrigel a été nécessaire. En effet, afin de favoriser laprise de la
greffe et I'initiation tumorale, les cellules triées ont été «piégées» dans le Matrigel,
correspondant a un milieu semi-solide composé de I’ ensemble des éléments constitutifs de la
matrice extra-cellulaire, afin de favoriser leur culture en 3D et donc I’interaction cellulaire
indispensable a la formation tumorale. Les colonies cellulaires ainsi obtenues en Matrigel ont
pu étre récupérées et greffées directement sur la CAM. Trois jours apres greffe, des masses
tumorales ont pu étre observées de maniére systématique et ce, quelle que soit lalignée ou la
fraction greffées. Les masses tumorales ont éé prélevées, analysées par histologie et
immunohistochimie afin de mieux comprendre le comportement de celles-ci et I’influence des

CIC dans!’initiation tumorale.
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Afin de poursuivre la caractérisation des CIC, il était indispensable d analyser leur
capacité a initier des tumeurs sur la CAM. Les lignées WiDr et HCT116 ont été triées par
SdFFF, cultivées en Matrigel durant 30 jours et les colonies ont été greffées sur la CAM. Les
travaux antérieurs [171] ont montré la présence des CIC au sein de la F3 dans le cas des
WiDr, caractéristique partagée par la plupart des lignées de CCR analysées. A I'inverse et de
fagon surprenante, les CIC issues de lalignée HCT116 sont retrouvées dans la F1. Ce résultat
original peut étre expliqué par lefait gu'il existe des CIC quiescentes et des CIC actives [172]
pouvant présenter des différences en termes de taille et de densité, propriétés utilisées pour le
tri par SAFFF.

Les résultats obtenus a I’aide du modéle de la CAM confirment cette hypothese : les
CIC retrouvées dans la F3 pour les WiDr sont des cellules possédant une faible prolifération
avec une faible expression du Ki-67; alors que les CIC retrouvées dans la F1 pour les
HCT116 sont capables de réaliser une prolifération active présentant une forte expression du
Ki-67. Ces données préliminaires confirment |'hypothése impliquant I’existence de CIC
activeées (pour les HCT116) et quiescentes (pour les WiDr).

L’ étude par IHC de |’ expression du CK20 révele un marquage positif pour les WiDr et
négatif pour les HCT116. Cette hétérogénéité est égaement retrouvée chez les CCR de
patients humains [180] suggérant des caractéristiques différentes pour les 2 lignées étudiées,

pourtant issues de stades de CCR comparables, en |’ occurrence des stades précoces.

En conclusion, le modéle de la CAM a permis de confirmer notre hypothése quant a
I’ existence de CSC quiescentes et activées. Il s agit d'un modéle simple a mettre en oauvre,
rapide, permettant |’ obtention de tumeurs facilement accessibles a partir desquelles il sera
intéressant d’analyser la vascularisation tumorale et enfin la réponse des masses tumorales a
différentes thérapies. De plus, le couplage isolement par SAFFF - culture en Matrigel - greffe
sur la CAM a permis de comparer de fagon effective différentes sous-populations
correspondant a différents stades de différenciation. Cependant, ce modél e reste restreint dans
le temps puisque les études ne peuvent pas étre menées au-delade I’ ED17, et ne reproduit pas

I”environnement initial du développement du CCR.

Aussi, lemodélein vivo al’aide des souris SCID permet I’ é&ude du dével oppement du
CCR dans le temps mais auss la possibilité d effectuer des tests de molécules anti-

cancéreuses pour rechercher de nouveauix traitements thérapeutiques.
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I11. Etude de la capacité tumorigénique des différ entes populations issues
de SAFFF chez la souris SCID

[11. 1. Introduction

L’ hypothése la plus répandue actuellement quant a I'initiation et au développement
tumoral correspond a I’ existence de cellules possédant un caractére indifférencié ayant la
capacité d'initier la tumeur [10,96]. Afin de comprendre le comportement de ces cellules au
sein méme de latumeur, il est désormais important de développer des model es se rapprochant

le plus possible des tumeurs chez le patient atteint d’un CCR.

L’initiation et la croissance tumorales dépendent largement du micro-environnement
tumoral. Les études menées actuellement chez la souris SCID se basent essentiellement sur
des greffes de fragments tissulaires issus de patients [77,126,181]. Les modeles d’injection de
cellules en suspension se révelent plus rares, alors que ceux-ci présentent |’ avantage d’ étre
restreints a une lignée cellulaire voire, comme dans notre cas, a certaines fractions cellulaires

[174], possedant une reproductibilité plus importante.

La SdFFF est désormais une technique validée de tri cellulaire permettant I’ obtention de
populations homogeénes a partir de lignées cellulaires [133,166,171]. Nos précédents travaux
ont permis I’ obtention de populations enrichies en CIC a partir de différentes lignées de CCR
[171]. Leur caractérisation a été préalablement effectuée in vitro mais il reste désormais a
populations d'intérét aprés tri par SAFFF ont éé greffées chez la souris SCID selon deux
modeles:

- Par greffe sous-cutanée au niveau de la patte arriere droite. Ce modéle de greffe est
largement utilisé et a permis dans de nombreuses études antérieures de suivre le
développement tumoral de cellules ou fragments de tumeurs issues de CCR
[68,182,183,184,185,186,187].

- Par greffe orthotopique au niveau de la paroi du caecum. Ce type de greffe
correspond a l’injection des cellules dans la région caecale, offrant aux cellules un

environnement colique [175,188,189].

Le but de cette étude a été d' une part d’ analyser le comportement des tumeurs au niveau
macroscopique afin de pouvoir comparer le pouvoir initiateur de tumeur issues des différentes
fractions injectées des lignées WiDr et HCT116, dont les CIC semblent posséder des
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caractéristiques différentes et, d autre part de mieux comprendre le comportement des cellules

au sein méme de latumeur (analyse histol ogique et marquages immunohistochimiques).

[11.2. Matériel et méthodes

a. Culturecdlulaireet tri par SAFFF

Les lignées humaines de CCR, WiDr et HCT116, ont été obtenues par I’ American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, U.S.A.) et maintenues en culture selon leurs
recommandations a 37 °C en atmosphére humide a 5% de CO, et passées a subconfluence.
Les suspensions cellulaires ont été obtenues par incubation avec de latrypsine a 0,5% pendant
5 minutes et 5 minutes de centrifugation a 1500 rpm. Les cellules ont ensuite été triées par
SdFFF comme décrit précédemment [171]. Différentes fractions ont été récoltées: F1, F3 et
le pic total (PT).

b. Modelesde greffes chez la souris SCID

Les souris SCID (Charles Rivers) ont été greffées a I’age de 5 semaines avec des
cellules non triées ou avec les populations obtenues par SAFFF selon deux modéles.

L’ ensembl e des manipulations ont éte réalisees sous hotte aflux laminaire.

Le premier correspond a une greffe en position sous-cutanée. Apreés remise en
suspension et comptage, 5.10° cellules sont remises en suspension dans un volume de 20 & 30
ul de PBS. Aprés anesthésie des souris SCID (Charles Rivers) avec un mélange de Ké&amine
(10mg/ml ; Imagen 1000 ®) et de Xylazine (4mg/ml ; Rompun 2%) dilué dans du sérum
physiologique, la suspension cellulaire a été injectée en sous-cutané au niveau de la patte

arriere droite de la souris.

Le second modéele correspond a une greffe en position orthotopique dans la paroi du
caecum de la souris. Aprés anesthésie de |I’animal avec le mélange Kétamine / Xylazine, une
incision au niveau ventral inferieur gauche a été réalisée, dans la peau puis dans le péritoine.
Le caecum a été aors retiré hors de I’abdomen. L’injection de la suspension cellulaire a été
réalisée dans |’ épaisseur de la paroi caecale a I’aide d’ une aiguille a insuline. Le caecum a
ensuite éé délicatement replacé, et I'anima recousu a I'aide de fil opératoire stérile
résorbable au niveau du péritoine puis de la peau. La souris a aors recu une injection
intrapéritonéale supplémentaire d antalgique (Temgesic 1,5 pg/ml/g) et d antibiotique

(Amoxicilline ou Clamoxyl a5 pg/ml/g).
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Le suivi des souris a été effectué quotidiennement par observation de |’ état général de

la souris et pal pations.

Les souris greffées aussi bien en position sous-cutanée qu'intra-caecale ont été
sacrifiées 5 semaines apres greffe. Aprés exsanguination de I'animal, les organes (caecum,
intestins, noauds lymphatiques, rate, foie, reins et poumons) et les tumeurs ont été prélevés

(Registry of Industrial Toxicology Animal-data).

c. Analyseshistologiques et immunohistochimiques

Les organes et tumeurs ont été fixés dans du formol (10%) avant de subir des cycles de
déshydratation et étre inclus en paraffine (Département d anatomopathologie, CHU,
Limoges). Aprés I'inclusion en paraffine, des sections de 4um ont été effectuées et
maintenues a 37°C pendant une nuit pour anayses histologique (HES) et

immunohistol ogiques selon les protocol es décrits précédemment.

111.3. Résultats

a. Greffeshétérotopiques: modée d’injection sous-cutanée

Afin de poursuivre notre travail portant sur les CIC, nous nous sommes intéressés au
pouvoir tumorigénique des différentes fractions obtenues par SdFFF, comme décrit
précédemment [171]. Ainsi, le modéle de greffe en sous-cutanée a été mis en place permettant

un suivi aisé del’initiation et du dével oppement tumoral.

Apres tri par SAFFF de la lignée WiDr selon les conditions d éution décrites
précédemment, les fractions F1 et F3 ont été récoltées et injectées en sous-cutanée (5.10°
cellules par fraction) dans la patte arriere droite des souris SCID. Les résultats sont illustrés

danslaFigure R-1.
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Figure R-1: Photographies de tumeurs obtenues apres greffe des fractions de WiDr
obtenues par SAdFFF sur souris SCID.

A et B : vue de la patte des animaux sacrifiés (avant récupération de la tumeur) pour la greffe de la
F1(A) et delaF3 (B) ; C (F1) et D (F3) : tumeursrécupérées; E (F1) et F (F3) : coloration HES des
tumeurs (grossi ssement x400).

Il aains pu étre observé un développement tumoral plus important de la tumeur issue
de la fraction F3 (Figure R-1 B et D) par rapport a celle issue de la fraction F1 des WiDr
(FigureR-1 A et C).

Dans le cas de la F1, un second site néoplasique est observé au niveau sous-cutané
(Figure R-1 A), caractéristique d’une tumeur multi-focale, avec la masse la plus importante
d un diamétre de 8 mm (Figure R-1 C). Lors de la séparation par coupure au scalpel de la
tumeur, une résistance a aussi été constatée et la principale masse tumorae n’a pas présenté

de vascularisation interne visible al’ odl nu (Figure R-1 C).
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En ce qui concerne latumeur issue de la F3, la consistance tumorale était semblable a
latumeur précédente. Comme pour la souris correspondant al’injection de la F1, le processus
néoplasique s éait fait au détriment du tissu musculaire (Figure R-1 B). De fagon
remarquable, la tumeur faisait 12 mm de diamétre (Figure R-1 D), démontrant une taille plus

importante que pour la tumeur obtenue apres greffe de la F1.

Pour I’ ensembl e des tumeurs obtenues (n=2 pour chagque condition), la coloration HES
nous a permis de constater une hétérogénéité tumorale (Figure R-1 E et F). Il a pu ére
constaté la présence de cellules atypiques avec des noyaux pléiomorphes, organisées en
travées pouvant correspondre a des glandes tumorales malignes et la présence de nombreuses
zones de nécrose avec certaines lumiéres glandulaires visibles. De nombreux faisceaux de

fibres de collagene sont aussi visibles.

Ces résultats mettent ainsi en évidence la capacité des cellulesissues de laF3 ainduire
un développement tumoral important, caractéristique des CIC, venant appuyer nos résultats
précédents.

Aprés avoir constaté que I’ ensembl e des tumeurs obtenues en position sous-cutanée se
développaient aux dépens de muscle, elles sembleraient également étre irriguées par des

vaisseaux sanguins (Figure R-2).

Figure R-2: Coloration HES d'une tumeur obtenue apreés greffe en sous-cutanée de la F3
de WiDr obtenue par SAFFF sur souris SCID.
A : coloration HES de la tumeur (grossissement x100) ; B : Photographie d'une fibre musculaire
enchéssée dans la tumeur aprés coloration HES; C: Photographie d’'un vaisseau sanguin aprés
coloration HES (grossissement x400).
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Ainsi, au coaur d'une tumeur issue de la F3 de WiDr, de nombreuses fibres
musculaires enchassées sont visibles par coloration HES (Figure R-2 A et B). Mais il a
également pu étre observé de petits vaisseaux bien délimités avec présence de globules rouges
(Figure R-2 C) suggérant I’ existence d’une vascularisation tumorale qui reste a vérifier par
immunohistochimie.

Dans un second temps, les organes prélevés chez ces souris greffées en position sous-
cutanée ont été analysés par histologie. Les organes les plus susceptibles d étre e siege de
développement métastatique, c'est-a-dire principalement le foie et les poumons, ont été
analysés en priorité. Macroscopiquement, les organes présentaient un aspect sain. Ces
résultats ont été confirmés apres analyse de ceux-ci par la coloration HES (Figure R-3).
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Figure R-3: lllustrations des colorations HES des organes prélevés chez les souris SCID.
A : Poumons; B : Foie (Grossissement x100).

Ces données sont en accord avec la littérature : la greffe sous cutanée induit rarement
des processus métastatiques [181,189].

De la méme maniere que la lignée WiDr, lalignée HCT-116 a été triée par SAFFF et
les fractions récoltées ont été injectées en sous-cutanée et des tumeurs ont été obtenues 5

semaines aprés injection (Figure R-3).
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Figure R-4: Photographies de tumeurs obtenues apres greffe des HCT116 triées par
SdFFF en position sous-cutanée sur la souris SCID.

A, B et C : vue dorsale des animaux sacrifiés (avant récupération de la tumeur) et greffés
respectivement avec les cellules des fractions non triées, F1 et F3; D, E et F : tumeurs récupérées a
partir des greffes réalisées avec les cellules des fractions non triées, F1 et F3; G (non triées), H (F1)
et | (F3) : coloration HES des tumeurs (grossissement x100).

Du point de vue macroscopique, avant méme prélevement de la tumeur, la souris
greffée avec les cellules issues de la fraction F1 présentait une masse tumorale bien plus
importante (Figure R-4 B) que celles greffées avec le PT (Figure R-4 A) ou la F3 (Figure R-4
C), bien que la souris ne manifestait aucun signe de souffrance. Aprés prélévement de la
tumeur, le volume de celle issue de la F1 était approximativement 2 fois plus important
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(Figure R-4 E ; 1,6 cm de diametre) que celui de latumeur issue de laF3 (Figure R-4 F; 1,4
cm de diamétre) ou du PT (Figure R-4 D ; 1,3 cm de diamétre), ces deux dernieres étant
comparables. Apres coupe transversale de I’ensemble tumeurs, le centre de celles-ci était
caractérisé par la présence d un liquide abondant (non montré), pouvant correspondre soit au
résultat de la nécrose cellulaire, soit a du mucus ayant été sécrété par les cellules de la tumeur
transformées en en cellules sécrétrices. L’ analyse histologique (Figure R-4 G, H et I) amontré
une hétérogénéité avec présence de zone nécrotique comme préalablement constaté avec la
lignée WiDr (Figure R-1).

Ces résultats ainsi obtenus avec la lignée HCT116 aprés tri vaident ains la
caractéristique si particuliere de cette lignée : I’ élution précoce des CIC par SAFFF, possédant
une prolifération importante contrairement a la lignée WiDr. Cette propriété des CIC au sein
de cette lignée conduit & une initiation et un développement tres rapide et important. Ces
résultats sont a mettre en corrélation avec des résultats obtenus sur la CAM. En effet, nous
avons démontré gque les masses tumorales issues des colonies a partir de la F1 des HCT116
possedaient une capacité de prolifération importante qui, chez la souris, permet d obtention
d’une tumeur de taille plus importante que pour les autres sous-populations. Il semblerait
donc que quelques soient les éapes intermédiaires avant I’ obtention d’ une tumeur (Matrigel,
CAM, micro-environnement chez la souris), les cellules issues de SdFFF conservent leurs

caractéristiquesinitiales d’ aprestri.

b. Greffesorthotopiques: modéle d’injection en position intra-caecale

Apres 5 semaines de développement tumoral, les souris greffées en intra-caecale avec
lalignée WiDr non triée (n = 3) ont été sacrifiées et les résultats sont présentés dans la Figure
R-4. Aprés ouverture de I'abdomen, un développement tumoral intra-péritonéal a pu étre
constaté avec la formation de petites masses cancéreuses sur la paroi interne du péritoine
(Figure R-5 A et B). Quant au caecum, lieu dinjection des cellules, il semblait
macroscopiquement sain, sans formation tumorale, résultats qui ont éé confirmés aprés
prélévement de celui-ci, réalisation de coupes et analyse histologique par la coloration HES

(résultats non montrés).

Apres prélévement des masses tumorales intrapéritonéales, les anal yses histol ogiques
(Figure R-5 C) ont montré une hétérogéenéité tumorale importante de la méme maniére

gu’ avec les greffes sous-cutanées.
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Figure R-5: Photographies de tumeurs obtenues apres greffe des WiDr non triées en
position intra-caecale chez la souris SCID.

A: vue ventrale des animaux sacrifiés ; B : tumeurs récupérées.

Laformation des tumeurs hors du site de greffe suggére une dissémination des cellules
immeédiatement apres I'injection. Ces résultats nous ont donc amenés a rechercher des
techniques pour améliorer la prise de greffe au niveau du site d’injection, ¢ est-a-dire la paroi
du caecum.

Préalablement ala greffe intra-caecale, les cellules ont été remises en suspension dans
30 pL de Matrigel afin d obtenir une solution cellulaire plus compacte, immédiatement apres
I’injection, due a la polymérisation de celui-ci a la température corporelle des animaux (38-
39°C). Cette technique de reprise en milieu semi solide permet I'implantation d une
suspension compacte qui permet d’ éviter la dissémination des cellules en intra-péritonéal. Les
résultats présentés dans la Figure R-6 ont été obtenus.
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Figure R-6: Photographies de tumeurs obtenues aprés greffe des WiDr et HCT116 non
triéesreprises dans du Matrigel en position intra-caecale sur la souris SCID.

A et C : wue ventrale des animaux sacrifiés, respectivement WIDr et HCT116, les fléches noires
indiquent des masses tumorales ; B et D : caecums présentant une masse tumorale, respectivement
WIDr et HCT116 ; E : foie prélevé sur la souris greffée avec les HCT116.

Cing semaines aprés I'injection des cellules WiDr et HCT116 reprises en Matrigel en
position orthotopique, les souris ont été sacrifiées. L’ observation macroscopique a permis de
mettre en évidence aucune dissémination des cellules au niveau du péritoine (Figure R-6 A et
C) mais la présence de différentes anomalies. Pour la souris greffée avec la lignée WiDr, une
petite masse blanchétre, qui reste & analyser, a pu étre observée dans la paroi du caecum
(Figure R-6 B).
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Figure R-7: Coloration HES des organes et nodules prélevés chez la souris greffée en
intra-caecale avec lalignée HCT116 reprise dans du Matrigel.

A et B : Coloration HES du caecum (grossissement x100 et x400) ; C et D : Coloration HES de la
tumeur obtenue dans le bas-ventre de I’animal (grossissement x100 et x400) ; E et F : Coloration
HES d'un nodule carcinomateux obtenu au voisinage des noauds lymphatiques (grossissement x100 et
x400).

Quant a I'animal greffé avec les HCT116, ses intestins étaient d'un noir intense
pouvant laisser penser a une hémorragie intestinale (Figure R-6 C). De plus, une masse
tumorale de 4 mm de longueur localisée au niveau de la paroi du caecum entre la musculeuse
et la séreuse (Figure R-6 C fléche du haut et D) a été décelée. Une seconde masse S est
également développée dans le bas ventre de I’ animal indépendamment de tout organe (Figure
R-6 C fleche du bas). De plus, le foie présentait un aspect anormal, avec différentes petites
zones blanchétres pouvant provenir de métastases tumorales (Figure R-6 E). Aprés analyse
histologique des différents organes prélevés, il atout d’abord été constaté la présence de de
masses tumorales qui se sont développés dans la paroi du caecum entre la séreuse et la
musculeuse (Figure R-7 A et B). Les cellules de latumeur s'infiltrent de facon trés importante
dans la profondeur de la musculeuse (Figure R-7 B). De plus, différents nodules de carcinose
ont pu étre observés. Le premier correspond a la masse qui S'est développée de maniere
indépendante de tout organe présentant un centre nécrotique important (Figure R-7 C et D).
Le deuxieme correspond a un nodul e retrouvé a proximité des noeuds lymphatiques (Figure R-
7 E et F). Enfin, différents petits nodules bien délimités ont pu étre observés ala périphérie de

I"intestin gréle et du pancréas (non montre).

124



[11.4. Conclusions

Bien que I'ensemble de ces résultats restent a reproduire et a affiner, ceux-ci
confirment I’ enrichissement en cellules capable d'initier et de participer au développement
des tumeurs par la technique de SAFFF. En ce qui concerne les deux lignées d’intérét, ces CIC
possedent des caractéristiques qui leur sont propres, en accord avec |es résultats obtenus sur la
CAM, mais ont en commun un potentiel tumorigénique plus important. En effet, les fractions
enrichies en CIC aussi bien au niveau de la lignée WiDr que HCT116 sont aptes a produire

des tumeurs de taille bien plus importante que les autres popul ations.

Afin de mieux comprendre le comportement de ces CIC, il est maintenant important
d’ analyser finement les différents marqueurs au sein de |’ ensembl e ces tumeurs (marqueurs de
CIC, caspase-3 clivée pour étudier I’ apoptose, Ki-67 pour étudier la prolifération).

Bien que le modéle de greffe en sous-cutanée permette un suivi aisé du développement
tumoral, le modéle orthotopique est un meilleur modée pour I’ étude de la formation et du
développement tumoral in vivo. En effet, 5 semaines aprés injection, des masses tumorales
sont obtenues aussi bien avec la lignée WiDr que la lignée HCT116, et des nodules
carcinomateux ont été obtenus. L’ optimisation de ce modéele avec reprise des cellules dans du
Matrigel afin de les piéger et de limiter leur dissémination leur a permis |’ obtention de

tumeurs au sein méme de la paroi caecale, mimant ainsi |’ environnement tumoral du CCR.

Afin de poursuivre ce modele, les fractions cellulaires issues de SAFFF seront greffées
de laméme maniére, ainsi que lalignée de CCR Col0205 correspondant a un stade avancé de
CCR, dérivant des ascites, pouvant peut-étre favoriser le développement de métastases. Le but
final reste d' é&udier dans le détail la croissance tumorale en fonction des CIC et leur

comportement in situ vis-a-vis des thérapies.

L’ ensemble de cette premiéere partie de résultats a mis en évidence la capacité de la
SAFFF atrier des CIC a partir d’ une population hétérogene. La caractérisation de ces CIC a

été ains effectuéein vitro, ex ovo et in vivo.

Cependant, d’autres techniques peuvent étre utilisées afin d enrichir des populations
en CIC. Cest pourquoi nous nous sommes intéresses a d autres manieres d’ obtenir des

populations homogénes en paralléle de I’ utilisation de SHFFF comme technique de tri.
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B. Méthode d’enrichissement en cellules initiant l&€ancer par un

milieu spécifique

Article 3 :

Colorectal cancer-specific defined medium enables vitro

enrichment in cancer stem cells within complex pogdations.

Carole Mélin, Aurélie Perraud, Christophe Bounaiarihd du Puch,
Elodie Loum, Stephanie Giraud, Marie.Odile Jaulzert€hristophe

Lautrette, Serge Battu and Muriel Mathonnet

Soumis dans Stem Cell Research

Le développement de méthodes d’enrichissementi@nrGiitro est actuellement une
nécessité pour faciliter I'étude de ces nouvellbtes thérapeutiques. C’est dans ce contexte
gue le milieu OncoMiD (développé par la société @nedics), un milieu spécifiguement
utilisé dans le cadre de cultures primaires de CL&¢g utilisé dans le but d’enricliir vitro
les cultures de lignées cellulaires en CIC. Ceemila induit une perte d’adhérence des
cellules qui ont formé des sphéres flottantes adso& un équilibre entre prolifération et
apoptose et surtout une augmentation de I'expneste marqueurs des CIC.

Comme nous l'avons démontré auparavant [133],dlaFBE a été utilisée pour le
monitoring de l'impact des conditions de cultureles profils d'élution, dont I'évolution est le
reflet des importantes modifications des propridié&physiques cellulaires (taille/densité)

induites par le milieu OncoMid.
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Etant donné la difficulté pour isoler et étudier les CIC, le développement de méthodes
permettant leur enrichissement est devenu une priorité. Le milieu OncoMiD a ainsi été testé
sur des lignées humaines de CCR. Ce milieu induit une augmentation de la prolifération
cellulaire jusgu’ a I’ obtention de spheres flottantes type colospheres [190] caractérisees par un
taux de prolifération faible. De plus, ces sphéeres sont composées de cellules surexprimant les
marqueurs d’indifférenciation caractéristiques des CIC. En paralée, la SAFFF a permis de
montrer un décalage du profil d’élution des cellules cultivées dans les différents milieux. En
effet, aors qu'une augmentation du temps de rétention des populations cultivées dans le
milieu OncoMiD était attendue, elles sont au contraire éuées plus rapidement. Ce résultat
original peut ére expliqué par la modification directe du phénotype cellulaire induite par le
milieu ou bien par I’ existence de différents pools de CIC comme démontré précédemment
[171].

Ce milieu semble donc étre un réel outil d enrichissement en CIC in vitro, via un

phénomene de dédifférenciation cellulaire qui peut étre suivi par la technique de SAFFF.

Le développement de cette méthode d’ enrichissement pourra permettre d’ appréehender
de nouvelles approches afin de mieux caractériser et étudier ces CIC afin de développer a

terme des thérapies | es ciblant spécifiquement.

Parallélement a ces travaux portant sur |’ étude et la caractérisation des CIC in vitro,
tant al’aide de la SAFFF gu’'a l’aide du milieu OncoMid, j’a aussi participé al’amélioration
de la technique de SAFFF par |e développement instrumental d’un nouveau prototype portant

notamment sur |” utilisation d'un splitt de concentration.
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C. Développement d'un nouvel outil instrumental detri par
SdFFF

Article 4 :

Insertion of a Splitt Output Device in a Sedimentabn Field Flow

Fractionation Channel.

Carole Mélin, Aurelie Lacroix, Fabrice Lalloué, Asund Pothier, L. Y.
Zhang, Aurelie Perraud, Claire Dalmay, Christophettette,
Philippe Cardot, Muriel Mathonnet and Serge Battu

Soumis dans le journal Journal of Chromatography A

L'ensemble du travail de tri cellulaire a montriénportance du développement
meéthodologique et instrumental réalisé. Il indiggalement les perspectives, non seulement
en termes biologiques, mais aussi en termes ddapd@nents instrumentaux. Ceux-ci sont
représentés par le développement de micro-canalixnptantation de lame séparatrice en
bout de canal ou "splitt de concentration”. Il nép@ux exigences de préparation de cellules
rares telles que les cellules souches. En effetsélaaration par SdFFF, comme toute
séparation en phase liquide fait intervenir untefgedilution péjoratif pour la récupération de

ces sous-populations.

La séparation et l'isolement d'especes par desochéthtelles que la chromatographie
liquide ou la SAFFF, s'associent toujours a latidiludes populations éluées. Dans le cadre du
tri cellulaire par SAFFF, cette dilution est untéar limitant pour la caractérisation et
l'utilisation des populations d'intérét. Si le rentent brut a lissue de I'élution est souvent
supérieur a 80 %, les centrifugations nécessaitesracupération des échantillons ont des
rendements plus faibles, et ce d'autant plus cuiedbules seront diluées. De sorte que si un
volume de phase mobile important est nécessaigeséparation des especes, celui-ci n'est
plus nécessaire au moment de la collection desidras il ne conduit qu'a la dilution des

échantillons. L'utilisation de cette lame sépacatilu flux (« splitt ») permet en fin de canal
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de séparer en deux le flux (Figure R-8) : une partie basse correspondant a la partie proche de
la paroi d'accumulation et contenant les populations cellulaires ; et une partie haute,
correspondant a la partie en regard de la paroi de déplétion et constituée de phase mobile

excédentaire.

Joint Double
voie

Cellules PM en exces

Figure R-8 : Schéma général du systéme « splitt » de concentration sur un canal de SAFFF.
PM : Phase Mobile

Un systeme de double détection / acquisition est également mis en place pour
I'enregistrement du fractogramme des espéces € uées, et I'absence d'échantillon sur la voie de
dérivation. Nous utilisons pour ce faire a la fois un détecteur UV classique et un détecteur
CCD PN3000 XPT (PostNova) permettant d'observer les cellules éluées et d'en enregistrer la
distribution de taille.

L'autre point important du dispositif « splitt » est le développement du joint double
voie. Les modifications portant sur les joints doubles voies ont éé modélisées (Figure R-9).
D'un point de vue pratique, ces 2 voies sont extraites du bol de centrifugation al'aide de joints

tournants doubl e-voies spécifiques.
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Fluide voie 1 :4_ Plan de joint

Fluide voie 2

Figure R-9 : Schéma global du joint doubles voies pour systéme « splitt » et détail des
connexions sur les semelles doubles-voies.

Lefluide voie 1 contient les cellules, et la voie 2 permet I'élimination de |'excédent de phase mobile.
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Le « Splitt » de concentration avait pour but de réduire de maniere consequente le
volume dans lequel les cellules sont duées lors du tri afin de concentrer les cellules tout en

respectant le mode de tri en Hyperlayer.

Une fois les différents parametres de tri évalués et calibrés, les cellules de la lignée
WiDr ont été injectées dans le canal. L' évolution de la taille des cellules au cours de leur
élution a pu étre suivie avec un détecteur muni d’une caméra (Postnova PN3000 XPT). La
diminution du diametre cellulaire au fur et a mesure de I’&ution a ainsi confirmé la mise en

cauvre du mode Hyperlayer.

Une proportion importante de cellules (jusgu’ a 95 %) sont éuées dans un volume final
diminué de moitié par rapport a un canal classique. Cette concentration des cellules dans le
fluide aains permis|’utilisation directe de celles-ci sans nécessité au préal able d’ une étape de
centrifugation. Ainsi, les cellules WiDr ont été triées et les fractions ont été directement
testées pour leur capacité a reformer des colonies (auto-renouvellement). De méme que
préalablement démontré a I’aide un canal classique [171], ce test clonogénique a permis de
démontrer I’ élution des CIC dans la derniére fraction, la F3, confirmant |’ efficacité du tri

opéré par SAFFF.

Finalement, dans une derniére partie de mon travail de these, nous avons participé a un
projet innovant de suivi al’aide de la SAFFF des effets biologiques induits par des nanotubes

de carbone sur les cellules de CCR.
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D. Suivi de modifications biologiques induites par des nanotubes
de carbone sur des cellulesde CCR par SAFFFE

Les nanotubes de carbone (NTC) font I'objet d’utéiiét croissant dans les domaines
de la chimie et de la biologie de par leurs prdpsaénécaniques, thermiques et électriques.
Dans le secteur du biomédical, ces nanoparticulesrrgient avoir de nombreuses
applications en tant que vecteur de traitementseftet, lorsqu’ils sont fonctionnalisés, ces
NTC auraient la possibilité de délivrer des traigems directement aux tissus voire aux
cellules cibles [191,192].

Il est possible de décrire un NTC comme un feuillet graphéne enroulé sur lui-
méme. Deux types de CNT existent : les monopa®igENT) et les multiparois (MWCNT)
(Figure R-10).

SWCNT

Figure R-10 : Représentation de la structure tubirades SWCNT et MWCNT.

Malgré toutes les applications potentielles de NIECtoxicité de ces particules sur
’homme n’a été, jusqu’a aujourd’hui, que peu édediTrés réecemment et plus précisément
au cours de cette derniére année, il a été démaguedes SWCNT sont capables de rentrer
dans les cellules HelLa par endocytose [193] soatesiasi la question sur I'effet de ceux-ci
sur ’lhoméostasie cellulaire. Il semble que la pextédn de ces NTC dans les cellules induit
une déstabilisation de la membrane lysosomale d¢sawiua la production d’espéeces réactives

de I'oxygene puis a la mort cellulaire par apoptogaécrose [194]. De la méme maniere, il a
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été démontre que I’ exposition aux NTC provoquerait des perturbations mitotiques associées a
une accumulation d’ anomalies génétiques [195]. De plus, éant donné leur petite taille, les
NTC auraient la possibilité de se disséminer dans I’ intégralité du corps viale systéme sanguin
et le systéme lymphatique. Une étude menée sur des cellules endothéliales humaines a montré
une forte toxicité des SWCNT sur celles-ci [196]. Sur des lignées cellulaires de poumons et
pharynx, ces NTC ont un effet sur le métabolisme et la viabilité cellulaires [197]. Enfin, ces
NTC ont été démontré comme inducteur d’ une réponse immunitaire associée a la sécrétion de
nombreuses cytokines [198,199,200].

Malgré ces quelques études, le manque de connaissances concernant ces NTC et leur
comportement reste important. C'est dans ce cadre que nous nous sommes intéresses, en
collaboration avec le laboratoire LCABIE CNRS UMR5254 de I’ Université de Pau, a |’ éude

et au suivi de |’ effet des NTC sur une de nos lignées cellulaires de CCR, les Col 0205.

Dans un premier temps, les différents types de NTC (SWCNT, MWCNT), fournis
dans un milieu de dispersion, ont été testés sur nos cellules a différentes concentrations. Un
test de métabolisme, MTT, a été réaisé apres différents temps de traitements a différentes
concentrations afin de suivre |’ effet cytotoxique des NTC. Notre attention s est arrétée sur
I’ effet des SWCNT en particulier (Figure R-11)
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S5 — 0 pg/mL
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.g LE ! m 0,1 pg/mL
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E g 0 | m 0,5 ug/mL
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o ®©
2% ™ 3 pg/mL
< E 0,4 |
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0

24h
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Temps d’exposition (en heures)

Figure R-11 : Effet des SWCNT sur les cellules Colo205 par test de métabolisme cellulaire.
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Ces résultats suggerent une toxicité des SWCNT sur les cellules des la concentration
de 1ug/mL, concentration tres faible au vue de ce qui est utilisé dans la littérature (50-100
pg/mL). Le milieu de dispersion seul, sans NTC, a également été testé sur les cellules et
aucune toxicité n’a été observée. Ce milieu particulier permet une dispersion importante des

NTC pouvant expliquer I’ effet des NTC aune s faible concentration.

Afin d effectuer un suivi de I'effet des NTC sur les cellules, elles ont été injectées
dans la SAFFF afin d’ observer leur profil d'éution (Figure R-12) aprés 24 et 48 heures
d exposition aux SWCNT adifférentes concentrations (de 0,1 a 1ug/mL).

SWCNT 0; 0,1; 0,5; 1 pg/mL

0,1 5

0,075 -

0,05 -

AUFS

0,025

Elution time (min)

SWCNT 0; 0,1; 0,5; 1ug/mL
01 - 48h

0,075 A

0,05 -

AUFS

0,025 +

Elution time (min)

Figure R-12 : Fractogrammes des Col0205 traitées 24 et 48h avec différentes concentration
de SWCNT (0,1; 0,5 et 1ug/mL).
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Des 24h d exposition aux SWCNT, un décalage de pic vers la gauche peut étre
observé, décalage qui augmente avec la concentration en SWCNT. A la concentration de
1pg/mL, deux pics sont visibles, caractéristique d une entrée en apoptose des cellules. Ceci
est confirmé a 48h d’ exposition : le temps de rétention est largement diminué pour les cellules
traitées a 0,1 et 0,5 pg/mL et aucun pic d’élution n’est observable pour les cellules traitées a

une concentration de 1pug/mL avec un volume mort largement augmente.

Ces résultats sont a corréler avec les analyses de viabilité / métabolisme cellulaire
(Figure R-11). Ainsi, les SWCNT semblent avoir un effet largement cytotoxique a une
concentration de 1pug/mL, effet confirmé par I’analyse par SAFFF, ce qui n’est pas observé
pour les concentrations plus faibles a 0,1 et 0,5 pg/mL. Cette diminution du temps de

rétention pourrait donc étre caractéristique d’ une incorporation des SWCNT par les cellules.

Afin de vérifier cette hypothese et d’analyser I’incorporation des SWCNT dans les
différentes fractions obtenues par SAFFF, un tri a été effectué, les fractions récoltées et
envoyées au laboratoire LCABIE CNRS UMR5254. Ces derniers sont aptes a caracteériser les
NTC par la technique de FFF asymétrique (A4F) couplée a une détection de type MALLS
(Multi Angle Laser Light Scattering). Les résultats sont actuellement en cours d’ analyse.

L’ ensemble de ces résultats mettent en évidence la cytotoxicité des SWNCT sur des
cellules humaines de CCR. Cette cytotoxicité a pu étre suivie par SAFFF. De plus, étant donné
la diminution du temps de rétention en SAFFF, nous avons émis |” hypothese que ces cellules
seraient capables de fixer voire d’incorporer les SWCNT ce qui pourrait avoir diverses effets
sur I’homéostasie cellulaire de celles-ci. Les modifications physico-chimiques des cellules ont
pu également étre suivies par SAFFF qui est, une fois de plus, une technique de choix dans le
suivi d’ évenements biologiques.

Enfin, le tri par SAFFF et I'analyse de SWCNT incorporés par A4F - MALLS
pourraient ére un couplage de techniques judicieux pour I’ étude des phénomeénes aboutissant

alatoxicité des SWCNT sur les cellules humaines.
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DISCUSSION GENERALE
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Le CCR est le premier des cancers et son incidelesgait augmenter dans les
prochaines années [10]. Malgré les progres thétmpms réalisés au cours de la derniere
décennie, liés, avant tout, a l'utilisation desrépées ciblées [43,49,50], son pronostic reste
réserve, la survie spécifique, tout stade confonthxcédant pas 35%. Bien que l'origine des
CCR ne soit pas encore clairement défini, il senaltigue les cellules qui linitient, les CIC,
soient situées comme les cellules souches coligués,base des cryptes intestinales. Leur
prolifération serait a l‘'origine de la masse etlaerogression tumorales. En effet, les CIC
proviendraient de la transformation des CS intaf# qui, suite a une accumulation de
mutations, acquerraient une capacité tumorigénjjgl]. Du fait de leur origine, les CIC
posséderaient un ensemble de caractéristigues coesmavec les CS saines dont certains
marqueurs ainsi que les capacités d'auto-renouvelle de multipotentialité, leur propriété
principale étant leur potentiel tumorigénique cleg animaux immunodéprimés. De plus, ces
mémes cellules seraient impliguées dans de nombreézanismes telle la diffusion
métastatiqgue ou la résistance aux traitements 1087111]. Leur proportion au sein de la
masse tumorale est faible, inférieure a 5%. L'diffigrincipal de cette these était de mettre
au point des outils de tri permettant d’isoler atipale lignées cellulaires de CRC, des
fractions cellulaires homogenes et viables qui pgeit étre remises en culture permettant
ainsi d'étudier de maniére séparée I'homéostasge dilerses cellules contenues dans les
CCR. La caractérisation des cellules contenues desdractions a démontré que pouvaient
ainsi étre isolées non seulement les cellules les pdifféerenciées, mais également des
cellules ayant incorporé des particules étrangémsnise au point de différents modéles de
greffes de CIGn vivo, I'isolement de cellules infectées par des paeg@trangeres ouvrent
la voie a I'analyse ciblée des phénomenes de gratibn et résistance aux thérapies.

A. Le tri cellulaire par SAFFFE

. Obtention de fractions homogéenes a partir de ligné&e humaines de
CCR

Les travaux réalisés ont permis dans un premiepsetde mettre au point des outils
d’enrichissement cellulaire en CIC a partir de gapons hétérogenes, correspondant a des

lignées de différents stades de CCR.

L’outil de tri a été la SAFFF, une technique deefificace, rapide, reproductible,
n'interférant pas avec la physiologie initiale deflules [139,159,163,167,169,179]. Cette
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technique ne nécessite aucun marquage au préalable des cellules, le tri reposant sur leurs
propriétés biophysiques intrinseques. La SdFFF permet d obtenir des sous-populations
homogenes de cellules a partir de populations hétérogénes telles que des lignées cellulaires
[171]. Un panel de 8 lignées cellulaires a été trié et différentes sous-populations (PT, F1 et
F3) ont été récoltées. Les travaux antérieurs réalisés au sein du laboratoire ont montré que les
cellules ayant les caractéristiques les plus indifférenciées sont éluées tardivement par SAFFF,
classiquement dans la F3 [166], ce qui a é&té constaté pour la plupart des lignées étudiées, dont
la lignée WiDr, aprés analyse phénotypique. Mais, ces cellules sont éuées dans la F1 pour
seulement une des lignées de CCR, lalignée HCT116. Les cellules de la F1 ne présentaient
pas de blocage en GO/G1 et ne semblaient pas plus quiescentes que la population globale.
Enfin, les cellules de la F1 des HCT116 et de la F3 des WiDr possédaient toutes deux une
capacité aformer des coloniesin vitro (tests de clonogénicité) bien supérieure a la population
originale, confirmant donc leur propriété d’ auto-renouvellement, une des caractéristiques clé
desCIC.

Cette premiére étude a permis I’obtention de résultats originaux démontrant
I’ existence de différents stades d’ activation des CIC, un pool peu proliférant et un pool activé,
ceci étant en accord avec lalittérature [172,173]. L’ existence des cellules souches dormantes
en rapport avec la division asymétrique cellulaire permet d’ expliquer le renouvellement des
épithelia cellulaires tout au long de lavie de I’individu. Dans les tissus cancéreux, |’ existence
de ces cellules était suspectée mais pas réellement prouvée. Cette méthode permet l1a mise en
place d'un modéle précliniqgue danalyse de sensibilité / résistance aux thérapies des
différentes populations non seulement en fonction de leur état de différenciation mais aussi en

fonction de leur état d’ activation.

De nombreux travaux antérieurs réalisés au sein du laboratoire ont permis de proposer
de nombreux champs dapplication a la SdFFF, que ce soit dans le tri cellulaire
[132,133,139,160,166,170] ou aors dans le suivi dévénements biologiques
[159,164,165,169,179]. Dans ce cadre, notre étude s est portée en paralléle sur le suivi et le tri

de cellules traitées par des particules étrangéeres, |es nanotubes de carbone.
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M. Suivi par SAFFF d’'évenements biologiques induits par les

nanotubes de carbonein vitro

La capacité de monitoring par SAFFF associée au tri cellulaire a éé utilisée dans un
autre volet correspondant au suivi de modifications induites par une exposition des cellules de
CCR a des NTC. Ces nanoparticules font I'objet d’'intérét dans de nombreux domaines
notamment du fait de leur résistance mécanique (300 fois plus résistants que I’ acier mais 6
fois plus Iéger). Ces NTC sont désormais envisagés comme étant des matériaux de choix dans
les secteurs de I’ aéronautique mais également de la santé. De plus, éant donné leur taille
infime, ce sont des particules candidates pour vectoriser des médicaments [191,192].
Cependant, la connaissance actuelle de ces NTC reste trés limitée, aussi bien au niveau de leur
propre caractérisation que leur effet sur les cellules humaines. C'est |’ effet potentiel de ces
NTC sur les cellules de CCR afait |’ objet de cette présente étude.

Dans un premier temps, aprés avoir testé la cytotoxicité des NTC fournis par le
laboratoire LCABIE CNRS UMR5254 de I’ Université de Pau, I'exposition aux SWCNT a
induit une toxicité bien plus importante que celle attendue et ce, a des concentrations plus
faibles que celles décrites dans la littérature [195,197]. Cet effet serait di a |’ augmentation de
la dispersion des NTC dans le milieu de suspension des NTC, milieu n’ayant [ui-méme aucun
effet toxique sur les cellules en culture.

Les cellules traitées a différentes concentrations ont été injectées dans la SAFFF aprés
24 et 48 heures d’ exposition afin de suivre |’ effet des NTC sur les cellules. La rétention dans
le cana était plus faible pour les cellules exposées aux NTC a des concentrations non
déléteres que les cellules non traitées. L’ hypothese expliquant cette diminution de rétention
serait que les cellules incorporeraient les NTC sans entrer dans la voie de mort. Afin de
vérifier cette hypothése, des cellules ont été traitées pendant 48 heures a une concentration de
0,5 pg/mL et triées par SAFFF. Deux fractions, F1 et F3, ont été récoltées, de méme que le pic
total et la population contréle. Les échantillons ont été envoyés au laboratoire LCABIE CNRS
UMR5254 afin de caractériser les NTC éventuellement incorporés dans les cellules par A4F,
un outil de séparation de nanoparticules par FFF, couplé une détection de type MALLS. Les
premiers résultats tendent & montrer que les NTC seraient rentrés dans les cellules et que la
SAFFF serait capable de discriminer différentes populations cellulaires ayant incorporé des
NTC possédant des caractéristiques différentes en termes de taille. En effet, des résultats
préliminaires montreraient que la population F3 correspondrait & des cellules ayant incorporé
des NTC de plus petite taille que les cellules de la F1.
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Le couplage entre ces deux techniques de FFF, une de séparation d especes
microniques et la deuxiéme de nanoparticules, pourrait permettre de faciliter la
compréhension de phénomenes physiologiques induits par les NTC. L’utilisation de ces
particules en recherche trandationnelle en vue de vectorisation de meédicaments semble

compromise du fait de latoxicité importante des NTC sur les cellules humaines.

[1. Amédlioriation del’outil technique de SAFFF : le Splitt

L’ objectif principal éant de mettre en place de nouveaux supports d études des CIC, il
a été nécessaire de faire évoluer I’ outil de tri afin de I’ adapter au tri de cellules présentes en

faible proportion au sein d’ une popul ation.

Une des priorités actuelles dans I’ optimisation de |a technique de tri par SAFFF est de
réduire le volume de récupération des cellules éluées. En effet, le tri par SAFFF conduit
systématiquement a des échantillons dilués dans un grand volume imposant alors une étape de
centrifugation afin de concentrer les cellules. Afin de minimiser ce probléme de dilution, un
nouveau prototype de SAFFF a été mis en place, avec implantation en fin de cana d’'un
« splitt » ou lame de séparation. Une fois les cellules séparées dans le cana en fonction de
leurs propriétés biophysiques, le « splitt » permet une séparation du fluide en 2 parties: la
partie contre la paroi d’accumulation est éluée par une premiére sortie et contient les cellules
tandis que I'autre part du fluide situé du coté de la paroi de déplétion correspond au fluide
excédentaire et est élué par une seconde sortie. De plus, ce systeme a été coupl é a un détecteur
muni d’une caméra permettant de visualiser les cellules au fur et a mesure de leur élution. Le
logiciel de lacaméra a également permis de mesurer les variations de diametre des cellules au
cours de I’ élution. Afin de mettre en place ce systéme, il a été nécessaire de s’ interroger quant
al’impact de I'implantation du splitt sur la géométrie du canal et sur la répartition des flux.
Une fois le canal implémenté de la lame de splitt et e volume du canal étant réduit, |’ analyse
des volumes morts a été réalisee montrant une éution dans de bonnes conditions, avec un

volume mort symétrigue.

Afin de valider cette méthode d un point de vue biologique, les cellules WiDr ont été
utilisées. Quel que soit le champ appliqué (entre 5 et 15 @), le diamétre des cellules mesuré
diminue au fur et & mesure de I’éution, validant ainsi I’ utilisation du mode en Hyperlayer.
Plus le champ appliqué est fort, plus la variation de diametre entre le début et la fin de
I’éution est importante. Lors de I’ utilisation du champ le plus fort (15 g), jusqu’a 95 % des

cellules sont éuées dans un volume diminué de moitié.
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Enfin, apres tri, les fractions récoltées possedent bien les mémes caractéristiques que
celles obtenues précédemment avec un tri par SAFFF classique, les cellules ayant la capacité
de reformer des colonies se trouvant dans la F3. Cependant, afin de réaliser ce test biologique,
aucune centrifugation N’ a été nécessaire, les cellules étant concentrées dans un petit volume

deliquide.

Ains validé, ce nouveau prototype pourra étre affiné par I'utilisation de nouveaux

matériaux biocompatibles dans la construction du canal.

Aprés la mise au point de cet outil de tri sur des lignées cellulaires de CCR, il a été
nécessaire de poursuivre leur caractérisation et de mettre en place des supports d étude des
CIC se rapprochant de I’environnement physiopathologique du CCR. Le but initial étant de
faciliter I’ éude des CIC, afin de mieux comprendre leur fonctionnement, leur comportement
et donc de pouvoir a terme éaborer des stratégies les ciblant directement, la capacité
principale des CIC, I'initiation et le développement tumoral, ont été analyses par différentes

méthodes.

B. Obtention detumeurs a partir de populations homogenes

|. Intérétsd utilisation de milieux spécifiques

[.1 Le milieu défini OncoMid

Dans une seconde partie de la mise au point de techniques d enrichissement et
d amplification des CIC, la suite des travaux s est portée sur |'utilisation de milieux dits
« définis », dépourvus de SVF, en collaboration avec la société Oncomedics. L’ effet du milieu
«OncoMiD for colon », breveté dans le cadre de cultures primaires issues de tumeurs de
patients atteints de CCR, a é&é analysé sur des lignées de CCR. La culture des cellules dans le
milieu OncoMiD induit, a partir de lignées cellulaires adhérentes, la formation de spheres
flottantes in vitro apres trois jours de culture. Ces sphéres flottantes de type colosphéres ont
alors été caractérisees phénotypiquement avec I’analyse par immunofluorescence indirecte
des marqueurs des cellules indifférenciées, le CD44 et I'EpCAM. Ces cellules composant ces
sphéres ont montré une expression de ces margqueurs augmentée par rapport a la culture en
milieu basal (10 % SVF). De plus, afin de mieux comprendre le comportement et la mise en
place de ces sphéres, la prolifération et |’ apoptose cellulaire ont été étudiées in vitro. Le

milieu OncoMiD augmente la prolifération des cellules adhérentes, qui se décollent ensuite de
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leur support de culture pour former des sphéres. Une fois en suspension, les cellules ont une
prolifération diminuée, suggérant une quiescence des cellules composant les sphéres. En ce
qui concerne |’ apoptose cellulaire dans le milieu OncoMiD, les lignées WiDr et SW480
correspondant a des stades précoces de CCR ne semblent pas affectées par ce milieu tandis
gue le ratio apoptotique augmente pour lalignée Colo205 qui correspond a un stade avancé de
CCR. Ceci peut étre expliqué de par une prolifération accrue de ces cellules par rapport aux
deux autres lignées, correspondant a un « turn-over » plus important de la population.

Enfin, le suivi par latechnique de SAFFF a permis de mettre en évidence une rétention
des cedlules cultivées dans le milieu OncoMiD moins importante que pour les cellules
cultivees en milieu basal. En mode hyperlayer, I'ordre d éution est taille et densité
dépendant. Cependant, peu de variation du diamétre cellulaire n'a pu étre observée. La
diminution de la rétention serait donc due a une diminution de la densité cellulaire. Cette
élution plus rapide des cellules pourrait étre due a des modifications morphol ogiques induites
par la formation de ces spheres. Ce résultat surprenant met en évidence que I’évolution
biologique induite par ce milieu ne se fait pas dans la méme direction que celle dans le milieu
classique de culture. Les CIC obtenues avec ce milieu ne possederaient donc pas les mémes
caractéristiques que celles obtenues en culture classique apres SdFFF. Ce temps de rétention
plus court est également a mettre en paralléle de I’ hypothese des CIC activées qui seraient
éluées plus précocement par SAFFF (la F1 des HCT116). Une caractérisation biologique plus
poussée de ces cellules ayant le phénotype des CIC reste a effectuer entre autres par des
greffes des spheres flottantes sur la CAM ou chez la souris SCID.

En conclusion, le milieu OncoMiD a permis |’ obtention de sphéeres surexprimant les
marqueurs des CIC. Cependant, cet enrichissement pourrait s effectuer via une
dédifférenciation des cellules, induisant donc des modifications physiologiques de la
population initiale. En effet, ce milieu a permis I’obtention de CIC mais n'ayant pas les
meémes caractéristiques et phénotype (organisation en spheres flottantes) que celles obtenues
par SAFFF. Il ne s agit plus de CIC natives mais plutdt de CIC «induites ». A I’ opposeé, cette
constatation n'est pas applicable au tri par SAFFF qui permet d obtenir des populations
homogenes en termes de différenciation et de phénotype, sans induire aucune modification
physiologique de celles-ci. Dans le cadre de I’ étude et de la caractérisation des CIC, il est

important de travailler sur les cellules «originales» présentes initiadlement dans une
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population complexe et non pas d’ en induire la formation via des systémes de production par

modification de |’ é&at de différenciation cellulaire.

Cest pourquoi la SAFFF reste la technique de tri optimale pour I'éude de sous-
popul ations.

|.2. Le Matrigel

La matrice de membrane basale Matrigel est une préparation solubilisée extraite du
sarcome murin d'Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), une tumeur riche en protéines de matrice
extracellulaire. Ses principaux composants sont la laminine, suivie du collagéne IV, de
I'entactine et de I'héparane sulfate protéoglycane. Elle contient également des facteurs de
croissance naturellement présents dans la tumeur EHS. A température ambiante, la matrice
Matrigel se polymérise pour produire une matrice biologiquement active semblable a la
matrice basale des mammiféres. Ces propriétés ont été exploitées dans deux cadres distincts:

- Avant greffes sur la CAM, en tant que support de culture en 3 dimensions. Le
Matrigel a permis d’ apporter une base solide au développement cellulaire facilitant
ains I'interaction entre cellules. Aprés 5 semaines de culture in vitro dans cette
matrice, des colonies cellulaires visibles a I’odl nu ont pu étre récupérées et
greffées.

- Lors de la greffe chez la souris SCID, en tant que matrice se solidifiant lors de
I"injection afin d’ éviter la dissémination des cellules isolées.

Bien que ce milieu offre de nombreux avantages quant a la possibilité de culture en 3D

avec la présence d'une matrice extra-cellulaire proche de celle de la tumeur chez I’homme, il
présente comme principa inconvénient |'absence totale de contréles quantitatifs des
composants et facteurs de croissance présents dans la matrice. En effet, cette matrice

provenant de sarcomes murins, une grande variabilité entre |ots ne peut pas étre control ée.
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I. L e modéledela CAM d’embryon de poulet

Le premier support d éude pour I'initiation tumorale a été la CAM d embryon de
poulet. Cette technique a pour avantage d étre rapide, peu onéreuse, et permet une
accessibilité aisée ala tumeur puisqu’elle se développe al’interface de I’embryon et de I’ air.
Ce modéle, ne faisant pas intervenir de systéme immunitaire, est largement utiliseé pour
I’ obtention de tumeurs de fagon reproductible, notamment dans le cadre du glioblastome, une
tumeur richement vascularisée [176]. |l sert également de support de tests de différents types
de molécules gu’ elles soient pro- ou anti-angiogéniques soit directement sur la CAM soit sur
les tumeurs formeées sur la CAM [201,202].

Différentes techniques de greffes sur la CAM ont été réalisées. Dans un premier
temps, les suspensions cellulaires de différentes lignées de CCR ont été déposées directement
sur la CAM. Malgré la mise en place d'un anneau pour contenir la suspension cellulaire,
aucune tumeur n'a pu étre obtenue quelle que soit la lignée utilisée. Une fois déposées, les
cellules ne formaient pas de masses compactes et la cohésion entre les cellules restait
insuffisante pour la formation d'une tumeur. C'est pourquoi, afin de favoriser ces
phénomenes de cohésion et d'interactions cellulaires, les cellules ont été cultivées dans un
second temps en 3D dans du Matrigel afin d obtenir des colonies cellulaires. Une fois les
colonies formeées in vitro, elles ont été greffées directement, aprés élimination de la matrice
mais sans dissociation des colonies cellulaires, sur la CAM. Cette étape supplémentaire a
permis |’ obtention de masses tumorales compactes, avec cette fois-ci la possibilité de les
prélever et de les analyser dans leur ensemble. Le dépbt de colonies cellulaires, obtenues par
une culture pendant une longue période en Matrigel, sur la CAM n’avait été jamais réaise
jusqu’ alors. En effet, généralement les cellules en suspension sont directement déposées sur la
CAM. Cette étape de culture intermédiaire semblerait faciliter la prise de greffe sur la CAM,
la cohésion entre cellules étant ainsi amorcée. Cette technique pourrait correspondre a une

étape de « pré-initiation tumorale ».

Deux lignées cellulaires d'intérét, les WiDr et les HCT116, ont alors été greffées. Ces
cellules, issues de deux lignées différentes de stade précoce / intermédiaire, sont caractérisees
par un comportement différent aprés tri par SAFFF. Aprés anayses histologique et
immunohistochimique, il a pu étre observé une importante hétérogénéité tumorale, aussi bien
au niveau de son aspect histologique que des marquages de prolifération et d apoptose. En
effet, en particulier pour la lignée HCT116, la périphérie possede un indice de prolifération
important et un marquage complétement inversé au niveau de I’ apoptose. Ces caractéristiques
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reproduisent celles des CCR les plus volumineux ou un centre nécrotique en corrélation avec
I” hypoxie tumorale est présent. De plus, les masses tumorales obtenues a partir de la lignée
WiDr expriment la CK-20 au contraire de celles obtenues avec lalignée HCT116. La CK-20
est classiquement utiliste comme margqueur de cellules cancéreuses du CCR [203,204].
Cependant, il a été démontré que son expression par des cellules du CCR n’est pas retrouvée
chez tous les patients [205]. 1| semblerait donc que |’ absence d’ expression de la CK-20 dans
les tumeurs obtenues sur la CAM serait spécifique des tumeurs provenant de la lignée
HCT116. En effet, toutes les tumeurs provenant de cette lignée ont montré une absence totale
de ce marqueur, au contraire de la lignée WiDr. La CK-20 peut étre également considérée
comme un marqueur de cellules différenciées de CCR. Une hypothése serait donc que la
lignée HCT116 correspondrait a une lignée composée de cellules globalement peu
différenciées et donc potentiellement plus agressives [87].

Aprés avoir effectué I’'ensemble des mémes tests a partir de colonies issues de
fractions obtenues par SAFFF, des différences mageures de comportement des masses
tumorales ont pu étre observées. Tout d abord, quelle que soit la fraction greffée, des masses
tumorales se sont dével oppées sur la CAM. Cependant, aprés analyse par immunohistochimie,
I’ensemble des résultats sont en accord avec ceux obtenus in vitro directement aprés tri par
SAFFF. En effet, les masses obtenues a partir de la F3 des WiDr enrichie en CIC présentent un
indice de prolifération faible (environ 15 % de cellules marquées au Ki-67) par rapport alaF1
(75%). Nous avions démontré in vitro, directement apres tri par SAFFF, que les cdlules de la
F3 exprimant les marqueurs des CIC sont préférentiellement bloquées en GO/G1. Dans le
cadre de cette présente étude, les masses obtenues sur la CAM, et ce apres une culture des
cellules de F3 pendant 5 semaines en Matrigel, présentent des caractéristiques comparables
puisque leur indice de prolifération reste faible. De la méme maniere concernant les masses
obtenues a partir de la F1 des HCT 116 enrichies en CIC, elles sont composees d’ une quantité

importante de cellules en prolifération (environ 70%).

Nous avons ainsi donc pu mettre au point un nouvel outil basé sur le couplage SAFFF
— Matrigel — CAM qui aainsi permis |’ obtention de masses tumorales aisément analysables. |
a également pu étre démontré que I’ é&ape de culture intermédiaire en Matrigel a permis une
amplification cellulaire en 3D sans modifier les caractéristiques initiales des cellules aprés tri.
En effet, I'effet du tri cellulaire par SAFFF n'est pas perdu puisgue les masses tumorales

obtenues a partir des différentes fractions possedent un comportement qui leur est propre. Les
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différentes masses tumorales obtenues sur la CAM gréace ala SAFFF et al’ étape intermédiaire
de culture en Matrigel conservent leurs caractéristiques fonctionnelles initiales quant a leur
comportement prolifératif.

Dans les perspectives immédiates, il est important d éudier |'expression des
marqueurs des CIC au sein méme de ces masses tumorales et |a vascularisation de celles-ci.
De plus, ce support offrant une accessibilité a la masse tumorae bien plus aisée que sur
I’animal, il est désormais possible de tester des traitements directement sur les tumeurs
obtenues sur la CAM, le but étant de comprendre le comportement des différentes populations
triées par SAFFF en réponse a des thérapies. |l sera également intéressant de retrier par SAFFF
les cellules composant la masse tumorale. En effet, une caractéristique essentielle des CIC est
leur capacité a redonner des cellules différenciées et fonctionnelles. Les masses tumorales
obtenues pourraient étre, de la méme maniere que chez le patient, hétérogenes, composees de
CIC et de cellules différenciées fonctionnelles. A partir de ces tumeurs, un des objectifs
principaux sera donc de réaliser un tri sur les cellules dissociées obtenues a partir des tumeurs

et de lesregreffer afin de comprendre le comportement des différentes popul ations tumoral es.

Cependant, ce modéle déude reste tres €oigné de [I'environnement
physiopathologique de la tumeur chez I’homme, le micro-environnement étant totalement
absent, et les temps d’ étude étant trés courts (3 jours de développement tumoral). En effet, le
micro-environnement tumoral est essentiel pour la compréhension de la tumorigenese et de la
progression tumorale et, par conséquent, pour les approches thérapeutiques a mettre en cauvre.
Le micro-environnement tumoral, constitué de cellules non tumorales et du stroma, est
déterminant dans |’ évolution moléculaire des cascades de signaux cellulaires; les cellules
tumorales épithéliales et les cellules stromales exercent des effets réciproques sur le
comportement cellulaire de chacune. Ces interactions tissulaires entrainent une activation
cellulaire et favorisent la formation d’ un micro-environnement qui conditionne la croissance
des cellules tumorales, détermine leur potentiel métastatique et, éventuellement, la

localisation tissulaire des métastases.

Ce modéle de la CAM reste donc un modéle d’ étude intermédiaire entre I'in vitro et

I’in vivo, ce qui nous a amené a poursuivre nos études chez le mammifere.
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1. L e modéle mammifére: souris SCID

Le second modéle d étude a été la greffe chez des souris immunodéprimées de type
SCID. Deux techniquesont été réalisées : la greffe en sous-cutanée (hétérotopique), un
model e permettant un suivi aisé du développement tumoral, et en intra-caecal e (orthotopique),
un modele plus lourd a mettre en place mais permettant de mimer le micro-environnement

physiopathol ogique de la tumeur chez le patient atteint d'un CCR.

Dans un premier temps, le premier modéle a consisté aréaliser des injections en sous-
cutanée des cellules non triées et triées par SAFFF respectivement. Ces résultats préliminaires
sont encourageants en terme de taille et donc de croissance tumorale : les cellules issues de la
F3 des WiDr permettent un développement tumoral bien plus important que celles issues de la
F1 (n=2 pour chague population). De méme pour les HCT116, les cellules de la F1 permettent
le développement de tumeurs de diametre supérieur a celles de la F3 (n=2). Il est a noter
également que la lignée HCT116 a permis un développement tumora plus rapide que la
lignée WiDr (non montré), soulignant leur importante agressivité qui sera a corréler avec

I’ expression de la CK-20 comme nous I’ avons montré sur la CAM.

L’ ensemble de ces résultats confirment la caractérisation de la population cellulaire
obtenue par SAFFF, population enrichie en CIC. La greffe chez |I’animal de sous-populations
homogenes obtenues par SAFFF a été réalisée pour la premiére fois et a permis |’ obtention de
tumeurs. Ce nouvel outil ainsi créé permet désormais de posseder un réel support d’ étude des
CIC natives sans modifications de celles-ci et de leur comportement in vivo. Cependant, ils
restent a étre reproduits sur un nombre plus important de souris et I’ analyse des marqueurs des
CIC reste a effectuer.

Dans un second temps, la mise au point d'un modéle orthotopique par injection de
suspensions cellulaires dans la paroi du caecum a été réalisée. Afin d' optimiser le systéme
d’injection, les cellules ont été reprises dans un petit volume de Matrigel, permettant alors la
polymérisation de la suspension cellulaire, une fois I'injection dans la paroi du caecum
réalisée. Contrairement a I'emploi du Matrigel dans le cadre des greffes sur la CAM ou le
Matrigel sert de support de culture cdlulaire sur une longue période pour permettre
I'obtention de colonies cdlulaires, I'gout de Matrigel pour la remise en suspension des
cellules isolées, plutdt que lareprise en PBS, pour les greffes en intra-caecale, permet de leur
apporter une base solide, une matrice extra-cellulaire dans le but d’ éviter la dissémination des

cellules en dehors du caecum. Cette technique nous a permis d obtenir la formation de
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tumeurs dans la paroi méme du caecum, entre la séreuse et la musculeuse. Ces tumeurs,
qu'elles soient localisées au niveau du péritoine, lorsqu’il y a un envahissement péritonéal
loco-régional ou au niveau du caecum, possedent des caractéristiques identiques a celles
observées chez le patient : une hétérogénéité tumorale importante avec la présence d une
matrice extra-cellulaire tres dével oppée et riche en fibres de collagene. De plus, dans le cas de
lalignée HCT116, il apu étre observé la formation de nodules de carcinose a la périphérie de
différents organes. Ce modéle désormais mis en place, il est maintenant nécessaire d’ effectuer
des injections en position intra-caecale de I’ ensemble des fractions issues de SAFFF pour les
différentes lignées d'intérét. Une troisieme lignée de CCR sera également analysée, la lignée
Colo205 correspondant a un stade métastatique de CCR. Cette technique sera également
optimisée afin d’ obtenir une tumeur entre la muqueuse et la sous-muqueuse, position d’intérét

pour se rapprocher du micro-environnement tumoral observé chez |e patient.

Pour conclure sur ces deux modeles in vivo, les greffes en position sous-cutanées
présentent de nombreux avantages: facilité de mise en cauvre, pas de nécessité d’ anesthésie
lourde, suivi aise de la croissance tumorale... Cependant, au contraire des greffes intra-
caecales, plus difficiles & mettre en cauvre, le modéle hétérotopique ne permet pas de prendre
en compte I’environnement tumora. Néanmoins, dans le cadre de greffes chez des souris
SCID, le micro-environnement tumoral reste incomplet, puisque le systéme immunitaire de
ces souris est immature et est donc éoigné de I’ environnement du CCR chez |e patient ou ne
nombreuses infiltrations immunitaires peuvent étre observées. En effet, il est désormais connu
gue certains lymphocytes sont capables de cibler directement les CIC et d’engager une
réponse cytotoxique contre celles-ci [206]. Enfin, le principal inconvénient du modele de
greffe orthotopique reste la difficulté du suivi d'ou la nécessité de mettre en place des
techniques de visualisation et d'imagerie pour faciliter le suivi du dével oppement tumoral, par
PET-SCAN ou échographie du petit animal.

Ces modéles permettent I’ obtention d’un réel support d'étude. Une fois ces modéles
validés et des tumeurs intra-caecales obtenues a partir de fractions de SAFFF, différentes
thérapies pourront alors étre testées sur ce modéele d’ éude, aussi bien de maniere systémique
chez la souris que des traitements localisés au niveau de la tumeur [207]. D’ autres types de
modeles pourront également étre testés telle que I'injection de cellules en intra-splénique

permettant d’ obtenir un support d’ étude pour les CCR métastasés [208].
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En conclusion, nous avons pu mettre en place différents outils de tri et de
caractérisation des CIC. En effet, ces nouvelles méthodes innovantes ont permis|’ obtention, a
partir de I’outil de base correspondant a des lignées de CCR, de tumeurs qui deviennent
maintenant le support de base de nouvelles éudesdes CIC: leur réponse aux chimio-
thérapies, leurs interaction avec le micro-environnement tumoral et enfin, la mise en place de

nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement les CIC.
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CONCLUSIONS/PERSPECTIVES
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La compréhension du comportement des CIC dans le cadre de nombreux cancers dont
le CCR est désormais un rédl enjeu pour |’ adaptation des thérapies actuelles. Dans ce cadre,
nous avons pu mettre en place de nouvelles méthodes d’isolement et de caractérisation de ces
CIC.

Dans un premier temps, la SAFFF, technique innovante de tri cellulaire a permis
I’ obtention des populations enrichies en CIC a partir de lignées humaines de CCR qui ont
ensuite pu étre caractérisées in vitro mettant en évidence deux pools potentiels de CIC : un
ayant les caractéristiques de cellules quiescentes et I'autre, proliférant, possédant néanmoins
les marqueurs de cellules indifférenciées [171]. Ces deux popul ations distinctes restent encore
a éudier de maniere fonctionnelle in vivo pour comprendre le comportement de celles-ci au
sein méme d une tumeur. Cette technique de tri in vitro pourra étre par la suite couplée a
d’autres techniques d’enrichissement en CIC telles que des milieux définis ou encore la
culture en hypoxie favorisant I’ émergence de clones ayant les caractéristiques des CIC.

Afin de valider la caractérisation des CIC issues de lignées cellulaires et triées par
SdFFF, le premier modele d’ éude de I'initiation tumoral a éé un modéle ex ovo basé sur le
couplage de trois techniques : la SAFFF, la culture en Matrigel et la greffe sur la CAM. Cette
méthode innovante a validé la capacité de ces CIC, qu'elles soient quiescentes ou
proliférantes, a initier une tumeur sur la CAM. Une foisiniti€, le développement tumoral est
défini par le pool de cellules dont il est formé : des masses tumorales ayant un faible taux de
prolifération pour les CIC issues des WiDr ou au contraire un taux de prolifération important
pour cellesissues des HCT116. Il reste désormais important d’ analyser les marqueurs des CIC
au sein méme de la tumeur afin de les mettre en relation avec I’ environnement de celle-ci. En
effet, la corrélation entre ces marqueurs et les zones hypoxiques de la tumeur sera un point
important a déterminer. De la méme maniére, il sera capital d étudier la capacité invasive des
cellules greffées sur la CAM [209] ainsi que la présence ou non de réseaux vasculaires a
I"intérieur des masses tumorales et de comprendre, si la vascularisation a bien lieu, les
évenements aboutissant a I’ angiogenése tumoral e soit par détournement de la vascularisation
de I’ héte soit par néo-angiogenése se déroulant au sein méme de la tumeur. Pour analyser ces
phénomenes, il est possible de discriminer les vaisseaux d origine humaine en utilisant des
anticorps dirigés specifiquement contre les cellules endothéliales humaines ou provenant de
I’embryon de poulet par des marqueurs specifiques de poulet (SNA-lecting). La mesure de

I hypoxie pourra également étre réalisée par I’ utilisation de sondes a hypoxie. De plus, les
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masses tumorales semblant étre hétérogenes, il sera tres intéressant de les dissocier et de les
trier a nouveau par SAFFF pour les greffer a nouveau afin de comprendre le comportement
des différentes populations composant la tumeur.

Afin de rapprocher notre modéle d’ éude de I’ environnement physiopathologique du
CCR, I'étude de ces CIC issues du tri par SAFFF a éé menée in vivo chez la souris
immunodéprimée. L’ensemble des résultats obtenus ont confirmé la capacité des CIC
obtenues par SAFFF a initier et a participer au développement tumoral de fagon plus
importante que les autres populations cellulaires. En paralléle, un modele de greffe
orthotopique a été mis en place, modéle se rapprochant du micro-environnement tumoral.
Cette étude se poursuivra par I'analyse sur un nombre plus important de souris afin de
reproduire les résultats obtenus, aussi bien au niveau des greffes hétérotopiques
gu’ orthotopiques, et ce, sur cellules triées et non triées par SAFFF. De la méme maniére pour
les tumeurs issues de la CAM, il seraimportant d’ éudier lalocalisation de cellules exprimant

les marqueurs des CIC et de les mettre en relation avec I’ environnement hypoxique.

Aprés avoir mis en place ces différents modéles d’ études et optimiser des méthodes
biologiques, il a été nécessaire de d’ optimiser I’ outil technique afin de mieux |’ adapter au tri
de populations rares. C'est ainsi que nous avons également pu mettre un place un nouveau
prototype de tri cellulaire par SAFFF : le « Splitt » de concentration. Il a permis le tri effectif
de CIC dans un volume réduit et donc de saffranchir des étapes de centrifugation
normalement nécessaires a la concentration des cellules. La priorité dans I’amélioration de ce
canal reste I'utilisation de nouveaux matériaux bio-compatibles permettant une faible
interaction avec les cellules et facilitant la mise en place de la lame séparatrice. Ce nouveau
prototype trouvera de nombreuses applications, notamment dans le cadre de couplage a
d’ autres techniques ou la concentration des échantillons est une nécessité.

Ce travail de these sera poursuivi par |’ étude des relations entre la tumeur, les CIC, et
I'interaction avec le micro-environnement tumoral in vivo. En effet, le développement de la
tumeur reste un processus complexe qui ne tient pas seulement compte de I’ hétérogénéité
tumorale mais aussi de la niche. Ce micro-environnement est caractérisé par un milieu extra-
cellulaire complexe, riche en nombreux facteurs de croissance mais également par
I"infiltration de diverses cellules dont des cellules du systeme immunitaire. De plus, les CAF

(Carcinoma Associated Fibroblasts) joueraient un role considérable dans la croissance et
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I'invasion tumorale [210]. Le dialogue entre ces différents types cellulaires, cellules
cancéreuses, CAF et cellules immunitaires devient un domaine d éude primordia dans le
cadre du CCR. Afin de comprendre I’interaction avec cette niche, il sera important de mettre
en place un modéle de CCR induit, chez des souris possédant un systeme immunitaire effectif.

De plus, au sein méme d’une tumeur, |’ hétérogénéité est caractérisée par la diversité
des cellules composant |a tumeur, par la matrice extra-cellulaire donnant sa structure a la
tumeur mais également par tout un environnement qui peut varier selon la zone tumorale
observée. En effet, la périphérie tumorale peut étre définie comme une zone vascularisée,
ayant a disponibilité tous les nutriments nécessaires a sa survie et sa progression. Au
contraire, au centre de la tumeur, des zones hypoxiques peuvent étre observées, nécessitant
une adaptation cellulaire importante [211]. C est pourquoi les CIC, qui peuvent posséder les
caractéristiques des cellules souches en ce qui concerne la quiescence, peuvent étre retrouvées
au centre de la tumeur de par leur capacité a entrer dans un éat « dormant », donc avec un
métabolisme réduit [120]. Il reste aors particulierement intéressant d analyser cette
corrélation entre CIC et hypoxie dans |es tumeurs que nous avons obtenues en particulier chez
la souris. Pour ce faire, des co-marquages avec les marqueurs spécifiques de I hypoxie et ceux
des CIC seront effectués. Comme il a éé démontré dans la littérature [172,173], les CIC
peuvent osciller entre deux états, un état dormant et un autre activé. Ces variations de

comportement seraient largement dépendantes de I’ interaction avec I’ environnement tumoral .

En paralléle, il est désormais bien connu que I’ hypoxie, via |’ activation du facteur
HIF-1a, induit I’activation de nombreuses voies de signalisation pouvant aboutir soit ala mort
soit a la survie cdlulaire [120]. Une des voies activées par |'hypoxie correspond au
phénomene d’ autophagie. L’ autophagie est un mécanisme de recyclage cellulaire possédant
un réle dua dans I’homeéostasie cellulaire puisque, selon les conditions, elle peut induire la
mort ou la survie. Son implication dans les cancers reste jusgu’a maintenant largement
controversé. Cependant, dans le cadre d'une tumeur solide, la privation en nutriments
(reproduit en culture par des milieux sans SVF) ou la culture en conditions hypoxiques vont
induire I'activation de I’autophagie et conduira a la suivie des cellules [212]. La boucle
hypoxie — autophagie — CIC est désormais un élément particulierement important a analyser.
En effet, I'interaction de ces phénomenes n’'a pas éé décrite dans le CCR. Cependant,
quelques rares études ont éé menées dans le cancer du sein. En effet, les cellules CD44" /
ALDH" dans ce cancer semblent étre capables d activer la voie de I’ autophagie pour leur

suivie [213]. De plus, il a été démontré que les voies de signalisation menant a I’ autophagie,
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dont I’expression de la protéine Beclin 1, une protéine phare de I'autophagie, seraient
également impliquées dans le maintien de I'état «souche» de ces cedlules cancéreuses
[214,215]. Toujours dans le cadre du cancer du sein, une corréation entre I’ expression de
Beclin 1 et la tumorigénicité des cellules a été démontrée [215]. Chez des patients atteints
d’un cancer du pancréas, les marqueurs de |’ autophagie et de I’ hypoxie ont pu étre corrélés a
I’expression des CIC [123]. Enfin, il semblerait exister un lien entre |'autophagie et la
résistance aux traitements: le traitement au 5FU activerait |’autophagie, qui elle-méme

permettrait de protéger contre latoxicité de ce traitement [216].

De plus, au sein de notre laboratoire, il a é&é mis en évidence que les cellules de CCR
expriment des facteurs de croissance particuliers, les neurotrophines ainsi que leurs récepteurs
[217]. Les neurotrophines, en particulier le BDNF, sont exprimées au sein de nos lignées et
sont fonctionnelles, capables de se fixer a leurs récepteurs, et dactiver des voies de
signalisations impliquées dans I'homéostasie cellulaire. En effet, la fixation du BDNF a son
récepteur de haute affinité, le Trk B, induit la survie cellulaire. Cet effet est accentué lorsgque
les cellules sont placées en condition de stress telle que la privation sérique. L'expression des
neurotrophines et de leurs récepteurs sera donc une voie d'étude particulierement intéressante
dans le cadre des CIC, celles-ci subissant de nombreux stress (hypoxie, traitements...),
permettant I'exploration des mécanismes expliquant la survie de ces cellules dans les

conditions les plus drastiques.

L’ensemble de ces éudes menées au cours de ces dernieres années montrent la
nécessité de comprendre les voies qui sont activées au sein de ces CIC dans le cadre du CCR
pour permettre leur suivie dans des conditions « extrémes » dues au micro-environnement

tumoral mais aussi aux thérapies.

Le but de cette étude a terme reste de comprendre les phénoménes de résistances des
CIC aux traitements, afin de pourvoir élaborer des thérapies les ciblant directement, éliminant

alorsles risques de métastases et de récidive des tumeurs.

191



ANNEXE : Neurotrophineset CCR
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Titre : Stratégies d’isolement et de caractérisation des cellules initiatrices de cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) est le cancer le plus fréquent en Europe et la deuxiéme cause de déces par
cancer dans le monde. Il est caractérisé par sa résistance aux traitements et sa capacité a récidiver
suggérant la présence de cellules initiant le cancer (CIC) au sein de la tumeur. Ces cellules sont
considérées comme cible majeure pour éradiquer la tumeur mais restent encore mal connues. La
principale difficulté reste leur isolement et leur caractérisation afin de développer des thérapies
ciblées. Dans ce sens, nous avons développé de nouveaux outils d’isolement et de caractérisation des
CIC au sein de lignées humaines de CCR. Le tri cellulaire repose sur la SAFFF qui a permis un
enrichissement en CIC a partir d’un panel de lignées. Leur capacité a initier des tumeurs a été testée
sur la membrane chorio-allantoidienne d’embryon de poulet (CAM) ainsi que chez la souris SCID. Le
couplage de différentes techniques d’isolement et de caractérisation nous a permis de mettre en
évidence différentes sous-populations correspondant a des états de différenciation variables. Nous
avons de méme amélioré ’outil d’isolement, la SAFFF, par I’implantation d’une lame séparatrice, le
« Splitt » qui a favorisé 1’élution de ces populations rares sans dilution excessive de celles-ci. Un
deuxiéme outil d’enrichissement en CIC a ét¢ le milieu défini d’OncoMid favorisant I’émergence de
sphéres flottantes ayant les caractéristiques des CIC. Dans ce cadre, la SAFFF a été utilisée pour suivre
les modifications biologiques induites, tout comme elle a permis dans une derniére partie de suivre des
événements induits par I’exposition de cellules a des nanotubes de carbone.

Mots clés : Cancer colorectal, Cellules Initiatrices de Cancer, SAFFF, outils d’enrichissements, outils
de caractérisation

Title: Colorectal Cancer Initiating Cells isolation and characterization strategies

Colorectal cancer (CRC) is the most common cancer in Europe and the second leading cause of cancer
death worldwide. CRC is characterized by treatment resistance and cancer recurrence suggesting
cancer initiating cells (CIC) existence within the tumor. These cells are considered as target for
eradicating the tumor but are little known. The main difficulty is CIC isolation and characterization to
develop targeted therapies and discover new markers. In this sense, we have developed new tools for
isolation and characterization of CIC in human CRC cell lines. The first is based on SAFFF cell sorting
which CIC enrichment from a panel of human cell lines of CRC. To further characterize collected
populations, capacity to initiate tumors was analyzed onto the chorioallantoic membrane of chick
embryo (CAM) and in SCID mice. Coupling different techniques to isolate and characterized CIC
permit to identify specific behavior between different subpopulations based on their differentiation
state. Parallel optimization of characterization tools, SAFFF was improved by implementing a "Splitt"
which promoted the elution of these rare populations without cells excessive dilution. A second tool
enrichment CIC has been defined medium OncoMid of encouraging the emergence of floating spheres
having CIC characteristics. In this context, SAFFF was used to monitor biological changes induced by
this medium, just as it has in the last part of track events induced by exposure of cells to carbon
nanotubes.

Keywords: Colorectal Cancer, Cancer initiating cells, SAFFF, enrichment and characterization tools
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