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reste dans cette fraction une quantité non négligeable de cellules adhérentes non apoptotiques mais 

présentant des modifications de leur cytoplasme caractéristiques des effets de la diosgénine. Ce type 

de cellules a déjà été décrit lors de l’apoptose des cellules 1547 et ont été isolées par SdFFF dans la 

fraction PF3 [32]. Ce résultat peut s’expliquer par un effet dose-dépendant, la quantité de cellules 

de type-S étant plus importantes, la diosgénine a besoin de plus de temps pour entraîner l’apoptose 

de toutes les cellules. De plus, dans cette fraction, les cellules sont à des stades de différenciation 

très différents. 

Nous avons vu précédemment [222] que la population totale était composée de cellules 

neuroblastiques immatures (type-N) organisées en amas, qu’à la périphérie de ces amas certaines 

cellules vont amorcer leur différenciaition (type-I) et vont donner des cellules totalement 

différenciées (type-S ). Nous pouvons émettre l’hypothèse que, sous l’effet de la rosiglitazone, les 

cellules de type-I vont devenir des cellules différenciées de type-S et les cellules de type-N des 

cellules de type-I.  

D’autre part, des études ont montré que sur des lignées érythroleucémiques (HEL, K562), 

la diosgénine ne pouvait exercer ses effets apoptotiques que lorsque les cellules sont bloquées dans 

une phase précise du cycle et qu’elle agit sur les cellules en les bloquant en phase G0/G1 [144]. 

Ainsi, dans notre modèle, la diosgénine a un effet apoptotique sur les cellules différenciées mais il 

se peut que le temps d’incubation (24 h) ne soit pas suffisant pour induire une apoptose des cellules 

en cours de différenciation. Nous pouvons supposer que le cycle de ces cellules est d’abord stoppé, 

(cellules modifiées, flèches en pointillé, Fig. RV-9), avant de pouvoir partir en apoptose. Nous 

pouvons supposer que le cycle cellulaire doit d’abord être bloqué en G0/G1 pour que la diosgénine 

induise, dans un second temps l’apoptose de ces populations  cellulaires. 

Enfin, concernant la fraction PF1, les résultats obtenus sont très intéressants puisqu’ils 

confirment l’hypothèse que ces cellules, quiescentes, exprimant faiblement les marqueurs 

biologiques neuroblastiques, pourraient être des cellules souches cancéreuses. Bien que ces cellules 

répondent aux effets de la bithérapie, rosiglitazone + diosgénine, ce qui se traduit par une 

diminution notable de la taille des amas neuroblastoïdes ; une quantité non négligeable de cellules 

organisées en amas, restent intactes (Fig. RV-9, IV). 
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C. Discussion / Conclusion. 

L’utilisation de la SdFFF dans le domaine de la neuro-oncologie est maintenant clairement 

établie [52, 222]. Nos résultats ont montré que la SdFFF est une technique de tri efficace pour 

l’étude de l’écologie de populations complexes telles que des lignées cancéreuses neuroblastiques. 

La compréhension des mécanismes de différenciation et de la relation phénotypique existant au sein 

de la lignée complexe IMR-32 nous a conduits à envisager de nouvelles approches thérapeutiques.  

Dans cette étude, la SdFFF est apparue comme un outil indispensable puisque les deux 

phénotypes, présents au sein de cette lignée (Fig. RIV-1), apparaissaient comme une population 

unique et ne pouvaient donc pas être triés par cytométrie en flux. La lignée humaine de 

neuroblastome IMR-32 a été analysée par SdFFF, une fois les conditions d’élution mettant en 

œuvre le mode « Hyperlayer », caractérisées et déterminées. Ce mode d’élution a permis de 

collecter des fractions cellulaires stériles, viables tout en respectant l’état de différenciation 

cellulaire. Cependant, et de façon surprenante, ce mode d’élution n’a pas permis de séparer les 

cellules de type-S- et -N comme cela avait été décrit pour la lignée SHSY-5Y [52].  

En revanche, le tri par SdFFF a isolé deux phénotypes différents de cellules de type-N. Ces 

2 phénotypes ont des caractéristiques morphologiques et biologiques très différentes. Le premier, 

isolé en PF1, est composé de cellules de type-N quiescentes exprimant faiblement les marqueurs 

spécifiques des cellules neuroblastiques (nestine et fas) et pourraient correspondre à des cellules 

souches cancéreuses. Le deuxième phénotype, isolé en PF3, contient des cellules prolifératives 

exprimant fortement les marqueurs d’immaturité neurales (nestine+, Fas+), mais également 

capables de se différencier en cellules de type-S. Ces cellules ont servi de modèle d’étude pour la 

compréhension des mécanismes de différenciation spontanée ainsi que leur cinétique. Après 24 h de 

remise en culture, des cellules rondes se détachent de la périphérie des amas neuroblastoïdes. Ces 

cellules expriment la PSA-N-CAM, marqueur de migration et de différenciation neuronales, et 

donnent après 48 h de remise en culture des cellules différenciées, adhérentes, de type-S. Ces 

cellules ayant des propriétés migratoires pourraient être impliquées dans la formation des 

métastases et avoir un rôle prépondérant dans la malignité de ces tumeurs. Elles pourraient 

correspondre à un phénotype intermédiaire à N et S, appelé type-I [222, 444]. 

Grâce à l’isolement par la SdFFF de ces 2 phénotypes différents de cellules de type-N, 

nous avons compris la cinétique de différenciation des cellules IMR-32 ainsi que la relation qui 

existe entre les cellules de type-S et -N. Les cellules neuroblastoïdes sont bien des cellules 

indifférenciées qui expriment des marqueurs d’immaturité neuronale et qui prolifèrent, ce qui leur 
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confèrent des propriétés tumorigènes. Certaines de ces cellules se différencient en passant par un 

phénotype intermédiaire, de type-I et donnent des cellules neuronales matures de type-S. En regard 

de ces résultats, l’apoptose de cellules, préalablement différenciées par un inducteur de 

différenciation, apparait comme une stratégie thérapeutique pertinente. Nous savons que ces 

tumeurs mettent en place de nombreux processus pour échapper aux agents thérapeutiques [173, 

176], l’oncogène MDR par exemple et par la formation de métastases (§ 2.4., p. 5O). Il est donc 

nécessaire sur ces lignées cancéreuses de déterminer les drogues susceptibles de les différencier et 

de les faire entrer en apoptose. Nous avons alors réalisé 2 séries de tests.  

Nos premières investigations ont porté sur l’étude de l’apoptose. Les résultats obtenus avec 

le Fas L et le 7C11 ont montré que le déficit en caspase-8, décrit pour la lignée, pourrait concerner 

tous les phénotypes cellulaires. Aucun effet apoptotique n’a pu être induit par ces agonistes du 

récepteur Fas, quelque soit la fraction, la concentration et le temps d’incubation. Les effets de la 

diosgénine, apoptotique sur d’autres lignées cellulaires (1547, HEL…), ont ensuite été étudiés. Il 

s’est avéré que la diosgénine ait un effet apoptotique sur les cellules IMR-32, notamment sur les 

cellules de  type-S. Grâce au tri par SdFFF, nous avons vu en effet que les fractions 2 et 3 

semblaient plus touchées que PF1 et, qu’après 24 h de traitement, la quasi-totalité des cellules 

adhérentes étaient apoptotiques. 

Nos études se sont ensuite orientées vers la recherche de drogues induisant la 

différenciation. Nous avons alors testé les effets de l’acide rétinoïque, de la diosgénine et de la 

rosiglitazone. Seule la rosiglitazone à 20 µM avait un effet différenciant significatif notamment en 

PF3 et en PF2, la fraction PF1 là encore se comportant différemment.  

Nous avons alors mis en place et tester la bithérapie, en incubant préalablement les cellules 

avec la rosiglitazone à 20 µM pour les différencier, puis avec la diosgénine 40 µM pour induire 

l’apoptose de ces cellules différenciées (Fig. RV-8, 9). Cette association a eu un effet variable en 

fonction des fractions. PF3 et PF2 contiennent des cellules de type-N qui répondent très bien aux 

effets différenciants de la rosiglitazone et à l’effet apoptotique de la diosgénine. Cependant, PF2 

semble avoir besoin d’une incubation plus longue avec la diosgénine pour que toutes les cellules 

entrent en apoptose. Nous savons qu’en PF3, PSA-N-CAM est fortement exprimé à la périphérie 

des amas. Cela peut se traduire par le fait que ces cellules soient dans une dynamique de 

différenciation plus rapide que les cellules en PF2 et que la rosiglitazone conduise la majorité des 

cellules dans une phase du cycle les rendant sensibles aux effets apoptotiques de la diogénine. En 

PF2, les cellules semblent plus hétérogènes dans leur état de différenciation ce qui implique que les 

cellules ne soient pas synchronisées par la rosiglitazone et qu’il faudrait un temps d’incubation avec 
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la diosgénine plus long, permettant à toutes les cellules de devenir sensibles aux effets de cet 

inducteur apoptotique. 

La fraction PF1 est vraiment apparue comme un phénotype très particulier. Nos résulats 

ont renforcé notre hypothèse qui consistait à qualifier cette population de cellules souches 

cancéreuses. En effet, ces cellules neuroblastoïdes, isolées grâce à la SdFFF, prolifèrent peu et 

s’organisent en amas denses et volumineux qui perdurent en ne donnant que quelques cellules de 

type-S après plusieurs jours de remise en culture. Au niveau des amas, les cellules n’expriment que 

faiblement les marqueurs d’indifférenciation neurale, Fas et nestine. De plus, nos recents résultats, 

bien que préliminaires, indiquent que ces cellules réagissent différemment des autres fractions aux 

effets différenciant et apoptique de la rosiglitazone et de la diosgénine. En fait, nous pouvons 

supposer que le recrutement de ces cellules par la rosiglitazone demande plus de temps pour que la 

différenciation soit efficace, ce qui permettrait d’accroître les effets apoptotiques de la diosgénine. 

La notion de cinétique semble être la clef de l’efficacité de cette bithérapie. Au regard de ces 

résultats, la bithérapie envisagée, bien que pouvant être optimisée, semble prometteuse. Cependant, 

le point crucial qui reste à éclaircir, concerne le phénotype-N isolé en PF1 qu’il conviendrait, en 

premier de caractériser, en utilisant des marqueurs spécifiques de cellules souches neurales tels que 

le CD133 [198]. Enfin, il faudrait adapter notre protocole de bithérapie ou tester d’autres molécules 

actives sur ces cellules.  

Bien que préliminaires, nos résultats mettent en exergue l’énorme potentiel de la SdFFF 

pour l’étude de la compréhension des phénomènes complexes impliqués dans les pathologies neuro-

oncologiques. Ceux-ci devront être complétés par des tests specifiques de caractérisation de 

l’apoptose (ELISA, TUNEL, Annexine V/IP…) et de la différenciation. De plus, la théorie de 

cellules souches cancéreuses doit être largement étayée puisqu’elle pourrait être l’une des causes de 

résistance et d’échappement thérapeutiques de ce type de tumeurs. En effet, sans le tri de cette sous-

population, nous n’aurions pas pu voir qu’une partie de la population IMR-32, n’est pas touchée par 

la bithérapie. 

Résultats 



 

 212 

 

DISCUSSION GENERALE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 



 

 213 

 

Au cours de ces dix dernières années, les travaux menés au sein du Laboratoire de Chimie 

Analytique dirigé par Monsieur Le Professeur Cardot ont convergé vers l’adaptation instrumentale 

de la SdFFF au monde des biotechnologies et à ses applications dans de nombreux domaines 

incluant l’hématologie, la cancérologie, la biologie moléculaire et les neurosciences. Ces travaux de 

thèse ont donc contribué à cette évolution en orientant les applications de la SdFFF vers un domaine 

scientifique majeur et incontournable, la cancérologie. Plus récemment, lors de notre intégration 

dans l’Equipe d’Accueil 3842, homéostasie cellulaire et pathologies, dirigée par Madame Le 

Professeur Jauberteau-Marchan, nos études se sont tournées vers un axe de recherche complexe, 

celui de la neuro-oncologie [52, 222].  

Le cancer reste l’un des fléaux majeurs de notre époque, malgré les innombrables travaux 

de recherche qui ont permis une meilleure connaissance des processus de cancérisation et la mise au 

point de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ainsi, la SdFFF s’est intégrée dans le domaine de 

l’oncologie par l’étude de lignées cellulaires cancéreuses et des processus biologiques tels que la 

différenciation, l’apoptose, ou la compréhension de la dynamique cellulaire, ce qui rejoint la 

problématique des cellules souches préalablement explorée par la SdFFF [216]. A titre d’exemple, 

les neuroblastomes, provenant d’un défaut de différenciation de cellules embryonnaires, semblent 

être concernés par une population de cellules souches cancéreuses souvent responsable de la 

résistance et de l’échappement thérapeutiques de ces cancers.  

 

Développement instrumental et méthodologique. 

L’adaptation de la SdFFF au monde de la biologie s’est faite depuis des années par une 

adaptation instrumentale et technologique. A l’image de l’ensemble des méthodes de tri cellulaire, 

la SdFFF doit respecter l’intégrité fonctionnelle de la cellule tout en permettant la collection de 

fractions purifiées et stériles. La réalisation de ces exigences a nécessité : 

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

- l’utilisation de matériaux adaptés, 

 - la mise en œuvre d’un mode d’élution biocompatible, le mode Inertiel ou « Hyperlayer » 

et, 

- la validation d’une procédure de nettoyage et de décontamination du dispositif. 

 

 

 

Procédure d’injection. Les cellules sont injectées directement dans le flux de phase 

mobile au niveau de la paroi d’accumulation. Ce mode limite les contacts avec la paroi, comme cela 
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est le cas avec le mode « en arrêt de flux ». Cependant, cette technique a des conséquences sur le 

rendement global, par élution d’une partie de la population dans le volume mort. 

 

Paroi du canal. L’utilisation de matériaux biocompatibles tels que les tubulures peek® est 

essentielle au tri cellulaire. De même, le polystyrène, matériau très hydrophobe utilisé pour les 

parois d’accumulation et de déplétion, a réduit considérablement le risque d’adhésion des cellules 

aux parois. Cette amélioration des matériaux utilisés a permis également de simplifier la nature de 

la phase mobile, composée uniquement de PBS stérile. Ce tampon compatible avec la viabilité des 

cellules, peut être supplémenté d’une petite quantité d’antifongiques et d’antibiotiques. Cela est 

parfois nécessaire, lorsque les risques de contamination sont importants, lors de l’élution de cellules 

issues de tissus, par exemple.   

 

Mode d’élution. Le mode d’élution des cellules est le mode Inertiel ou « Hyperlayer ». Il 

dépend de la balance entre les forces hydrodynamiques d’élévation et le champ multigravitationnel 

appliqué. Il conduit les particules à se focaliser dans l’épaisseur du canal selon leur taille et leur 

densité dans des lignes de flux et donc de vitesses différentes. En effet, dans une stratégie de 

séparation cellulaire ou de particules microniques, du fait de l'importante sélectivité de ce mode en 

fonction de la taille et de la densité, ainsi que du faible risque d'interaction particules / paroi qu'il 

offre, le mode Inertiel est un modèle de choix, dont on doit assurer la mise en œuvre. Ces 

interactions peuvent être préjudiciables à la viabilité des cellules éluées et peuvent également 

biaiser les résultats lorsque la SdFFF est utilisée pour l’étude de processus biologiques tels que 

l’apoptose ou la différenciation. De plus, le contact avec la paroi d’accumulation est responsable de 

l’empoisonnement du canal. Ce dernier est fortement limité grâce à la validation d’une procédure de 

nettoyage et de décontamination qui, à ce jour, a prouvé toute son efficacité. 

 

Procédure de nettoyage et de décontamination. Même si l’efficacité de la mise en 

œuvre du mode Inertiel dans la limitation des interactions cellules / paroi d’accumulation est 

démontrée, une faible partie des cellules éluées va adhérer de façon réversible, ou non, à la paroi 

d’accumulation et entraîner l’empoisonnement du canal. Pour éviter l’accumulation de matériel 

biologique, nous procédons à un nettoyage systématique basé sur un cycle choc hypo-osmotique-

déprotéinisant [304]. L’ensemble du dispositif est soumis à un débit de 2 mL / min avec des cycles 

de 30 min aux solutions suivantes : eau distillée stérile / clenz® (déprotéinisant) / eau distillée 
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stérile / hypochlorite de sodium 3° chlorométrique (décontaminant) / eau distillée stérile. Le 

dispositif est alors prêt pour de nouvelles séparations. 

 

Applications au tri de bio-particules : amidons et cellules. 

Les travaux de cette thèse se sont inscrits dans la continuité du développement et de la 

mise au point de la biocompatibilité de nos prototypes. Ces études ont porté sur les applications de 

la SdFFF pour le tri, l’identification et la purification d’espèces biologiques diverses : biopolymères 

et lignées cellulaires cancéreuses. Ces applications peuvent se décliner en 4 points : 

1) L’utilisation de la SdFFF dans le monitoring de processus biologiques. La 

comparaison des fractogrammes obtenus avec des populations témoins et traitées permet la 

détection et la caractérisation de réactions biologiques.  

2) L’isolement de sous-populations d’intérêt telles que des cellules pré-apoptotiques ou 

différenciées. Ces sous-populations pouvant ensuite servir de modèles d’étude cellulaires. 

3) Etude de la cinétique de processus biologiques. Dans ce cas, le tri par SdFFF est 

associé à un procédé de lavage ou washout. Cela signifie que le phénomène biologique est initié 

par un agent inducteur mais que ce dernier n’est plus en contact avec les particules après tri par 

SdFFF. 

4) une application plus récente de la SdFFF s’inscrit dans l’étude de l’écologie de 

populations très complexes. 

 

Etude de la dégradation enzymatique des amidons. 

La première approche de ces travaux de thèse a été une participation aux études menées sur 

la dégradation enzymatique des amidons, mono- et bi-modaux [327, 341]. Ce travail m’a permis de 

me familiariser avec l’outil, les modes d’élution (balance taille / densité) et la collection des 

fractions. 

Le but était d'utiliser, dans un premier temps, les capacités de la SdFFF pour le monitoring 

de la dégradation enzymatique d'amidons de riz et de blé natifs par une α-amylase à basse 

température. Ainsi après cette étape de calibration, la SdFFF apparaît comme un outil permettant, 

par le simple enregistrement des fractogrammes, le suivi de cette réaction.  

En même temps que le monitoring, la possibilité offerte par la SdFFF de collecter des 

fractions amène, par le suivi de la variation de la distribution de taille des granules élués dans 

chaque fraction (analyse par cytométrie en flux ou par Coulter Counter®), à mieux comprendre 

l'impact de l'activité enzymatique sur la balance taille / densité [341, 354]. La corrélation entre 
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variation du diamètre moyen et Robs permet alors de déterminer si l'hydrolyse se produit à densité 

constante ou non [2-4, 14, 17-25]. Il faut rappeler que selon le mode « Hyperlayer », à densité 

égale, les particules les plus grandes génèrent le plus de forces hydrodynamiques et sont situées plus 

haut dans le canal. Elles sont éluées avant les particules de plus faible diamètre. A taille égale, les 

particules les plus denses sont plus sensibles au champ de gravité et sont éluées en dernier. Dans 

une population de forte polydispersité en taille et densité, comme le sont les amidons, les particules 

les plus grandes et les moins denses seront éluées en premier, alors que les plus petites et les plus 

denses le seront en dernier. Ainsi, la collection de fractions et l’isolement de populations ont permis 

l'étude cinétique de la lyse enzymatique des deux principales populations d'amidon. La SdFFF est 

donc apparue comme une méthode efficiente pour le suivi de la dégradation enzymatique des 

amidons mono- et bimodaux. Ceci a ouvert un nombre important de perspectives telles que 

l'utilisation de la technique pour le « screening » d'enzymes, d'amidons et de conditions d'hydrolyse 

diverses. L'association de la SdFFF avec des techniques spécifiques d'analyse structurale des 

grains : diffraction des rayons X, balayage différentiel calorimétrique, microscopie électronique à 

balayage ou à transmission, analyse de densité permettrait de mieux comprendre les mécanismes 

enzymatiques ou la structure des grains d'amidon.  

 

Cette étude nous a permis d’appréhender les 3 premiers points d’implication de la SdFFF : 

1) le monitoring d’un évènement biologique et 2) l’étude cinétique de cet évènement grâce à 3) 

l’isolement de sous-populations d’intérêt.  

Ces résultats ont mis en exergue l’importance de la balance taille / densité qui a un rôle 

majeur dans les populations très polydisperses que sont les lignées cellulaires. Les résultats obtenus 

avec les amidons nous ont permis d’étendre ce concept de monitoring à des populations et des 

processus biologiques beaucoup plus complexes. A partir de là, nous ne nous sommes intéressés 

qu’au domaine de l’oncologie. Des lignées cellulaires cancéreuses ont été analysées par SdFFF, et 

les conséquences de l’induction de processus biologiques tels que l’induction de la différenciation 

ou de la mort cellulaire par apoptose.  
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Etude de l’apoptose des cellules d’ostéosarcome induite par la diosgénine. 

La première application en oncologie s’est faite sur un modèle connu : l’apoptose des 

cellules d’ostéosarcome humain, 1547, induite par la diosgénine [32]. Il est maintenant clairement 

établi qu'il existe des altérations des processus d'apoptose dans de nombreuses pathologies et en 

particulier dans le cancer [37]. En effet, les cellules cancéreuses perdent souvent certains 

paramètres de différenciation pour pouvoir acquérir une capacité de croissance et de migration 

incontrôlée ce qui les rendent insensibles à l’apoptose. Enfin, l'altération des processus apoptotiques 

est à l'origine de la résistance des cellules tumorales aux radio- et chimio-thérapies et à leur 

élimination par le système immunitaire.  

L’apoptose se définit comme la mort cellulaire programmée. C’est un processus biologique 

complexe qui fait appel à plusieurs voies de signalisation. Les ostéosarcomes sont des tumeurs rares 

mais dont les conséquences sont souvent dramatiques. Les complications peuvent se traduire par 

l’apparition de métastases, la nécessité d’un recours à l’amputation et aboutir à la mort. Les chimio-

thérapies actuelles tendent à induire au niveau de la masse tumorale, la destruction de ces cellules 

cancéreuses par apoptose. L’équipe du Professeur Beneytout a mis en évidence le rôle apoptotique 

d’un stéroïde végétal, la diosgénine sur une lignée d’ostéosarcome humain, les cellules 1547 [130, 

131]. Bien que ce phénomène ait été largement étudié, les mécanismes d’action de la diosgénine 

restent encore à élucider.  

Comme pour les amidons, nous avons montré une corrélation directe entre l'induction de 

l'événement biologique et la variation des profils d'élution en terme de forme de pic ou de facteur de 

rétention (Robs). L'induction de l'apoptose s'accompagne de variations importantes et complexes de 

la taille et de la densité cellulaires [31, 130], se traduisant par des évolutions spécifiques des profils 

d'élution. Le monitoring de ce processus apoptotique a été réalisé en comparant deux dispositifs, 

mettant en oeuvre des canaux d’épaisseurs différentes : 125 et 175 µm. Le canal de 125 µm permet, 

une analyse rapide, requiert une faible quantité d'échantillon et limite la dilution des populations 

recueillies. Cependant, comme l'indique la comparaison des valeurs expérimentales du facteur de 

sélectivité Sdobs (tableau RIII-III), ce canal ne semble pas prendre en compte la variation de densité 

liée à l'induction d'apoptose, aussi bien que le canal de 175 µm. A l’inverse, ce dernier favorise un 

élargissement des pics d'élution, un accroissement des temps et des facteurs de rétention, impliquant 

l'utilisation d'une quantité importante d'échantillon. Ce canal semble, dès lors, moins adapté pour le 

monitoring.  

Dans notre modèle d’étude : apotose des cellules 1547 induite par la diosgénine, nous 

avons suivi le processus par SdFFF. Des études précédentes réalisées au sein du laboratoire sur le 

même modèle [130], ont montré une variation significative des profils d'élution dès 6 h d'incubation 
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[32]. Ces résultats nous avaient semblé très intéressants puisque la SdFFF permettait une détection 

précoce du processus peu ou pas détecté par la majorité des tests biologiques utilisés classiquement 

pour la caractérisation de l’apoptose.  

Nous avons confirmé que 6 h d’incubation suffisaient pour la détection de l’apoptose par 

SdFFF, bien que les observations microcoscopiques des cultures cellulaires ne montraient qu’une 

faible quantité de figures apoptotiques.  

Nous avons alors envisagé de trier les cellules pré-apoptotiques, c'est-à-dire, engagées dans 

une étape précoce de l’apoptose. Le tri est réalisé sur une population traitée, et les fractions 

recueillies sont remises en culture en absence de diosgénine. Ceci induit l'élimination de l'agent 

inducteur (processus de lavage ou « washout »), permettant l'observation du phénomène induit 

initialement, ainsi que son éventuelle cinétique, sans nouvelle interférence avec la diosgénine. 

L'analyse des populations triées s’est faite après 72 h de culture afin de laisser le processus 

apoptotique parvenir à son terme. L’isolement de ces sous-populations constitue le deuxième point 

d’impact de la SdFFF.  

L'isolement de telles cellules n'est alors intéressant que s'il conduit à l'amélioration de la 

sensibilité des tests spécifiques de diagnostic de l'état apoptotique, ou s’il produit une population 

modèle sur laquelle il devient possible de suivre de façon spécifique la cinétique et la signalisation 

apoptotiques. Ceci correspond aux cellules dites pré-apoptotiques, c'est-à-dire la population au stade 

précoce du processus.  

Comme nous l'avons décrit précédemment, une faible épaisseur de canal favorise les forces 

ascensionnelles et donc un tri basé sur la taille, alors qu'une augmentation d'épaisseur favorise une 

meilleure prise en charge des variations de densité en privilégiant les forces gravitationnelles 

(équations 5 et 6, p11).  

Seul le canal de 175 µm d’épaisseur a réussi la performance de trier une sous-population 

de cellules pré-apoptotiques, ainsi qu’une autre fraction qui pouvait apparaître comme intéressante, 

composée de cellules modifiées par la diosgénine (cytoplasme étalé) mais non apoptotiques. La 

première fraction permet d’augmenter la sensibilité des tests de caractérisation de l’apoptose et c’est 

ce que nous avons illustré par le test ELISA (Fig. RIII-7). De plus, cette fraction permettrait 

d’étudier la signalisation apoptotique dès un stade précoce du processus. La deuxième fraction 

pourrait expliquer les effets de la diosgénine sur le cycle cellulaire et permettrait de comprendre la 

cinétique d’action de celle-ci. Comme la diosgénine induit un arrêt du cycle en G0/G1 et qu’ensuite 

seules ces cellules sont sensibles aux effets de la diosgénine, il faudrait remettre cette fraction à 

incuber de nouveau avec la diosgénine, pour voir si ces cellules partent effectivement en apoptose. 
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Cette étude a donné de nombreuses perspectives d’utilisation de la SdFFF. Le suivi de 

phénomènes biologiques par SdFFF revêt alors plusieurs facettes. En effet, le monitoring a été ou 

pourrait  être utilisé : 

- pour suivre les effets d’une même drogue sur différentes lignées cellulaires. Les effets 

apoptotiques de la diosgénine ont déjà été étudiés sur la lignée érythroleucémique humaine HEL 

[213], et sur la lignée d’ostéosarcome humain 1547 [131]. 

- pour faire un « screening » de molécules sur une même lignée : des molécules 

chimiquement apparentées à la diosgénine (tigogénine, hécogénine…) pourraient être testées sur la 

lignée 1547, et leurs effets suivis par SdFFF. 

- pour tester les effets d’une molécule à différentes concentrations. La diosgénine à 10 µM 

a un effet différenciant sur les HEL ce qui se traduit par un décalage vers la gauche du pic cellulaire 

en comparaison de celui du fractogramme témoin [31]. A 40 µM cette même drogue est apoptotique 

sur les HEL et se traduit par un décalage vers la droite du pic (Fig.26) [213].  

 

Cette étude a servi de tremplin à l’implication de la SdFFF dans le domaine biologique 

complexe de la neuro-oncologie. Les pathologies cancéreuses touchant le système nerveux ont 

souvent de lourdes conséquences physiologiques et, de par leur complexité, restent encore 

méconnues. Les thérapeutiques actuellement déployées pour lutter contre ces cancers ont une 

efficacité limitée, notamment pour les glioblastomes et les neuroblastomes.  

 

Ecologie de la lignée IMR-32. 

Notre étude avait pour but d’isoler les phénotypes cellulaires présents au sein de lignées 

cancéreuses très hétérogènes et complexes telles que les lignées neuroblastiques. Ces tumeurs, et les 

lignées qui en dérivent, sont constituées de différents phénotypes cellulaires correspondant à divers 

stades de différenciation [416]. Au sein de ces lignées, 2 types cellulaires principaux sont décrits : 

des cellules adhérentes, différenciées dites « fibroblastoïdes » ou type-S (S pour stromal) et des 

cellules neuroblastoïdes, de type-N organisées en amas, ayant des caractéristiques de cellules 

immatures. Nous savons que les cellules neuroblastiques ont la capacité de se différencier 

spontanément in vitro et in vivo [416]. 

Nous avons utilisé la lignée IMR-32 qui, en culture, présente de nombreux amas 

neuroblastoïdes, de type-N, associés à quelques cellules de type-S. L’isolement de ces sous-

populations a permis de mieux comprendre les mécanismes et la cinétique de différenciation qui les 

relient, afin d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques en étudiant leur réponse spécifique à 

différentes drogues.  
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Dans cette étude, la SdFFF est apparue comme un outil indispensable puisque les deux 

phénotypes, présents au sein de cette lignée (Fig. RIV-1), apparaissaient, en cytométrie en flux, 

comme une population unique et ne pouvaient donc pas être triés par cette technique. Grâce à la 

mise en place du mode « Hyperlayer », le tri par SdFFF a isolé deux phénotypes différents de 

cellules de type-N ayant des caractéristiques morphologiques et biologiques très différentes.  

Le premier phénotype, isolé dans la fraction 3, nous a permis de comprendre les cinétiques 

de différenciation : les cellules de type-N organisées en amas neuroblastoïdes sont des cellules 

indifférenciées, prolifératives qui peuvent se différencier spontanément en cellules de type-S. Nous 

avons mis en évidence un phénotype intermédiaire, les cellules de type-I exprimant la PSA-N-CAM 

qui se détachent à la périphérie des amas neuroblastoïdes et se différencient en cellules de type-S. 

Ces cellules ont un potentiel migratoire et pourraient jouer un rôle dans la formation des métastases.  

Le deuxième phénotype, isolé dans la fraction 1, pourrait être composé, en majorité, de 

cellules souches cancéreuses. Ces cellules de type-N s’organisent sous forme d’amas 

neuroblastoïdes denses et volumineux qui grossissent sans donner de cellules de type-S ; ces 

cellules sont quiescentes et expriment peu de marqueurs biologiques. Nous savons que les tumeurs 

neuroblastiques résultent, en grande partie, d'une altération de migration, voire d'un déficit de 

différenciation des cellules sympathiques dérivant de la crête neurale. Ces défauts de différenciation 

peuvent également s’expliquer par la présence de cellules souches. Or, de nombreuses études 

s’entendent à montrer la présence de cellules souches, dans les cancers solides. Cette théorie a 

d’abord été vérifiée dans les leucémies, puis dans les cancers du sein et récemment dans les cancers 

neurologiques, glioblastomes et neuroblastomes [27, 28, 195-203].  

Ainsi, l’isolement de cette sous-population est remarquable, puisque ces cellules pourraient 

être impliquées dans les processus de résistance aux chimio et radio-thérapies [177] qui agissent sur 

les cellules mitotiques [179]. La recherche sur les cellules souches cancéreuses promet également 

de nouvelles découvertes sur le mode de propagation des cancers, la métastase. Le modèle alternatif 

proposé aujourd'hui est le suivant : de nombreuses cellules d'une tumeur primaire se répandent dans 

le corps, mais une seconde tumeur ne peut se former que lorsqu'une cellule souche rare atteint un 

nouvel emplacement [148, 196, 198, 202]. 

Nous avons alors testé la réponse spécifique de ces phénotypes d’intérêt à différents 

inducteurs de mort et de différenciation. Nous savons que la lignée IMR-32 est déficiente en 

caspase-8, acteur majeur des voies de signalisation des récepteurs de mort tels que Fas. Cela 

implique que l’activation de Fas n’entraîne pas d’apoptose dans ces cellules Nous n’avons 

effectivement pas induit d’apoptose sous les effets de Fas L ni d’un agoniste de Fas, le 7C11, dans 

la lignée IMR-32. Cependant, et cela met en exergue la pertinence du tri par SdFFF, nous avons 
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testé ces inducteurs sur les fractions cellulaires afin de voir si les effets de résistance observés sur la 

population totale pouvait être incriminés à l’un de ces phénotypes. Nos résultats semblent indiquer 

que tous les types cellulaires soient résistants (Fig. RV-2 et 3). 

 

Nous avons alors testé la diosgénine, dont les effets apoptotiques sont reconnus [32, 129-

131, 144-147, 412, 413] et qui ont fait l’objet de notre étude précédente. Cette molécule agit sur des 

récepteurs aux oestrogènes dont le mécanisme d’action diffère de celui des récepteurs de mort. De 

plus, les études du Dr Corbière ont montré que les voies de signalisation apoptotique de la 

diosgénine ne faisaient pas ou peu appel à l’activation de la caspase-8. Nos résultats montrent, de 

manière innovante que la diosgénine induit l’apoptose dans la lignée IMR-32. La diosgénine semble 

avoir un effet apoptotique, spécifiquement sur les cellules différenciées de type-S. Ces effets sont 

nettement visibles sur PF3 et PF2 donc, là encore, grâce à l’étude comparative des fractions (Fig. 

RV-4). Ce résultat est primordial puisqu’il a des répercussions majeures : 

1) sur la détermination de la nature des cellules de type-N isolée en PF1. Certaines cellules 

résistent aux effets apoptotiques de la diosgénine. Des amas encore visibles et volumineux 

persistent, ce qui renforce l’hypothèse que ce phénotype comporte des cellules souches cancéreuses 

(quiescence, immaturité, expression faible des marqueurs biologiques) ; 

2) sur l’investigation d’une nouvelle statégie thérapeutique et la mise en place d’une 

bithérapie : induction préalable d’une différenciation des cellules de type-N pour les rendre 

sensibles aux effets apoptotiques de la diosgénine. 

Nous avons alors cherché à induire la différenciation des cellules IMR-32. Nous avons 

testé les effets de l’acide rétinoïque, de la diosgénine et de la rosiglitazone. Seule la rosiglitazone à 

20 µM induit la différenciation, effet particulièrement visible sur PF3 (Fig. RV-7). Les résultats 

précédents ont montré que ces cellules ont une dynamique de différenciation active : type-N 

devenant type-I devenant type-S seulement après 24 h de remise en culture, après tri. La 

rosiglitazone pourrait potentialiser et optimiser leur cinétique de différenciation. Nous pouvons 

supposer que ces cellules soient dans une phase du cycle propice, leur permettant d’être sensibles 

aux effets de la diosgénine. Comme pour la diosgénine, les cellules isolées en PF1 répondent plus 

faiblement aux effets de la rosiglitazone. Si ces cellules sont des cellules souches cancéreuses, nous 

pouvons supposer que ces cellules doivent d’abord se différencier, entrer dans le cycle et devenir 

des cellules de type-S.  

Nous avons ensuite observé les effets de la bithérapie, rosiglitazone à 20 µM et diosgénine 

à 40 µM. L’observation générale de cette bithérapie semble prometteuse puisque nous observons la 

quasi disparition des amas neuroblastoïdes en PF3, et une diminution nette en PF1 ;  les amas 
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encore visibles étant constitués de cellules apoptotiques. Cependant, contrairement aux effets de la 

diosgénine seule, nous voyons encore des cellules de type-S mais toutes présentent des expansions 

cytoplasmiques caractéristiques. La diosgénine bloque les cellules en phase G0 / G1 et les cellules 

sensibles aux effets apoptotiques de la diosgénine sont bloquées dans cette phase du cycle 

mitotique. Ainsi la diosgénine peut agir sur les cellules, en modifiant leur cycle et leur morphologie 

(expansions cytoplasmiques) sans induire leur apoptose. Puisque la fraction PF3 contient des 

cellules avec des états de différenciation variables, type-N, type-I et type-S, nous pouvons donc 

penser que les cellules initient leur différenciation de façon asynchrone sous l’effet de la 

rosiglitazone et que seules certaines d’entre elles peuvent entrer en apoptose. De plus, le nombre de 

cellules différenciées augmente sous l’effet de la rosiglitazone donc les effets de la diosgénine 

paraissent atténués. Il semblerait que 24 h d’incubation avec la diosgénine ne soientt pas suffisantes 

pour entraîner une apoptose massive des cellules. 

Enfin, les effets de cette bithérapie sur PF1 montre que ces cellules sont les plus 

résistantes. Cependant une optimisation des temps d’incubation pourrait améliorer les effets de ces 

drogues. Là encore, on peut assimiler ce comportement à celui des cellules souches cancéreuses. 

D’après les résultats obtenus, ces cellules sont dans un état de quiscence (Fig. RIV-7) ce qui 

pourrait expliquer leur résistance aux agents utilisés classiquement dans les protocoles de 

chimiothérapies classiques. L’observation microscopique de ces cellules montre qu’elles 

s’organisent en amas très denses (Fig. RIV-4) ce qui pourrait les rendre inaccessibles aux 

molécules. Nous pouvons supposer que les molécules différenciantes et apoptotiques ne sont 

efficaces que lorsque les cellules sont dans une phase définie du cycle. 

Discussion 



 

 223 

 

CONCLUSIONS / PERSPECTIVES 

Conclusion / perspectives 



 

 224 

 

En conclusion, l’ensemble de ces résultats montre que l’adaptation instrumentale et 

technologique de la SdFFF au monde biologique est une réussite. Tous les efforts déployés par les 

chercheurs et enseigant-chercheurs, au sein du laboratoire de Chimie Anlytique dirigé par Monsieur 

Le Professeur Cardot ont optimisé l’appareillage de SdFFF afin d’en faire un outil de tri cellulaire 

efficace et validé. Nos recherches se sont centrées autour des thématiques développées en oncologie 

et plus recemment en neuro-oncologie, domaines pour lesquels la SdFFF s’est illustrée dans des 

applications nombreuses et variées. Cette technique est simple, douce, rapide, peu onéreuse, non 

invasive ne nécessitant pas de marquages préalables des cellules. Ce dernier point est crucial 

puisqu’il rend possible l’utilisation ultèrieure des cellules collectées ou lorsque le marquage est 

impossible. En effet, certains marqueurs biologiques ne peuvent pas être identifiés, soit parce que le 

couplage au marqueur entraîne des perturbations métaboliques de la cellule soit parce qu’il n’existe 

pas d’anticorps permettant leur caractérisation. 

La SdFFF a permis, non seulement, le suivi de processus biologiques induits, l’étude de 

mécanismes physio-pathologiques, la compréhension des cinétiques complexes de 

différenciation…mais également l’isolement de sous-populations d’intérêt pouvant être utilisées à 

des fins biologiques, diagnostiques voire même thérapeutiques.  

En effet, la mise en œuvre du mode « Hyperlayer » est performante pour la collection de 

fractions stériles, viables en préservant l’intégrité fonctionnelle et l’état de différenciation de ces 

cellules. Ce dernier point est primordial lors de l’étude des phénomènes d’apoptose et de 

différenciation. Nous avons établi la preuve que nos résultats sont reproductibles et répétables 

permettant, en routine, la collection de fractions servant ensuite de modèles. 

La collecte de fractions après élution des cellules en mode « Hyperlayer », tient compte de 

la balance taille / densité. Cela nous a aidé à : 

1. Comprendre les mécanismes de digestion enzymatique des grains d’amidon de riz et de 

blé par une α-amylase. 

2. Isoler des populations d’intérêt : cellules pré-apoptotiques c'est-à-dire induites dans un 

stade précoce du processus apoptotique. Ce phénomène, bien que biologiquement peu significatif, a 

pu être suivi par SdFFF. En terme de recherche fondamentale, cette fraction isolée de cellules pré-

apoptotiques est apparue comme un modèle d’étude fort intéressant pour explorer la cinétique des 

mécanismes d’action de la diosgénine, ainsi que les voies d’induction de l’apoptose encore 

méconnues. 

Une population de cellules modifiées, présentant des expansions cytoplasmiques, mais non 

apoptotiques, a été isolée. Il conviendrait d’étudier le cycle de ces cellules permettant de confirmer 

que la diosgénine agit, en bloquant les cellules en phase G0 / G1 avant d’induire l’apoptose. Il 
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faudrait également incuber ces cellules avec la diosgénine pour voir si elles sont devenues sensibles 

aux effets apoptotiques.  

De façon assez péremptoire, nous pourrions envisager de développer des stratégies d’étude 

à visée diagnostique. Si la SdFFF peut détecter rapidement et de manière très précoce les effets 

apoptotiques d’une drogue, par simple comparaison des fractogrammes, alors nous pourrions ainsi 

envisager de tester une molécule que l’on sait efficace in vitro, sur un fragment de tumeur après 

biopsie. Cela permettrait de voir si la tumeur répond à cette drogue ou d’adapter la thérapie à la 

tumeur et donc au patient…pour cela il serait nécessaire de développer un prototype de SdFFF 

dédié au diagnostic : canal à faible volume mort par miniaturisation de ses dimensions, limitant 

ainsi la quantité d’échantillon nécessaire et le temps d’élution 

3. Isoler des phénotypes d’intérêt correspondant à des stades différents de différenciation, 

dans une lignée cellulaire complexe, neuroblastique. Un des phénotypes isolés nous a permis de 

comprendre la cinétique de différenciation existant entre les différents types cellulaires, type-N, 

type-I et type-S. Le deuxième phénotype présente des propriétés biologiques caractéristiques des 

cellules souches cancéreuses. Ces dernières ont un impact fondamental dans les processus de 

cancérisation, de résistance et d’échappement thérapeutiques ou dans la formation de métastases. La 

perspective majeure est de caractériser ce phénotype cellulaire par l’utilisation de marqueurs 

biologiques des cellules souches neurales, tels que le CD 133. De plus, des études complémentaires 

de prolifération et de tumorigénicité devront être effectuées car nous envisageons de greffer les 

fractions d’intérêt sur des souris  pour étudier leur comportement in vivo. Il conviendait égalemnt de 

faire une étude cytogénétique de ces fractions : amplification du MYCN ainsi que l’expression des 

récepteurs aux neurotrophines TrK A et TrK B, puisqu’ils ont une valeur pronostique. 

Les résultats obtenus avec les drogues différenciante et apoptotique testées doivent être 

étayés. L’association de ces molécules permet aux cellules 1) de se différencier sous l’effet de la 

rosiglitazone les rendant 2) sensibles (type-S) aux effets pro-apoptotiques de la diogénine. Nous 

avons vu qu’il était difficile de quantifier les effets différenciants de la rosiglitazone. Nous 

pourrions étudier l’expression du neurofilament, spécifique des cellules différenciées. Nous 

envisageons également d’étudier les effets différenciants de la rosiglitazone par SdFFF. Les 

fractions isolées en routine seront analysées par le dispositif adapté au diagnostic. Les 

fractogrammes obtenus pour ces fractions seront comparées à ceux obtenus avec ces mêmes 

fractions traitées par la rosiglitazone.  
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Résumé. L’utilisation de la technique de Fractionnement par couplage Flux Force de 
Sédimentation (SdFFF) dans le domaine de l’oncologie et particulièrement de la neuro-oncologie s’inscrit 
dans l’étude de la dynamique de populations complexes (ostéosarcome, neuroblastome) et des phénomènes 
de différenciation et d’apoptose. Ces applications reposent sur le concept novateur de "cellulomique" basé 
sur le couplage de l'efficacité du tri cellulaire par SdFFF et de la caractérisation des propriétés biologiques de 
sous-populations d’intérêt.  

Une première approche de la SdFFF concernant le suivi de phénomènes biologiques a été menée 
sur les amidons. Leur dégradation enzymatique par des amylases représente l'une des plus importantes 
réactions mises en œuvre dans l'industrie agroalimentaire. Les travaux réalisés sur l'amidon de riz et de blé 
ont montré une corrélation entre la cinétique de dégradation et l'évolution des profils d'élution de l'amidon 
(fractogrammes). La collection de fraction a également permis d’établir une corrélation entre la variation des 
propriétés biophysiques des particules éluées (taille, densité) et le mécanisme de réactions enzymatiques. 
Ainsi après cette étape de calibration, la SdFFF apparaît comme un outil permettant, par le simple 
enregistrement des fractogrammes, le suivi de réactions biologiques telle que l’induction de l’apoptose des 
cellules cancéreuses 1547 (ostéosarcome humain) traitées par un agent apoptotique d’origine végétale, la 
diosgénine. La SdFFF a également permis l’isolement de cellules pré-apoptotiques. Ce tri cellulaire, rapide 
(quelques minutes), sans marquage et de grande sélectivité améliore ainsi la spécificité et la sensibilité des 
tests biologiques utilisés pour l’étude des mécanismes impliqués au cours de l’apoptose.  

Après le suivi d’évènements biologiques, le tri de sous-populations d’intérêt, le troisième point 
d’application de la SdFFF en oncologie a consisté à l’exploration de l’écologie de la population cellulaire 
IMR-32 (neuroblastome humain). Deux phénotypes de cellules neuroblastiques ont été isolés et ont permis la 
compréhension de la cinétique de différenciation et de la relation qui existe entre les cellules neuroblastiques 
immatures et les cellules fibroblastiques différenciées au sein de cette lignée. Enfin ces phénotypes isolés ont 
servi de modèles d’étude pour tester les effets d’agents apoptotique, la diosgénine et différenciant, la 
rosiglitazone dans le but de trouver des stratégies thérapeutiques efficaces sur ces cancers fortement 
résistants aux thérapies actuelles.  

 
Abstract. The use of the Sedimentation Field Flow Fractionation (SdFFF) technology in the field 

of oncology, and particularly in the neuro-oncology registers, is now implicated in the study of the dynamics 
of complex populations (osteosarcoma, neuroblastoma) and differentiation or apoptosis phenomena. These 
studies lie on the new concept of “cellulomic” based on the hyphenation of SdFFF cell sorting and the 
biological characterization of interesting sub-populations. The first approach of SdFFF was performed with 
the monitoring of biological events in starch populations. Enzymatic starch granule amylosis is one of the 
most important reactions in food and pharmaceutical industrial processes. Studies on wheat and rice starches 
demonstrated a correlation between fractogram changes and enzymatic hydrolysis.  

These results showed the interest in coupling SdFFF sub-population sorting with particle size 
measurement methods to study starch size/density modifications associated to hydrolysis. After this first step 
of calibration, SdFFF proved to be a fast, practical and specific method to monitor biological events. This 
was extend to the study of diosgenin (plant steroid) induced apoptosis of 1547 osteosarcoma cells. Moreover, 
SdFFF was used, for the first time, to perform the isolation of pre-apoptotic cells. This pre-apoptotic sub-
population which is in an early stage of apoptosis could be used as cellular models for the study of diosgenin 
induced apoptotic kinetics. This fast, tagless and very selective method also increases specificity and 
sensibility of biological tests used to study apoptotic mechanisms.  

After the monitoring of biological events, the sorting of specific sub-populations of interest, the 
third SdFFF application in oncology consisted in the study of the ecology or the phenotypical relationship in 
the complex IMR-32 cell line, used as a model of neuroblastoma. These cell lines have a great clinical and 
biological heterogeneity which affects response to treatmant and patient outcome. For the first time, two 
phenotypes of neuroblastic, N-type, cells have been sorted by SdFFF, and allowed the understanding of 
differentiation kinetics and the relationship which exists between N-type and differentiated, S-type, cells. 
Finally, these isolated phenotypes were used as cellular models to test specific responses to apoptotic 
inducers, Fas ligand or diosgenin and differentiating inducers, retinoic acid or rosiglitazone in order to find 
new effective therapeutic strategies for these tumors actually resistant to chemotherapies. 




