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RESUME

Etude préliminaire de la longueur individuelle des téloméres et des anomalies
chromosomiques dans les glioblastomes
Par
Brigitte Bélanger
Programme de pharmacologie
Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de |’obtention
du diplome de maitre ¢és sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Le glioblastome (GBM) est une tumeur cérébrale maligne de grade IV dont le pronostic est
de 14,6 mois avec le traitement standard. Le pronostic des patients est difficile a préciser et
de meilleures connaissances de 1’évolution de ce cancer nous permettraient d’identifier de
nouveaux marqueurs permettant d’estimer plus précisément le stade du cancer et ainsi, la
survie des patients. L’équipe du Dr Ju Yan a étudié les profils de longueurs individuelles
des télomeres des cellules de patients normaux et de patients atteints de leucémie myéloide
chronique (LMC) avec les techniques d’analyse des fragments terminaux de restriction des
télomeres (TRF) et d’hybridation in situ observée en fluorescence de fagon quantitative (Q-
FISH). En utilisant les mémes protocoles sur les GBM, nous avons évalué les longueurs
individuelles des téloméres et leurs profils. L’analyse compléte de onze spécimens de GBM
humains et de la lignée cellulaire de glioblastome U-87 MG nous a permis d’observer que
les télomeres 12p, 16p, 22q, 17p, 17q, 19p et 22q sont maintenus plus longs dans les profils
de longueurs individuelles relatives. En comparant avec les données du Dr Yan, nous avons
pu déterminer que les télomeres 21p et 2q sont fréquemment observés parmi les télomeéres
les plus courts dans les GBM et dans la LMC. Les comparaisons des télomeres
significativement plus courts a ceux plus longs nous ont permis d’identifier 1’allongement
des télomeres 12p, 16p et 20q de méme que le raccourcissement des téloméres 3q, 9p et
22q comme étant des évenements potentiellement spécifiques a I’évolution des GBM. Les
télomeéres 12q et 22q ont été observés parmi les télomeéres les plus courts et parmi les plus
longs dans différents cas de GBM et de LMC, suggérant que le maintien de la longueur et
le raccourcissement de ces extrémités peuvent jouer un réle dans 1I’évolution du cancer.
L’utilisation du FISH multicolore (M-FISH) nous a permis d’identifier les chromosomes
impliqués de fagon récurrente parmi les anomalies de nombre et de structure. Nous avons
noté les délétions des chromosomes 1, 2, et 20 ainsi que des segments des chromosomes 6,
11q, 13q, 14q et 18. Au niveau des duplications, on retrouve majoritairement le bras court
du chromosome 4 et un segment du chromosome 7. Nous avons aussi observé dans nos
analyses que les chromosomes 1, 6, 12, 13, 22 et 14 sont particulierement impliqués dans
les réarrangements et leurs télomeéres sont fréquemment retrouvés dans les plus courts (1p,
1q, 13p, 22p et 6p). Globalement, nous avons observés que les tumeurs décrites comme
étant agressives sont associées avec une survie courte apres diagnostic et elles présentent
des téloméres courts et/ou plusieurs anomalies chromosomiques. Les tumeurs décrites
comme étant indolentes sont associées avec une survie longue aprés diagnostic et elles
présentent des télomeres souvent de longueur normale et un nombre inférieur d’anomalies
chromosomiques comparativement aux tumeurs agressives.

Mots clés: Longueur individuelle, télomeére, anomalie chromosomique, gliome,
glioblastome, GBM, instabilité génomique, évolution tumorale.



SUMMARY

Preliminary study of the individual telomere length and chromosome anomalies in
glioblastomas
By
Brigitte Bélanger
Pharmacology program
Thesis presented to the Faculty of Medicine and Health Sciences for the Master Degree
Diploma (Maitre es Sciences (M.Sc.)) in Pharmacology, Faculty of Medicine and Health
Sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Glioblastoma (GBM) is a grade IV astrocytoma, a brain cancer whose prognosis is
only 14.6 months with standard care. Patient prognosis is still hard to detail and a better
understanding of the disease might allow us to identify new markers of the evolution and
survival. Dr. Ju Yan and his team studied profiles of individual telomere length in normal
blood cells and chronic myeloid leukemia (CML). They used different techniques such as
terminal restriction fragments of the telomeres (TRF) and quantitative fluorescence in situ
hybridization (Q-FISH). In their studies, they identified few telomeres which length is
preferentially maintained or elongated depending on disease stage of CML. Using the same
protocols and comparing GBM telomere length profiles with those obtained with normal
and CML cells, we recognised events already identified but also new potential actors in the
evolution process of GBM. The complete analysis of eleven specimens of GBM and the
glioblastoma cell line U-87 MG allowed us to observe that the telomeres 12p, 16p, 22q,
17p, 17q, 19p and 22q are maintained long in the global profiles of telomere length.
Comparing these results with those obtained with blood cells and CML, we determined that
21p and 2q are frequently shortened in GBM and LMC, suggesting that they are
cancerogenesis events. We were able to identify the elongation of the 12p, 16p and 20q as
well as the shortening of the 3q, 9p and 22p as potential events exclusive to GBM. We
observed length variation within the cases for the 12q and 22q extremities. These telomeres
were observed in the longest as well as in the shortest for different tumors, suggesting their
role in the evolution of GBM. The karyotyping of all cells analysed was made using the
Multicolor FISH (M-FISH) technique. We identified chromosomes that are recurrently
implicated in structural and number aberrations. We observed deletion of whole
chromosomes 1, 2 and 20 as well as segments of chromosomes 6, 11q, 13q, 14q, and 18.
We also found amplification of the short arm of chromosome 4 and a partial trisomy of
chromosome 7. Most of these observations have already been reported in the literature.
Chromosomes 1, 6, 12, 13, 22 and 14 were particularly implicated in chromosomal
translocations and most of those chromosomes showed short telomeres (1p, 1q, 13p, 22p
and 6p). We observed globally in our specimens that patient with aggressive tumors
showed shorter telomeres and/or many chromosomal aberrations. Patients with indolent
tumors had longer survival after diagnosis, telomere length was normal and the number of
aberrations was lower than observed in aggressive tumors. The study of a larger population
of GBM sample would allow us to confirm our observations and to identify new
characteristic events of tumor development.

Keywords : Individual telomere length, telomere, chromosome anomalies, glioma,
glioblastoma GBM, genomic instability.
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INTRODUCTION

1.1 Le systéme nerveux central et le cerveau

Le systéme nerveux central est formé de ’encéphale et de la moelle épiniére. Les tissus
nerveux, glial et vasculaire permettent I’interprétation des signaux sensitifs provenant des
nerfs et émettent des réponses motrices en retour. L’encéphale est composé du cerveau,
du tronc cérébral, du cervelet et du diencéphale (thalamus et hypothalamus) (Les éditions
Québec Amérique Inc. 2010; Marieb EN. 1999)

La mati¢re blanche et la mati¢re grise forment la structure interne et externe du
cerveau. Le prolongement des neurones, ou axones, et les cellules gliales composent
P’essentiel de la matiere blanche tandis que la matiére grise contient principalement des
corps neuronaux (soma) (Nakamura et coll. 2007). Les cellules gliales jouent le rdle de
soutien et de protection des neurones. Ces cellules apportent tous les nutriments et
permettent le maintien de I’homéostasie chimique et électrique des neurones. Bien que le
ratio exact soit encore inconnu, la substance blanche contiendrait de 5 a 50 fois plus de
cellules gliales que de neurones (Azevedo et coll. 2009; Nedergaard et coll. 2003). On
retrouve différents types de cellules gliales dont les astrocytes, les oligodendrocytes, les
épendymocytes et les microglies. Différents types de cancer peuvent prendre forme a

partir de ces cellules.

1.1.1 Les tumeurs cérébrales

Les tumeurs cérébrales se développent a partir de cellules transformées devenues
anormales. Ces cellules continuent a se diviser et a progresser a l’intérieur du
parenchyme cérébral, tout en accumulant des changements génétiques. Les statistiques de
la Société Canadienne du Cancer indiquent que 2 800 nouveaux cas de cancer de
I’encéphale ont été déclarés en 2012, représentant 1,8% des nouveaux cas de cancer au
Canada. Le nombre de décés annuel pour cette méme année a été établi a 1 850,
représentant une trés grande proportion de mortalité par rapport aux nouveaux cas

diagnostiqués.



Les tumeurs primaires du cerveau proviennent, pour la plupart, des méninges
(méningiomes) ou des cellules gliales (gliomes). En Amérique du Nord, selon le Central
Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS), les gliomes comptent pour 29%
de la totalité des tumeurs du cerveau et du systéme nerveux central (SNC) (Figure 1), et
représentent 80% des tumeurs malignes (Dolecek et coll. 2012). Les gliomes incluent
dans la figure 1 les glioblastomes, les astrocytomes, les tumeurs épendymaires, les

oligodendrogliomes et d’autres tumeurs non spécifiées (Dolecek et coll. 2012).
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Figure 1. Distribution des tumeurs primaires du cerveau et du systéme nerveux central en
Amérique du Nord, par sous-types histologiques. Figure modifiée du rapport statistique
du CBTRUS 2005-2009 (Dolecek et coll. 2012).

1.1.2 Les gliomes

La catégorisation histologique des tumeurs est faite selon les critéres de la
nouvelle classification des tumeurs du systtme nerveux central de 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) (Fritz 2008; Louis et coll. 2007). Les gliomes peuvent &tre
classifiés en différents grades selon les critéres pathologiques. Les principaux sont les
astrocytomes pilocytiques (grade I), les astrocytomes fibrillaires diffus de bas grade (II),
les oligodendrogliomes de bas grade (II), les astrocytomes et oligodendrogliomes
anaplasiques (grade III) et les glioblastomes (autrefois appelés glioblastomes

multiformes) ou GBM (grade IV) (tableau 1).



Tableau 1. Systéme de classification des tumeurs gliales selon I’OMS. (Fritz 2008).

Type de tumeur Grade OMS

Sous-épendymaire a cellules géantes I
Pilocytiques I
De bas grade I
Xanthoasastrocytomes pléomorphes II-11T
Anaplasiques I

De bas grade I
Anaplasique 11

De bas grade I1
Anaplasi 1

strocytome sous-épendymaire 1
Myxopapillaires
De bas grade

Gangliocytomes I
Gangliomes [-I
Ganglioneuromes anaplasiques I
Ganglioneuromes desmoplatiques infantiles I
Tumeurs neuroépithéliales dysembryoplasiques I
Neurocytomes centraux I

Les astrocytomes sont des tumeurs ayant pour origine le cerveau ou la moelle
épiniére. L’incidence des astrocytomes et des oligodendrogliomes augmente avec 1’4ge.
Ces types de cancers sont donc retrouvés plus fréquemment chez les adultes. L’age
médian du diagnostic est d’environ 60 ans pour le cancer du cerveau (Dolecek et coll.
2012). Les astrocytomes et les glioblastomes totalisent 76% de tous les gliomes (figure 2)
(Dolecek et coll. 2012). L’identification des sous-types permet d’orienter le pronostic et
les traitements offerts aux patients (Louis et coll. 2007). Le GBM (grade IV) est la

tumeur la plus agressive et représente 54% des gliomes (figure 2).
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Figure 2. Distribution des gliomes primaires du cerveau et du systéme nerveux central
par sous-types histologiques. Figure modifiée du rapport statistique du CBTRUS 2005-
2009 (Dolecek et coll. 2012).

1.1.3 Le glioblastome (GBM)

Le GBM est la tumeur gliale la plus fréquente et la plus mortelle des gliomes. 11
représente 15,8% de toutes les tumeurs primaires du cerveau. Ce cancer reste rare en
Amérique du Nord avec une incidence de 3,19 par 100 000 habitants en date de 2009
(Dolecek et coll. 2012). Les hommes en sont 1,6 fois plus atteints que les femmes et les
Caucasiens le sont 2 fois plus que les Noirs (Dolecek et coll. 2012). La survie médiane
des patients est de 14,6 mois avec le traitement standard, ¢’est-a-dire, la chirurgie suivie
d’une combinaison de radiothérapie et de chimiothérapie (témolozomide) administré en
concomitance (Stupp et coll. 2005). Malgré les avancées scientifiques faites dans les
derni¢res décennies, le taux de survie est estimé & 37% pour un an et 4,7% aprés 5 ans
(Dolecek et coll. 2012). L’évaluation du pronostic est trés difficile due a la grande
hétérogénéité tumorale retrouvée entre les patients.

Les cellules de GBM sont caractérisées par une progression rapide et par une forte
migration a I’intérieur du parenchyme cérébral, complexifiant la tache lors de la résection

chirurgicale de la masse tumorale et augmentant les chances de récidives du cancer. Le



GBM est trés hétérogene et indifférencié au niveau cellulaire ainsi que dans ’expression
génique. Le centre tumoral des GBM présente de la nécrose dans 85% des cas (Dahlback
et coll. 2009).

Le GBM peut étre primaire ou secondaire. La tumeur primaire est formée de
novo, sans caractéristique moléculaire permettant de reconnaitre 1’évolution a partir un
astrocytome ou d’un oligodendrogliome de grade III (figure 3). L’évolution a partir d’une
tumeur astrocytaire de grade inférieur est caractéristique du GBM secondaire et décrit
dans 10 a 12 % des cas (Bleeker et coll. 2012; Ohgaki and Kleihues 2013; Sanson et coll.
2009).

c mutation d'IDH1/2

Perte 1p/19q [>75%)
Mutation CIC (~40%)
Mutation FUBP1 (~15%)

Mutation TP53 [~65%)

Histoire dinique Mutation ATRX [~65%)

3-6 mois

Oligodendrogliome

Mutation TP53 [~30%)
Mutation PTEN (~25%)
Perte d’hétérozigocité 10p
(~50%)

Perte d"hétérozigocité 10q ~2ans
| (776%)

I
|
|
|
I
[}
]
|
I
1
I
I
I
I
I
1
|
| | Amplification EGFR(~35%)
1
|
|
|
I
]
I
|
|
|
|
I
L

Figure 3. Classification des glioblastomes primaires et secondaires. Figure modifiée
(Ohgaki and Kleihues 2013).

Le glioblastome pédiatrique posséde des caractéristiques différentes que celles
retrouvées chez I’adulte par le nombre de copie d’ADN (DNA copie number) et par
I’expression des génes ((Qu et coll. 2010; Schwartzentruber et coll. 2012)). Cette étude

porte strictement sur les glioblastomes adultes.

Grade
OM5



1.1.4 Marqueurs moléculaires dans les gliomes

Les marqueurs moléculaires permettent d’évaluer certains facteurs pronostics et
prédictifs. Par exemple, en clinique, la prolifération cellulaire est mesurée par
immunohistochimie avec [’anticorps monoclonal Ki-67 sur chacune des biopsies
tumorales. Cet anticorps réagit avec la protéine nucléaire Ki-67 exprimée dans toutes les
phases actives du cycle cellulaire, sauf en GO, stade quiescent de non-division (Burger et
coll. 1986). Ce marqueur identifie les cellules en réplication. Le pourcentage de cellules
colorées indique ’indice de prolifération Ki-67 (Fisher et coll. 2002). Un indice élevé
dans le GBM correspond a une prolifération cellulaire intense et & une probabilité plus
¢levée d’une récidive rapide du cancer (Jin et coll. 2011; Schroder et coll. 2002).

Le caractére évolutif des tumeurs cérébrales est causé par une trés grande
hétérogénéité au niveau des caractéristiques moléculaires de chaque tumeur. Beaucoup
d’efforts son déployés afin d’identifier de nouveaux marqueurs permettant une meilleure
validit¢ du pronostic, de la réponse thérapeutique ou [’identification de nouvelles
caractéristiques pathognomoniques des cellules cancéreuses, c'est-a-dire unique a la
maladie.

Des marqueurs utilis€és dans les gliomes, on peut noter ’identification de la
délétion ou de la perte d’hétérozygocité des bras chromosomiques 1p et 19q reliée au
diagnostic des oligodendrogliomes. Ce marqueur contribue au diagnostic
histopathologique et permet de prévoir une meilleure réponse au traitement de

chimiothérapie avec témolozomide (Arslantas et coll. 2007; Gadji et coll. 2009a).

1.1.4.1 Marqueurs moléculaires dans les glioblastomes

Plusieurs études ont mis en évidence des caractéristiques intéressantes pouvant
servir de marqueurs au niveau des GBM. Les nouvelles techniques d’analyse du génome
ont permis d’identifier des mutations dans les génes de l’isocitrate déshydrogénase
(IDH1), codant pour un enzyme oxydoréductase localisé dans le cytoplasme et dans les
peroxysomes (Sanson et coll. 2009). Cette enzyme sert a la production majeure de
NADPH cytosolique servant a la régénération du glutathion, un antioxydant important
dans les cellules. Cette mutation est considérée comme un événement précurseur des

GBM secondaires et, malgré son implication dans le cancer, semble supposer une survie



a plus long terme des patients (Ohgaki and Kleihues 2013; Sanson et coll. 2009; Yan et
coll. 2009). Les signatures des mutations des genes IDH1/CIC/FUBP1 et IDHI/ATRX
est considéré aussi comme étant facteur de bon pronostic dans les GBM secondaires
(section 1.3.7) (Liu et coll. 2012)(Horbinski 2013; Jiao et coll. 2012; McDonald et coll.
2010; Ohgaki and Kleihues 2013; Royds et coll. 2011). Concernant les GBM primaires,
les mutations dans le promoteur du géne TERT (telomerase reverse transcriptase) ont été
retrouvées dans plus de 80% des cas (Killela et coll. 2013). De plus les mutations du géne
ATRX et TERT ont été identifiées comme mutuellement exclusives dans les tumeurs
primaires, donnant un avantage prolifératif sur les cellules gliales ayant normalement une
trés faible croissance cellulaire (Killela et coll. 2013). Ces événements sont aussi souvent
associés avec I’amplification du géne EGFR (Killela et coll. 2013). Les GBM primaires
sans mutation de TERT ont un meilleur pronostic (Killela et coll. 2013).

L’identification des différences génétiques (signatures génétiques) entre les GBM
primaires (PTEN, TP53, EGFR et secondaires (IDH1/2, CIC, ATRX, FUBP1) pourrait
éventuellement influencer le pronostic et les traitements des patients (Jiao et coll. 2012;
Ohgaki and Kleihues 2013). Parallélement, le changement du statut de méthylation du
promoteur ou la mutation du géne de l’enzyme de réparation O°-méthylguanine-
méthyltransférase (MGMT) ont été identifiés comme étant des marqueurs moléculaires
prédictifs positifs dans la réponse au traitement chimiothérapeutique dans les GBM
(Bleeker et coll. 2012; Hassler et coll. 2006; Salvo et coll. 2011). La présence de la
mutation d’IDH1/2 et de la méthylation de MGMT indique aussi une prédiction d’une
meilleure survie du patient (Leu et coll. 2013). De la modification du géne découle
I’absence ou |’inactivation de ’enzyme de réparation de I’ADN qui, normalement, agit en
réponse aux lésions causées par les agents alkylants tels que le témolozomide (Salvo et
coll. 2011).

L’étude de I’architecture nucléaire des télomeres (section 1.3.4) dans les GBM a
identifié la présence de différents niveaux de désordre télomérique associés a 3 classes de
survie des patients : survie a court terme, survie de durée intermédiaire et survie a long
terme (Gadji et coll. 2010). Cette étude a montré une corrélation inverse entre le désordre

des télomeéres dans le noyau et la survie des patients.



Plusieurs autres anomalies génétiques sont déja documentées pour les GBM
(section 1.4) et les recherches se poursuivent afin de trouver de nouveaux marqueurs
moléculaires permettant d’évaluer le pronostic du patient et la réponse aux traitements.
L’intérét de 1’étude des télomeéres dans le cancer semble grandissant afin de comprendre

davantage les mécanismes régissant ces structures.

1.2 Téloméres : structure, fonction et régulation

Les télomeres sont des répétitions d’hexanucléotides (5°-TTAGGG-3’),
bicaténaires servant a la stabilité et a la protection de la dégénérescence, de la
recombinaison, de la fusion et de la perte du matériel génétique (Blackburn 1991). Les
téloméres mesurent entre 5 et 15 kb a chaque extrémité des 23 paires de chromosomes
contenus dans chaque cellule humaine (Samassekou et coll. 2010).

La double hélice d’ADN est composée de 2 brins complémentaires. Au niveau des
téloméres, un de ces brins est riche en guanine (G) et I’autre en cytosine (C). L’extrémité
du brin d’ADN riche en G est saillante en 3°, ce qui permet de prévenir la reconnaissance
de ’ADN comme étant une cassure bicaténaire. Le repliement de cette extrémité permet
la formation d’une boucle T (T loop) permettant a ’extrémité monocaténaire de se
positionner a lintérieur de la boucle d’ADN (figure 4). Le point d’insertion de
I’extrémité saillante du brin riche en G est la boucle D (D-loop) (Novo and Londono-
Vallejo 2012). Cette structure en boucle permet le « capping » des extrémités des brins
d’ADN.
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Figure 4. Configuration structurale d’un télomére. Tirée de la thése du Dr Oumar

Samassekou (Samassekou and Université de Sherbrooke 2011), page 12.

Plusieurs protéines sont liées aux répétitions TTAGGG et forment ainsi un
complexe de protection stable et régulé nommé complexe de shelterin. Ce complexe est
formé des protéines TRF1 (aussi appelée TERF1), TRF2 (aussi appelée TERF1), RAP1
(aussi appelée TERF2IP), TIN2, TPP1 (aussi appelée PTOP/PIP1/TINT1) et POTI,
toutes importantes pour la stabilité des téloméres et aussi dans la prévention de la
reconnaissance de I’extrémité du double brin d’ADN comme une cassure (Gomez et coll.
2012; Samassekou and Université de Sherbrooke 2011). Cette structure régule
parallelement 1’acceés de la télomérase, 1’enzyme ayant la capacité d’allonger les
télomeéres (section 1.3.7).

A chaque réplication cellulaire, les téloméres subissent une perte d’environ 50 a
100 paires de bases. Cette dégradation est causée par le mécanisme de réplication de
Iextrémité saillante en 3’ par I’ADN polymérase. Des problémes reliés a la réplication du
brin riche en C et le stress oxydatif présent dans la cellule peuvent favoriser un
raccourcissement plus rapide des télomeres (Gilson and Londono-Vallejo 2007,
Graakjaer et coll. 2006; Martin et coll. 1999). La longueur des téloméres a un impact

important sur la stabilité du brin d’ADN et, du fait méme, du chromosome.

1.3 Longueur des téloméres
La longueur des téloméres est, par définition, un équilibre dynamique entre
I’élongation et le raccourcissement des répétitions télomériques. Cette longueur est

maintenue par ’enzyme télomérase dans les cellules germinales mais n’est pas active



dans les cellules somatiques du corps humain. Les cellules somatiques, ayant au départ
des téloméres entre 5 et 15 kb et perdant entre 50 et 100 pb a chaque réplication, entrent
en sénescence lorsque la longueur limite critique est atteinte (Allsopp 1996; Shay and
Wright 2005).

1.3.1 Raccourcissement des télomeéres et sénescence

En 1961, le Dr Hayflick identifia la limite du nombre maximum de divisions
cellulaires possibles pour des fibroblastes humains en culture (Hayflick and Moorhead
1961). 11 a alors été établi que lorsque la limite de division est atteinte, la cellule entre
dans un état de vieillissement nommé sénescence (Allsopp et coll. 1992). Cette limite
réplicative a pu €tre reliée quelques années plus tard au raccourcissement maximal de la
longueur des téloméres (Allsopp et coll. 1992). La limite de Hayflick correspond au
nombre maximal de divisions que peut atteindre une cellule mitotique avant son entrée en
sénescence et, éventuellement, a la mort cellulaire. Le lien entre le nombre de réplications
et la longueur des télomeéres a été établi dans les années 1990 (Allsopp et coll. 1992). La
perte moyenne des télomeres dans les fibroblastes humains est définie & environ 1,5 kb
durant la vie, représentant environ 30% de la longueur initiale & la naissance (Allsopp et
coll. 1992). De fagon générale, I’entrée en sénescence réplicative de la cellule est
déterminée par le télomére le plus court de la cellule ayant atteint la longueur limite de
stabilit¢ cellulaire (der-Sarkissian et coll. 2004; Shay and Wright 2005). Au niveau de la
longueur moyenne, cette limite a été établie a environ 6 kb (Baird et coll. 2003; Counter
et coll. 1992).

Lorsqu’un télomeére devient instable, les voies de signalisation reliées aux
dommages a I’ADN (qui dépendent de TP53 et/ou RBI1) contrdlent I’arrét du cycle
cellulaire. La cellule entre en sénescence réplicative et la prolifération est arrétée. Si le
cycle cellulaire n’est pas rétabli, la mort cellulaire sera enclenchée. Les téloméres
permettent de contrdler la réplication avant I’apparition de dommages a ’ADN causés
par l’instabilité télomérique (section 1.3.4) (Gomez et coll. 2012; Londono-Vallejo
2009). Lorsque les télomeéres deviennent trop courts, la cellule entre en crise et peut
survivre a cette crise en devenant immortelle grice a I’implantation d’un mécanisme

d’élongation des télomeres (section 1.3.7) (Counter et coll. 1992).



La longueur des télomeres varie d’un individu a ’autre, d’un chromosome a
I’autre, d’un allele a ’autre et aussi en fonction de 1’dge (Graakjaer et coll. 2006;
Samassekou et coll. 2010). En mesurant la longueur des télomeres de spécimens d’age
néonatal a centenaire, il a été possible de montrer que cette longueur est caractéristique
de chaque individu, que cette longueur raccourcit pendant la vie mais que la longueur
initiale des télomeres dépend de celle héritée des parents (Graakjaer et coll. 2004; Kappei
and Londono-Vallejo 2008; Takubo et coll. 2002).

Des télomeéres courts ont été identifiés dans plusieurs syndromes de vieillissement
prématuré et de prédisposition au cancer. On note, entre autres, 1) I’identification de
I’importance de la télomérase sur la longueur initiale des téloméres et dans le
vieillissement prématuré des cellules a prolifération élevée par la mutation de TERC
(telomerase RNA component) dans la dyskératose congénitale (Shay and Wright 2004), 2)
I’haplo-insuffisance de TERT (telomerase reverse transcriptase) dans I’anémie aplasique
(Chiang et coll. 2010; Du et coll. 2007; Yamaguchi et coll. 2005), 3) les problémes de
maintenance menant au raccourcissement et a la recombinaison des télomeres dans
I’anémie de Fanconi (Joksic et coll. 2012), 4) les cercles télomériques
extrachromosomiques dans le syndrome de Werner (Joksic et coll. 2012; Reddy et coll.
2010) et 5) les problemes de protection menant a ’instabilité dans ’ataxie télangiectasie
(Gilson and Londono-Vallejo 2007; Sfeir and de Lange 2012; Shay and Wright 2004).

[’identification des causes de ces maladies a grandement contribué aux
connaissances sur les téloméres et ont montré ’'importance de la longueur, de la stabilité

et de la maintenance de ces structures.

1.3.2 Télomeres dans les cellules du cerveau

Il est connu que la longueur des téloméres varie selon le tissu étudi¢ et le taux de
prolifération des cellules. Pour ce qui est des télomeéres dans les cellules du cerveau, un
groupe japonais a montré des longueurs moyennes dans la matiére grise de 12,3 +£ 2,5 kb
et dans la matiére blanche de 11,4 + 2,1 kb en utilisant des échantillons du lobe occipital
de patients autopsiés (Nakamura et coll. 2007). La comparaison entre les résultats de
spécimens d’ages différents, de bébés et d’individus de plus de 60 ans, a montré une

différence entre la matiére blanche mais aucune différence avec la matiére grise. Ces
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résultats ont suggéré que les cellules gliales subissent une perte télomérique
contrairement aux neurones qui, lorsque différenciées, ne se divisent plus (Ishii et coll.
2006; Nakamura et coll. 2007; Takubo et coll. 2002). Cette perte télomérique a été
mesurée entre 0,05-0,88 kbp (Nakamura et coll. 2007).

1.3.3 Longueur individuelle des téloméres

La longueur des télomeres variant a chaque extrémité des chromosomes, il est
possible de mesurer 92 longueurs différentes dans une cellule en métaphase normale.
Cette différence dans la longueur individuelle dépend majoritairement des longueurs
télomériques héritées des parents a la naissance (Graakjaer et coll. 2004). La longueur
individuelle des téloméres est un sujet peu étudié¢ jusqu’a maintenant, vu la complexité
des manipulations pour étudier les bras chromosomiques un par un. Les techniques de
cytogénétique utilisées pour I’identification individuelle des chromosomes nécessitent
des cellules en réplication pendant la phase mitotique et, préférentiecllement, en
prométaphase. Les chromosomes peuvent €tre visualisés et identifiés seulement au plus
haut niveau de condensation de I’ADN, pendant la métaphase, la plus courte phase du
cycle cellulaire (figure 5). Si les chromosomes ne peuvent étre classés, il sera impossible

d’identifier & quel bras chromosomique le télomére mesuré appartient.
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Figure 5. Ségrégation des chromosomes selon les phases du cycle cellulaire. La
meilleure résolution des chromosomes est pendant la prométaphase (Verdaasdonk and
Bloom 2011).

La longueur individuelle des téloméres peut donc étre plus facilement étudiée
avec des cellules ayant un bon taux de division cellulaire lorsque mises en culture telles
que les lymphocytes, les fibroblastes et les cellules immortalisées. L’étude dans des
cellules non cancéreuses avec un faible taux de division cellulaire, telles que les cellules
du cerveau, est jusqu’a présent impossible due a la difficulté d’obtenir des figures

mitotiques par les techniques de cytogénétiques.

1.3.4 Méthode de mesure de la longueur des téloméres

La longueur moyenne ainsi que la longueur individuelle des téloméres peuvent
étre mesurées par différentes techniques ayant chacune ses avantages et désavantages
(tableau 2). Dans le but d’obtenir la longueur moyenne et la longueur individuelle des
télomeres, les techniques d’analyse des fragments de restrictions terminaux (TRF) des
télomeres et de Q-FISH (quantitative fluorescence in situ hybridization) ont été utilisées
dans le cadre du projet (section 2).

La technique d’analyse de base pour mesurer la longueur moyenne des téloméres

repose sur ’analyse de buvardage de type Southern pour les fragments de restrictions
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terminaux (TRF) des télomeres (tableau 2) (Slijepcevic 2001). Cette technique implique
la digestion de I’ADN génomique par les enzymes Hinfl et Rsal suivie d’une migration
sur gel d’agarose. Une certaine partie des régions sous-télomériques est toutefois intégrée
dans I’analyse de la longueur (Vera and Blasco 2012). Cette technique permet d’avoir
une estimation de la moyenne de la longueur de tous les télomeéres des cellules présentes
dans I’échantillon. L’analyse des bandes observées se fait par densitométrie.

La technique du Q-FISH permet d’estimer la longueur des téloméres dans toutes
les especes contenant des sites télomériques dans leur génome (tableau 2) (Slijepcevic
2001). Les sondes PNA (peptide nucleic acid), des analogues aux acides nucléiques, sont
utilisées dans la grande majorité des cas. Il s’agit de molécules chimériques qui sont tres
stables, en plus d’avoir une bonne résistance aux protéases et aux nucléases. Les PNA ne
possédent pas de charge et la stabilité de [’hybridation et la spécificité d’appariement est
augmentée comparativement a des sondes a ADN ou ARN (Pellestor et coll. 2005).
L’intensité des signaux correspond & la longueur relative des télomeéres étant donné que la
quantit¢ de sonde hybridée correspond au nombre de répétitions télomériques. La
sensibilité¢ analytique du FISH télomérique pour mesurer la longueur individuelle des

télomeres a été établie & 99% d’efficacité (Lansdorp et coll. 1996).

Tableau 2. Comparaison des techniques de mesure de la longueur des télomeres. Tableau
modifi¢ de (Samassekou et coll. 2010).

Techniques Matériel Avantages Désavantages

S
532
o 3 E Ne peut pas étre comparé
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200
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télomeres tres courts télomeéres seulement
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8 o ©| FISH Cellules Identification du nombre, de  Identification des
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de la position des téloméres




D’autres techniques sont disponibles pour la mesure de la longueur moyenne des
télomeres (Q-PCR, Flow FISH) (tableau 2). Ces techniques n’ont pas été utilisées dans
notre projet mais pourraient étre utilisées comme perspective afin de confirmer les
données obtenues par TRF. Pour ce qui est des autres techniques permettant d’étudier la
longueur individuelle des télomeres, eclles ne permettent malheureusement pas

d’identifier les bras chromosomiques.

1.3.5 Patrons de longueurs relatives individuelles

L’étude de la longueur individuelle relative des télomeéres a permis de montrer la
présence d’un profil de longueurs retrouvé dans toutes les cellules d’un méme individu
ainsi que dans la population en général. Ce profil image la variation de longueur des
télomeres entre les différents bras chromosomiques, qui est conservée pendant la vie
entiére et transmis de génération en génération selon le mode mendélien (Graakjaer et
coll. 2004; Graakjaer et coll. 2006). Jusqu’a maintenant, peu de laboratoires ont travaillé
sur les longueurs individuelles.

L’équipe du Dr Yan s’est intéressée au patron de longueurs télomériques présent
dans les cellules normales et leucémiques. Leur étude a permis d’identifier les téloméres
qui sont retrouvés parmi les plus longs et les plus courts dans les cellules de fagon
constitutive et dans le cancer (Samassekou et coll. 2011).

Les extrémités 17p, 22q, 19p, 17q, 16p et 12p ont été¢ définis comme étant les
télomeres plus courts (en ordre croissant) et les extrémités 3p, Xp, 5p, 13q et 4q, les plus
longs (ordre décroissant) dans les cellules normales (figure 6). Les téloméres considérés
plus long ou plus courts sont ceux ayant une différence non-significative avec le plus
court ou le plus long télomere du profil (p>0,05) (Samassekou et coll. 2011). En d’autres
mots, les téloméres les plus courts sont ceux qui ne sont pas statistiquement différents du
plus court (i.e. 17p) et les plus longs, ceux qui ne sont pas différents du plus long (i.e.
3p). L’ensemble de nos données sur les télomeéres ont été récoltées a ’aide des mémes
méthodes et serviront d’éléments de comparaison. Les données sur les LMC sont

présentées en 1.3.7.
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Figure 6. Longueurs relatives associées aux échantillons sanguins normaux. Les

télomeres en gris représentent les téloméres considérés longs et courts de fagon
constitutive (Samassekou et coll. 2011).

1.3.6 Instabilité des télomeéres

Apres chaque division cellulaire, entre 50 et 100 paires de bases sont perdues.
Dans une cellule normale, les chromosomes sont arrangés en micro-territoires et la
position des télomeres dans la cellule est ainsi rigoureusement régulée (Cremer and
Cremer 2010). Lorsqu’un des télomeéres devient trop court pour maintenir la stabilité du
chromosome, il devient non fonctionnel. L’instabilité des téloméres vient perturber
Parchitecture nucléaire des cellules et des micro-territoires. L’augmentation de
Iinstabilité et la proximité des télomeres impliquent différents types de recombinaison
par fusions des extrémités télomériques (end-to-end fusion) et par cycles de cassures et
formation de ponts et de fusion (breakage-bridge-fusion, BBF) (figure 7) (Caporali et
coll. 2007; der-Sarkissian et coll. 2004, Vermolen et coll. 2005). La fusion de
chromosomes par leurs télomeéres fait partie de ces deux mécanismes. Le BBF implique
des cycles de fusions, de cassures des chromosomes et d’autres fusions chromosomiques
par les extrémités cassées non-protégées. Cette instabilité chromosomique causée par le
raccourcissement des télomeres ou, encore, par des mutations est souvent reliée au
phénomene de carcinogenese et aux nombreuses translocations retrouvées dans les

tumeurs solides (Slijepcevic 2001).
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Figure 7. Formation de BBF suite a I’érosion des téloméres. Figure modifiée de (Else
2009)).

1.3.7 Longueur des téloméres dans le cancer

I a déja été établi que des téloméres courts corrélent avec 1’instabilité génomique
dans I’oncogeneése et peuvent étre reliés a la sévérité de la maladie dans les leucémies et
les lymphomes de haut grade (Ohyashiki et coll. 2002; Samassekou et coll. 2011).

L’équipe du Dr Yan a effectué les mémes travaux sur des cellules de leucémies
myéloides chroniques (LMC) que ceux sur les cellules normales (section 1.3.3.2) et a pu
identifier différents changements dans ce profil de longueurs. Dans cette étude, il a été
montré que la longueur de certains télomeéres est préférentiellement maintenue ou
allongée dans les premiers stades de transformation de la LMC (Samassekou et coll.
2009; Samassekou et coll. 2011). En comparant la longueur individuelle des téloméres
en fonction de différents stades du cancer, ils ont observé que 1’altération de la longueur
des téloméres se fait de fagon spécifique au niveau de certains chromosomes. Le
raccourcissement de ces chromosomes peut indiquer que la cellule est passée a un

nouveau stade de malignité (Samassekou et coll. 2011). Dans les LMC, dix bras
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chromosomiques ont ¢été¢ identifiés comme ayant une longueur de télomeres
particulierement bien maintenue ou allongée: 4q, 5p, 7q, 11p, 13p, 13q, 14p, 15p, 18p et
Xp et que six d’entre eux étaient aussi reconnus dans les échantillons normaux, mais de
fagon moins fréquente (4q, Sp, 13p, 13q, 14p et Xp) (Samassekou et coll. 2011). Ces
télomeres ont été définis comme longs lorsque leurs valeurs étaient supérieures a 2 écart-
types de la moyenne. De la méme facon qu’avec les cellules normales, tel qu’expliquées
précédemment, les télomeres 21p, 22p, 20q, 2q et 21q ont été classés parmi les bras
chromosomiques les plus courts dans les LMC seulement et les télomeres 14p, 18p, 7q et

11p parmi les bras chromosomiques les plus longs (figure 8).
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Figure 8. Longueurs relatives associées aux échantillons de LMC. En gris : les télomeres
les plus courts et les plus longs retrouvés dans les échantillons normaux et, en noir, les
télomeres supplémentaires correspondant a ceux identifiés dans les LMC. Les données du
chromosome Y ne sont pas incluses. Figure modifiée de Samassekou et coll. (2011).

1.3.8 Mécanismes de maintien des télomeres

Les mutations menant au cancer augmentent généralement la prolifération
cellulaire, ainsi que la vitesse d’érosion télomérique. Afin de ne pas entrer en processus
de sénescence et de mort cellulaire, la perte télomérique peut étre compensée par
I’activation de la télomérase ou par des mécanismes indépendants tels que 1’allongement
alternatif des télomeéres (ALT). Ces mécanismes de maintien des télomeéres sont
nécessaires aux cellules cancéreuses pour leur permettre d’augmenter leur vie réplicative

ou de conserver leur pouvoir de prolifération illimitée.
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1.3.8.1 Réactivation de la télomérase

La télomérase est une enzyme qui possede une activité transcriptase inverse. Il
s’agit d’une ribonucléoprotéine composée des sous-unités catalytiques telomerase reverse
transcriptase (TERT) et d’une composante en ARN, la telomerase RNA component
(TERC) agissant comme mode¢le pour 1’addition de répétitions de novo de TTAGGG en
3’ des télomeres (Gomez et coll. 2012). Aprés I’hybridation des onze nucléotides du
modele d’ARN a Pextrémité compléte en 3’ du brin d’ADN, la synthése se fait en
complémentarité du brin d’ARN dans le site catalytique de ’enzyme. Une répétition
hexanucléotidique est assemblée a chaque cycle (Gomez et coll. 2012; Mocellin et coll.
2013). La réactivation de la télomérase a pour cause principale la surexpression de la
sous-unité TERT, le facteur limitant ’activité de I’enzyme (Du et coll. 2007; Mocellin et
coll. 2013; Yamaguchi et coll. 2005).

La présence de ’activité de la télomérase a une quantité non-physiologique (c.-a-
d., expression ectopique dans les cellules somatiques) contribue a effacer le profil de
longueurs individuelles et tend a homogénéiser les longueurs (Gilson and Londono-
Vallejo 2007; Gomez et coll. 2012; Londono-Vallejo et coll. 2001). Les cancers ayant
une télomérase active semblent étre reliés a une survie moins longue et & des tumeurs
plus agressives comparativement aux cellules positives pour ’ALT (Hakin-Smith et coll.
2003; Kheirollahi et coll. 2011).

1.3.8.2 Allongement alternatif des télomeéres

Le mécanisme de I’ALT implique D’allongement des télomeres par la
recombinaison homologue des extrémités de fagon indépendante de la télomérase. Le
mécanisme exact est encore inconnu mais plusieurs mécanismes ont été¢ proposés (Cesare
and Reddel 2010). La caractéristique principale des cellules positives pour ’ALT est le
recrutement et la présence de corps promyelocitic leukaemia (PML), une structure sub-
nucléaire contenant de I’ADN, des protéines télomériques ainsi que des facteurs de
recombinaison et de réparation de ’ADN (Verdun and Karlseder 2007). La technique de
détection du mécanisme se fait par la détection des structures associées aux PML (corps

leucémique promyélocytaire associé a 1’allongement alternatif des télomeéres, APB) par
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une combinaison d’immunofluorescence et de FISH télomérique (Henson et coll. 2005;
McDonald et coll. 2010).

Des études sur I’ALT dans les GBM indiquent que la présence de ce mécanisme
serait reliée a une survie plus longue et que ce mécanisme est souvent identifié chez des
patients plus jeunes. Tel que mentionné précédemment, des mutations dans le géne IDH1
sont présentes dans les cellules positives pour I’ALT (McDonald et coll. 2010; Royds et
coll. 2011). L’ALT serait aussi plus fréquemment retrouvé dans les astrocytomes de
grade II et III et, par évolution, associ¢ aux GBM secondaires (Henson et coll. 2005). Les
mutations d’ATRX ont été associées a la présence du mécanisme alternatif d’élongation
des téloméres dans les astrocytomes secondaires (Jiao et coll. 2012). L’hétérogénéité des
téloméres est caractéristique de ce mécanisme d’élongation, principalement par la
présence de télomeres anormalement longs (Bryan et coll. 1995; Hakin-Smith et coll.
2003).

Tel que décrit précédemment, la co-présence de ’activité de la télomérase et de
PALT a été¢ documentée dans les GBM et est reliée a un pronostic positif pour les
patients. Environ 40% des GBM n’ont pas de mécanisme clairement établi et ceux-ci sont
reliés & une survie plus courte et & la présence d’un variant spécifique du gene CDKN2A

(variant G500) (Royds et coll. 2011).

1.4 Caractéristiques moléculaires et chromosomiques des GBM

Malgré le fait que les GBM soient considérés comme un groupe trés hétérogéne de
tumeurs, certaines caractéristiques ont été identifiées comme étant importantes dans
I’évolution du cancer (Dahlback et coll. 2009). Au niveau moléculaire, certaines voies de
signalisation ont été identifiées comme étant majoritairement impliquées dans les GBM
(figure 9) (Bleeker et coll. 2012; Ohgaki and Kleihues 2007). Les voies EGFR/PI3K/Akt,
Rb et p53 jouent un réle majeur dans le contrdle de la prolifération, la survie cellulaire, le
contrble du cycle cellulaire et dans I’apoptose (Bleeker et coll. 2012). Le déséquilibre
dans ces voies de signalisation crée un nouvel état cellulaire propice a ’initiation du
cancer. Les génes faisant partie de ces voies sont pour la plupart déja connus dans
d’autres formes de cancer pour agir sur la prolifération illimitée, 1’angiogenése,

Pinhibition de I’apoptose et la continuité du cycle cellulaire malgré la présence de
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dommages a I’ADN (Bleeker et coll. 2012; Ohgaki and Kleihues 2007). Les génes
identifié comme important dans les GBM primaires (PTEN, TP53, EGFR et secondaires
(IDH1/2, CIC, ATRX, FUBP1) décrit précédemment ont aussi leur rdle & jouer dans
I’évolution tumorale (Jiao et coll. 2012; Ohgaki and Kleihues 2013). Les altérations
génétiques dans le géne ATRX a été récemment étudié en association avec les mutations
de TP53, IDHI et IDH2. Les modifications d’ATRX ont été identifiées dans 80% des
GBM secondaires et chevauchent la présence des mutations dans les génes IDHI/2 et

TP53(Figure 3)(Liu et coll. 2012; Ohgaki and Kleihues 2013).
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Figure 9. Voies de signalisations majoritairement impliquées dans les GBM. On retrouve
la voie EGFR/PI3K/AKT, la voie RB et P53. Les suppresseurs de tumeurs sont identifiés
en vert et les oncogenes en rouge. (Bleeker et coll. 2012)
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On connait déja D’activation des oncogeénes et la désactivation des genes
suppresseurs de tumeur comme des événements nécessaires au processus de
cancérogenése. L’initiation et la progression du cancer peuvent étre causées par plusieurs
altérations génétiques. On parle alors de mutations ou encore d’anomalies de structure

(figure 10) ou d’anomalies de nombre (aneuploidie, polyploidie).

Déletion Duplication Inversion Translocation

Figure 10. Anomalies de structure dans I’initiation ou la progression du cancer (Bu and
Cao 2012).

1.4.1 Anomalies de nombre et de structure

Les anomalies de structure chromosomique ne sont pas toutes visibles au
caryotype. La résolution de ce dernier dépend de la préparation de cellule et de la
condensation des chromosomes. Avec les GBM, la résolution des caryotypes est souvent
faible et il y a souvent présence d’aneuploidies. L identification de certains chromosomes
peut étre treés difficile en présence de plusieurs chromosomes surnuméraires. De plus,
lorsqu’un trop grand nombre de réarrangements sont présents dans une cellule et que la
résolution est faible, il est nécessaire d’effectuer une hybridation in situ multicolore
observée en fluorescence (M-FISH). Cette technique permet d’identifier les différents
chromosomes présents dans la cellule dans les cas de translocations et d’aneuploidies
mais ne permet pas de voir les petites délétions, duplications et inversions.

Les techniques d’hybridation génomique comparative (CGH) sur chromosomes
permettent d’identifier les amplifications et délétions de geénes (~10-20 Mb) (Kowalska et
coll. 2010). Le dosage des génes d’un échantillon peut aussi étre fait avec CGH sur
micropuces et les petites délétions intragéniques peuvent étre reconnues par micropuces

de séquencage de polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP) (Coe et coll. 2007). Cette
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derniére technique permet aussi de discerner les alléles, permettant d’identifier les pertes
d’hétérozygocité (LOH) (Bleeker et coll. 2012). La LOH représente la présence de 2
alleles identiques (c.-a-d., pouvant étre mutés tous les deux et augmentant la vulnérabilité
au cancer) (Fujisawa et coll. 2000) ou la perte d’un alléle par délétion.

Plusieurs études ont déja été faites sur les anomalies dans les GBM et on associe
des pertes et des gains de matériel génétique a des génes impliqués dans la
cancerogenese. Les monosomies des chromosomes 10, 13, 15, 22, 14 et 16 et la perte du
chromosome Y ont été décrites (Dahlback et coll. 2009). Parmi les délétions identifiées
en CGH, on note les pertes de copies de génes sur les bras 1p, 3p, 5p, 9p, 13q (CDKN2A,
CDKN2B, PTPRD) 19q et 22q (Bleeker et coll. 2012; Dahlback et coll. 2009; Zuber et
coll. 2002a; Zuber et coll. 2002b). La délétion ou la LOH du bras long du chromosome
10 (PTEN, MGMT, ANXA7, inhibiteur d’EGFR) reste la plus connue au niveau des
GBM primaires et secondaires et est associée a un mauvais pronostic (Dahlback et coll.
2009; Ohgaki and Kleihues 2013). Les pertes peuvent étre de longueurs variables et
seules les grandes délétions peuvent étre identifiées par caryotype, sans nécessairement

identifier le point de cassure.
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Figure 11. Sommaire des variations du nombre de copies de spécimens de GBM. Les
délétions sont identifiées en rouge et les amplifications en vert. Figure d’Arslantas et coll.
(2007).



24

En ce qui concerne les amplifications fréquentes, nous pouvons mentionner
certains segments des chromosomes 1, 7 (EGFR, MET) 2, 4q (KIT, KDR, PDGFRA),
12q (CDK4, MDM2), 19 et 20 (figure 11; tableau 3) en plus des trisomies 1 et 7 (Bleeker
et coll. 2012; Dahlback et coll. 2009). Des variations dans le nombre de copies de
plusieurs genes sont rapportées a plusieurs reprises dans les études sur le GBM. La
proportion de tumeurs dans lesquels ces genes sont modifiés est trés variable (Tableau 3).
Le dosage de ces génes peut étre modifié par une anomalie de structure mais aussi par des

mutations (section 1.4.2).

1.4.2 Modification de Pinformation génétique : mutations

Plusieurs génes ont déja été identifiés comme étant mutés dans les GBM (tableau
4). Le pourcentage des cancers dans lesquels ces mutations ont été repérées reste tout de
méme en dega de 40%, probablement di a la grande hétérogénéité des GBM. Ces
changements fonctionnels dans les tumeurs peuvent tout de méme aider 4 mieux décrire
I’évolution des tumeurs et le pronostic des patients.

Ces geénes sont pour la plupart déja identifiés dans d’autres types de cancer et,
encore, le pourcentage de tumeurs caractérisées par ces mutations est inférieur & 40%.
Plusieurs génes ont aussi été identifiés comme étant fréquemment surexprimés ou
bloqués par des miRNA mais ne seront pas discutés (Bleeker et coll. 2012).Les
changements dans les génes identifiés comme des événements importants dans les GBM
peuvent étre causés par des anomalies de structure ou des mutations. L’identification de
ces acteurs peut mener au développement de nouvelles thérapies comme, par exemple, les
inhibiteurs d’EGFR étudiés comme traitement du GBM (Fenton et coll. 2012; Gadji et
coll. 2009b; Jackson et coll. 2013). De fagon générale, plusieurs génes ont été reconnus
comme ayant un rdle dans les GBM mais, di & I’hétérogénéité de ce type de cancer, le
pourcentage de tumeurs dans lesquels ces caractéristiques sont retrouvées est limité. En

d’autres mots, aucune caractéristique commune a tous les GBM n’a encore été identifiée.



Tableau 3.Génes identifiés dans les altérations du nombre de copies fréquentes dans les
GBM par Bleeker et coll. (2012). La fréquence (%) correspond au pourcentage de cas
étudiés ayant I’altération.

Chromo  Bande  Altération Fréquence  Géene Nom du géne Fonction de la protéine
-some (%)

Délétion

1 4 1q44  Amplification  2-1 1 AKT3 V-akt murine thyinoma Signalisation,
viral oncogene prolifération et
homolog 3 survie

3 3926  Amplification  0-16 PIK3CA Phosphoinositide-3- Signalisation,
kinase, catalytic, prolifération et
alpha polypeptide survie

4 4ql12  Amplification 15 KDR Kinase insert domain Angiogenese,
receptor vasculogenése
croissance des
cellules
endothéliales

6 6q26- Délétion 25 PARK?2 Parkinson protein 2 Dégradation par le
27 protéasome

7 7q21 Amplification 1 CDK6 Cyclin-dependent Régulateur du cyclé
kinase 6 cellulaire

9 9p21  Délétion 26-66 CDKN2A4 Cyclin-dependent Régulateur du cycle
kinase inhibitor 24 cellulaire

9 9p23 14-46 PTPRD Protein tyrosine Signalisation,
phosphatase, receptor  prolifération et
type D survie

12 12pl  Amplification 2-14 CCND2 Cyclin D2 Régulateur uéycle
3 cellulaire
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12 12q1  Amplification = 7-22 MDM?2 Mdm2 p53 binding Apoptose
4-15 protein homolog

17 17p1  Délétion 1-22 TP53 Tumor protein p53 Apoptose

Délétion

? = non identifié

Tableau 4. Génes fréquemment mutés dans les GBM. Tableau modifié de Bleeker et coll.
(2012).

Géne Chromosome Nom du géne % mutations
ponctuelles

NF1 17  Neurofibromin 1

PIK3RI 5 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (alpha) 7-8

PTPRD 9 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, D 0-6

TP53 17 Tumor protein p53 | 31-38

1.4.3 Les glioblastomes pédiatriques

Bien que cette étude ne porte qu’exclusivement sur le glioblastome adulte, il est
important de préciser les modifications ayant été identifi¢ dans les GBM pédiatriques. On
note particulierement chez I’enfant des mutation somatique dans la cascade de signalisation
de remodelage de la chromatine H3.3-ATRX-DAXX (44% des tumeurs pédiatriques),
principalerﬁent des mutations dans les génes régulant les modification post-traductionnelles
des histones H3.3 et H3.1 (SETD2)(Fontebasso et coll. 2013; Khuong-Quang et coll. 2012;
Schwartzentruber et coll. 2012). Les mutations d’H3F3A ont été retrouvées dans seulement

3,4% des GDM adultes (Liu et coll. 2012).
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Les mutations d’ATRX et DAXX affectent !’incorporation de I’histone H3.3 dans
I’hétérochromatine péricentrique et dans les téloméres (Liu et coll. 2012; Schwartzentruber
et coll. 2012). La présence de mutations dans la voie de signalisation H3F3A/ATRX-
DAXX/TPS3 est fortement corrélée avec le mécanisme alternatif d’élongation alternative
des télomeres et indique I’importance de la régulation de ’architecture de la chromatine

dans la pathogenése du GBM (Jiao et coll. 2012; Schwartzentruber et coll. 2012).

1.5 Objectifs et questions de travail

L’augmentation des connaissances des mécanismes d’oncogenése et d’évolution du
cancer a un poids considérable dans la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques ou de
marqueurs moléculaires. Le pronostic des patients atteints de GBM peut étre trés variable et
I’identification de nouveaux marqueurs caractéristiques de I’évolution du cancer permettrait
une meilleure estimation de I’évolution de la maladie ou de la réponse au traitement des
patients. L.’absence de données sur les profils individuels des télomeéres sur les GBM nous
amene a continuer la caractérisation et la recherche sur I’implication de la longueur des
télomeres dans 1’évolution des GBM.

L’objectif principal de ce projet est de caractériser pour la premiére fois la longueur
individuelle des téloméres dans les GBM en corrélation avec le pronostic et les anomalies
chromosomiques. Pour ce faire nous avons analysés 12 spécimens de GBM pour lesquels
nous avons €tablis les objectifs suivants :

- ldentifier la longueur moyenne des télomeres par la technique de TRF;

- Déterminer le patron des longueurs individuelles relatives pour chaque spécimen en
utilisant les techniques de Q-FISH et de M-FISH;

- Identifier les différentes anomalies chromosomiques présentes, le nombre et la
variabilit¢ de ces anomalies ainsi que les chromosomes impliqués de fagon
récurrente dans les anomalies de nombre et de structure;

- Identifier les bras chromosomiques les plus longs et les plus courts dans chacun des
spécimens;

- Comparer les observations de la longueur des téloméres et des anomalies
chromosomiques avec les données cliniques des patients ainsi que les données

recensées dans la littérature scientifique;
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Nous pourrons déterminer si le profil retrouvé dans les GBM les moins agressifs
ressemble davantage au profil identifié¢ dans les lymphocytes normaux et s’il y a présence
de similarités avec les LMC. Nous croyons aussi qu’il est possible d’identifier certains bras
chromosomiques dont la régulation de la longueur des téloméres est exclusive a I’évolution
des GBM. Les anomalies chromosomiques identifiées nous permettent de vérifier quels
chromosomes sont perdus ou dupliqués de fagon récurrente et s’il existe un lien avec le
profil de longueurs individuelles des télomeéres. Nous voulons aussi vérifier si les
chromosomes ayant des téloméres courts sont observés davantage dans les réarrangements
chromosomiques et si les cas ayant un grand nombre d’anomalies présentent des télomeres
plus courts accompagnés d’une survie plus courte. L’identification de nouvelles
caractéristiques du GBM pourrait nous lancer sur de nouvelles pistes concernant

I’agressivité du cancer, 1’évolution et la survie du patient.
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MATERIEL ET METHODES

2.1 Sélection des tumeurs

Toutes les tumeurs gliales proviennent de patients opérés par les neurochirurgiens
Dr David Fortin et Dr David Mathieu du Service de neurochirurgie dans le Département de
chirurgie du Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS). Les patients ont
consenti a la mise en banque des biopsies tumorales et le projet de recherche a été approuvé
par le comité d’éthique a la recherche en santé chez I’humain du CHUS et de I’Université
de Sherbrooke (certificat #11-088). Les tumeurs avec un diagnostic neuropathologique de

GBM ont été sélectionnées pour 1’étude.

2.2 Culture primaire de cellules gliales

Les spécimens de tumeurs ont été récupérés dans du milieu Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Wisent Bioproducts, St-Bruno, Québec, Canada) non suppiémenté
directement au bloc opératoire lors des chirurgies de résection ou de biopsie. La mise en
culture du spécimen a été effectuée par fragmentation a I’aide d’un scalpel et avec ajout de
1 mL de sérum de bovin feetal (FBS) (Wisent Bioproducts) et 1 mL de milieu de culture
complémenté (DMEM, 10% FBS, 2% pénicilline-streptomycine). La méme quantité de
FBS et de milieu a été ajoutée a des intervalles de 3 jours jusqu’a un total de 6 mL dans un
pétri de 10 mm de diamétre. Par la suite, les changements de milieux ont été faits jusqu’a
une confluence de 70 a 80%. Les cellules ont été conservées en tout temps dans un
incubateur a 37°C avec 5% CO,.

Lorsque la confluence des cellules était atteinte, le milieu a été retiré et les cellules ont
¢été lavées avec du Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) préchauffé a 37°C. Les cellules
ont été décollées de la paroi du contenant en présence de trypsine 0,25%/EDTA 0,53 mM
pendant 2 &4 5 minutes & 37°C. Les cellules étaient ensuite suspendues dans du milieu et

diluées pour étre remises en culture & une confluence de 15 a 20%.



30

2.3 Congélation des cellules

Lorsque décollées par la trypsine et suspendues dans le milieu, les cellules ont été
centrifugées a 1 700 x g pendant 5 minutes. Le surnageant était alors retiré et le culot de
cellules dilué dans un milieu de congélation [50% DMEM, 40% FBS, 10%
diméthylsulfoxide (DMSO)]. Les tubes de congélation ont été mis a -80°C et ont été

transférés dans 1’azote liquide aprés 24 heures.

2.4 Préparation de culot de cellules

Les mémes manipulations que I’étape de congélation des cellules ont été effectuées
jusqu’au retrait du surnageant. Le culot de cellules a alors été lavé avec du HBSS et
transféré dans des microtubes de 1,5 mL. Une centrifugation de 2 minutes a 12 000 x g a
permis de précipiter les cellules. Le surnageant a été retiré et le culot a été congelé et

conservé a -80°C jusqu’a utilisation.

2.5 Récolte de cellules adhérentes

Les cellules en culture ont été décollées tel que décrit en section 2.2 et le milieu de
culture a été changé (DMEM complémenté). La colchicine — Colcémide (KaryoMAX
colcemid solution 10 pug/mL, Gibco, Life Technologies Inc., Burlington, Ontario, Canada) a
¢ét¢ ajoutée au milieu a une concentration finale de 50 pg/mL. La récolte débutait entre 2 et
18 heures apres I’ajout de Colcémide. Le temps d’action de cette derniére a été¢ déterminé
en fonction du temps de réplication du spécimen, qui était, en moyenne, de 18 heures pour
les gliomes.

Apres Iincubation avec Colcémide, le milieu de culture était retiré et conservé. Les
cellules étaient rincées au HBSS et elles étaient décollées. Le milieu de culture était rajouté
dans la boite de Pétri pour recueillir les cellules et celles-ci ont été centrifugées a 1 350 x g
pendant 5 minutes. Une fois le surnageant enlevé, les cellules étaient prétes pour le choc
hypotonique : goutte a goutte, environ 4 mL de citrate de sodium 0,8% ont été ajoutées
avec agitation des cellules a I’aide d’un vortex. Le volume était complété a 12 mL et les
cellules ont été incubées a 37°C pour 30 minutes. Pour chaque tube, 1 mL d’acide acétique
5% a été ajouté pour la pré-fixation. Les cellules ont été centrifugées. La fixation des

cellules s’est fait en ajoutant environ 4 mL de Carnoy (méthanol : acide acétique 3:1)
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goutte a goutte, au vortex. Le volume a ét€ complété a 12 mL et les tubes ont été laissés au
repos pour 10 minutes a la température de la piece. Les étapes de centrifugation et d’ajout
de Carnoy ont été répétées 3 fois avant de suspendre les cellules dans 1 a 2 mL de Carnoy
1:1. Les lames ont ensuite été étalées en laissant tomber une goutte par lame dans une
chambre a température et a humidité contrdlées (Thermotron, Holland, MI). Les lames ont
été étalées a 55% d’humidité et 22°C. La solution de cellules métaphasiques ainsi que les

lames étalées ont été conservées a -20°C.

2.6 Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été effectuée avec le kit Gentra Puregene (Qiagen, Toronto,
Ontario, Canada) en utilisant le protocole de la compagnie pour I’extraction d’ADN de
cellules en culture. Les culots de cellules ont été décongelés le plus rapidement possible a
37°C avec agitation et la solution de lyse cellulaire a €té ajoutée. Les tubes étaient agités
sur le vortex a haute vitesse pour 10 secondes. Un traitement a la ribonucléase a ensuite été
fait avec agitation par inversement et une incubation de 5 minutes a 37°C. Les tubes ont été
incubés une minute sur glace avant d’étre centrifugés a 13 000 x g. Les protéines ont
précipité avec la solution de précipitation et les tubes ont été agités et centrifugés a
nouveau. Le surnageant a été ajouté a I’isopropanol pour la précipitation de I’ADN et le
tout a été centrifugé a nouveau. Le culot d’ADN a ensuite été lavé avec de 1’éthanol 70%
froid. L’ADN a été suspendu dans la solution commerciale de réhydratation de I’ADN. La
concentration d’ADN a été définie par I’absorbance 4 260 nm et sa pureté par le ratio de
I’absorbance a 260 nm sur ’absorbance & 280 nm. Le ratio doit étre entre 1,7 et 1,9 pour
que I’échantillon soit jugé de bonne qualit€é pour la poursuite des expériences. Les tubes

d’ADN ont été conservés a -20°C.

2.7 Analyse de la longueur moyenne des téloméres

La technique des fragments de restriction des télomeres (TRF) a permis d’obtenir la
longueur moyenne des téloméres. Les réactifs du kit DIG High Prime DNA Labeling
Detection Starter Kit II (Roche, Laval, Québec, Canada) ont été utilisés pour cette
technique. Entre 2 et 5 pg d’ADN étaient digérés pendant 18 heures a 37°C avec les

enzymes de restriction Hinfl et Rsal (New England Biolabs, Pickering, Ontario, Canada).
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Les échantillons ainsi que des marqueurs de poids moléculaires couplés a la digoxygénine
(DNA Molecular Weight Marker II DIG labeled 0,12-23,1 kbp, Roche) étaient déposés sur
gel d’agarose 0,8% dans du tampon Tris-acétate-EDTA et migrés a 50 V pendant 4 a 5
heures. Le gel était coloré au bromure d’éthidium et photographié. L’ ADN dans le gel a été
dépuriné avec du HC1 0,25 N, dénaturé dans du NaOH 0,5 M-NaCl 1,5 M et neutralisé avec
une solution de Tris-HCI 0,5 M-NaCl 3 M pH 7.,5. Le gel a ensuite été monté pour étre
transféré sur une membrane de nylon chargée positivement (Roche). Le montage de

transfert de type Southern a été fait selon par capillarité (Figure 12).

Pile de papier absorbant
3 % Papier filtre 17MM
- 3 = Papier filtre 30N

Ihdembrane de nylon g

3 x Papier filtre 3MM

Figure 12. Montage de type Southern utilisé pour la technique TRF.

Apres transfert d’une nuit dans du SSC 20X, I’ADN a été fixé sur la membrane par
rayons ultraviolets (UVC; 120 mJ/m?). La membrane a été pré-hybridée pendant 60
minutes a 37°C avec une solution d’hybridation (DIG Easy Hyb, Roche) et hybridée toute
la nuit & 37°C avec cette méme solution contenant la sonde (CCCTAA); couplée a la DIG
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA). Apres une série de lavages stringents avec
des solutions de SSC 2X-SDS 0,1%, SSC 0,2X-SDS 0,1% (37°C) et d’acide maléique 0,1
M-NaCl 0,15 M-Tween 20 0,3%, la membrane a été bloquée avec une solution de blocage
(Blocking Solution, Roche) et incubée avec une solution d’anti-DIG couplée a la
phosphatase alcaline (Anti-DIG AP-conjugate, Roche) a une concentration de 75 mU/mL
pendant 30 minutes a température ambiante. Le substrat de chimioluminescence CSPD
(Roche) a été utilisé pour la révélation de I’ADN hybridé. La détection des téloméres a été

faite par exposition sur film photographique. Le film a ensuite été numérisé et analysé avec
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le logiciel Image J (Version 1.45, NIH, USA). L’équation logarithmique du poids

moléculaire a été établie avec les marqueurs en fonction de la migration du gel. La longueur

moyenne des télomeres est définie par I’équation : TRF = -Z-%gff—i.

2.8 PNA FISH (Q-FISH)

La technique Q-FISH a ét¢ effectuée sur les lames étalées selon les méthodes
conventionnelles de cytogénétique (section 2.5). Le vieillissement des lames a été réalisé a
37°C pendant 24 heures. Celles-ci ont ensuite été trempées dans différents bains : TBS pour
2 minutes, formaldéhyde 3,7% pour 2 minutes, TBS pour 2 fois 5 minutes, solution de
prétraitement (pepsine 0,01%, HCI1 0,01 N) pour 3 minutes, TBS pour 2 fois 5 minutes et
éthanol 70%, 80% et 100% pour 2 minutes chacun. Aprés séchage, 10 uL de sonde d’acide
nucléique peptidique (PNA) couplée a la fluorescéine isothiocyanate-(CCCTAA); ou au
Cy3 (PNA Bio Inc, Thousand Oaks, CA) diluée a 50 uM dans une solution d’hybridation
(NaHPO4 20 mM pH 7.4, Tris 20 mM pH 7.4, formamide 60% dans SSC 2X, 0,1 ug/mL
sperme de saumon) a été déposés sur chaque lame.

Les lames ont été dénaturées pendant 3 min a 80°C sur la plaque PCR et incubées
pendant 60 minutes a la température de la piéce, a I’obscurité. Les lavages de la sonde ont
été faits dans du SSC 0,4X-NP 40 0,3% pour 1 minute, suivi de la méme solution a 65°C
pendant 2 minutes et de SSC 2X-NP-40 0,1% pendant 1 minute. Les lames ont ensuite été
montées avec la solution de p-phenylenediamine (PPD, Sigma Aldrich, Oakville, Ontario,
Canada) et de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (50 ng/mL) pH 9,0. Les lames étaient
conservées pendant 2 jours a température piéce pour le marquage en bande DAPI avant la

prise de photo.

2.9 Hybridation in situ multicolore observée en fluorescence (M-FISH)

Afin d’identifier de fagon spécifique les chromosomes pour I’identification individuelle
de chacun des téloméres dans ce projet, la technique de M-FISH a été effectuée. Cette
technique utilise une combinaison de 5 fluorochromes permettant 1’identification des 22
autosomes et des 2 chromosomes sexuels humains en les marquant chacun d’une couleur

distincte. Cette technique est utilisée dans les cas de cellules aneuploides, de préparations
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de métaphases de faible résolution et/ou de mauvaise qualité et lors de la présence de
nombreuses translocations.

Le M-FISH a été fait sur les mémes lames que celles du Q-FISH. Le protocole de la
compagnie pour les sondes 24XCyte (MetaSystem Group Inc, Whaltham, MA) a été
réalisé. Les lamelles et le milieu de montage étaient retirés par 3 bains de TBS de 5
minutes. Les lames étaient ensuite incubées pendant 30 minutes dans le SSC 2X & 70°C et
refroidies a la température de la piéce pendant 20 minutes. Elles ont été transférées dans
plusieurs bains d’une minute chacun avant d’étre séchées a I’air: SSC 0,1X, NaOH 0,07N
(4°C), SSC 0,1X (4°C), SSC 2X, éthanol 70%,80% et 100%.

Environ 10 pL. de sonde 24XCyte par lame a été dénaturé¢ a 75°C pour S minutes
puis mis sur la glace avant d’étre incubé pendant 30 min a 37°C. La sonde a pu étre ensuite
appliquée sur les lames. Celles-ci ont été scellées et mises en chambre humide a 37°C
pendant 48 heures.

Les lamelles ont ensuite été décollées et les lames ont été déposées dans du SSC
0,4X a 72°C pour 2 minutes, suivi de SSC 2X pour 30 secondes. Les lames ont été rincées a
’eau distillée et montée avec du PPD/DAPI (50 ng/mL) pH 7,5.

2.10 Prise de photo, caryotypage et mesures des longueurs des téloméres

Les photos de Q-FISH et M-FISH ont été prises avec le microscope a
épifluorescence semi-automatisé (Olympus BX61; Olympus America Inc, Center Valley,
PA) et une caméra Compulog IMAC-CCD S30 (Metasystem Group Inc). Le logiciel
Metafer v3.3.6 (Metasystem Group Inc) a été utilisé pour le balayage automatique des
lames. Les images ciblées ont été analysées a I’aide du logiciel ISIS v5.2 (Metasystem
Group Inc). Le caryotype a été fait en fonction du marquage multicolore du M-FISH et
appliqué aux mémes lames et aux mémes métaphases en Q-FISH.

Les télomeres sont été mesurés sur les métaphases caryotypées avec la fonction
Telomere Measurement du logiciel ISIS, permettant de mesurer ’intensité individuelle de
chacune des extrémités télomériques sur le caryotype. Le bruit de fond des images a été

automatiquement corrigé par le systeme d’analyse d’images.
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2.11 Analyses statistiques des mesures individuelles des téloméres

Les données inférieures a une intensité de signal de 10 unités ont été retirées de
I’analyse puisqu’elles ont été jugées comme étant inférieures ou équivalentes au bruit de
fond. Les valeurs d’intensité de signal de chaque cellule ont été transformées en longueur
télomérique (kb) a I’aide de la longueur relative moyenne obtenue par TRF. Les valeurs de
chaque cellule ont été ensuite transformées individuellement selon la moyenne d’intensité
de signal dans chaque cas. Les chromosomes significativement plus longs et plus courts ont
été déterminés avec les valeurs inférieures au rang percentile 2,5% et supérieures au
percentile 97,5% pour chacun des spécimens. Ceux-ci ont été considérés comme
significativement différents de la moyenne. Le logiciel Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft Corp, Redmond, WA) a été utilisé pour le traitement des données brutes
provenant d’ISIS ainsi que pour les analyses statistiques. Le logiciel Graphpad Prism 5

(Graphpad Software Inc., La Jolla, CA) a ét¢ utilisé pour la conception des graphiques.



RESULTATS

3.1 Traitement des spécimens de la chirurgie aux analyses
Les analyses ont été effectuées sur 11 spécimens provenant de résections
chirurgicales de tumeurs cérébrales de 11 patients traités au CHUS. Pour chaque

échantillon, la méme procédure a été suivie (Figure 13).

Q P Culture primaire

Y\

Culot de cellules Récolte de métaphases
ADN J \
% Q-FISH  M-FISH

Analyse Southern: \ f

Telomere Restriction Fragments =2 Longueur individuelle

(TRF) Identification des anomalies

Figure 13. Schéma général des manipulations effectuées a partir des spécimens tumoraux.

Les spécimens analysés proviennent de 5 femmes et 6 hommes caucasiens, agés
entre 25 et 72 ans. L’4ge moyen est de 50,4 ans et ’4ge médian de 51,5 ans. La moyenne
du temps de survie apres chirurgie est de 22,9 + 13,9 mois pour I’ensemble des spécimens
analysés. Les numéros attribués a chacun des spécimens ont été donnés en fonction de
I’ordre d’arrivée des échantillons et non en fonction de critéres spécifiques. Les données
cliniques des patients sont décrites dans les résultats de chacun des spécimens et a ’annexe’
1. Celles-ci proviennent des dossiers médicaux des patients ayant été traités au CHUS.
Toutes les informations, telles que les chirurgies supplémentaires ou le déces de patients
enregistrés dans un autre hopital que le CHUS et non-rapportés dans le dossier par le
médecin traitant, ne sont pas disponibles. Le diagnostic des tumeurs est établi par le
neuropathologiste du CHUS selon les critéres de 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS). Un des spécimens s’est avéré étre un astrocytome avec changements anaplasiques
(grade III) plutdt quun GBM. Les résultats de ce spécimen sont tout de méme présentés

dans le document.
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Le contréle positif utilisé est la lignée cellulaire adhérente U-87 MG (American
Type Culture Collection, Masassas, VA) provenant d’une tumeur astrocytaire agressive
humaine de grade IV. La lignée cellulaire a ét¢ manipulée de la méme fagon que les
cellules de spécimens humains.

Les longueurs moyenne et individuelle des télomeéres ont été mesurées sur les
cellules en culture de chaque spécimen. Afin de réduire le biais de sélection clonale et de
diminution de la longueur télomérique, les cellules ont été cultivées pour un maximum de
six passages avant d’étre récoltées ou congelées. Les spécimens ont €té récoltés pour le Q-
FISH et le M-FISH et les culots de cellules ont été congelés et conservés pour la technique
de TREF. Les résultats obtenus pour la longueur moyenne et pour les longueurs individuelles

proviennent donc de cellules ayant subi le méme temps de culture.

3.2 Longueur moyenne des télomeres

La technique TRF a permis d’obtenir la longueur moyenne de tous les télomeres
dans chacun des spécimens. Les manipulations ont été effectuées au moins en duplicata,
excepté pour les spécimens 5 et 11 ou la qualité et la quantité du matériel ont limité la
technique a une seule mesure. . Les marqueurs de poids moléculaire (M) permettent de
mesurer la longueur moyenne de chaque spécimen par densitométrie (Tableau 5) L’écart-
type (o) a été mesuré par la répétition de la technique. La figure 14 et le tableau 5
présentent les résultats et mesures obtenus pour les spécimens analysés. Dans ce projet, la

moyenne de tous les spécimens cliniques analysés est de 6,1 = 3,5 kb.
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Figure 14. Analyse TRF pour chacun des spécimens. Chaque bande détectée correspond a
la longueur des fragments de restriction correspondant aux télomeéres. Les chiffres
correspondent aux numéros des spécimens analysés. Les spécimens 3 et 6 montrent chacun
2 bandes reliées a 2 «populations télomériques » (rectangles gris). Des bandes spécifiques
sont détectées pour les spécimens 10 et 11 (fleches rouges).

Deux bandes diffuses de longueurs moyennes télomériques différentes sont
observées dans les spécimens 3 et 6. Dans les deux cas, il s’agit de bandes avec une
longueur inférieure a 1,5 kb et une supérieure a 7 kb (Erreur! Source du renvoi
introuvable.). La longueur moyenne de chacune des bandes a été mesurée (tableau 5). La
longueur individuelle relative a été établie avec la longueur moyenne totale mesurée par
densitométrie. Les deux bandes ont été observées en triplicata pour le spécimen 3 et en
duplicata pour le spécimen 6. Elles ont été caractérisées de « population télomérique ». Ces
observations sont reproductibles ne peuvent pas étre considérées comme étant une erreur
technique ou un défaut de digestion lors des manipulations en laboratoire. Dans les deux

cas de ces spécimens, les tumeurs avaient été caractérisées comme indolentes. Les
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hypothéses concernant la présence de 2 bandes diffuses sont discutées en 4.2.3. Les bandes

spécifiques des spécimens 10 et 11 sont décrit en 3.4 et discutées en 4.2.5.

Tableau S. Longueurs moyennes des télomeres obtenus suite a 1’analyse TRF

Spécimen Longueur TRF (kb) + o

1 2,60+0,10

3 1,30£0,10

7 9,10 = 0,10

9 8,80+ 0,00

11 10,60

3.3 Caryotypage des spécimens

Les caryotypes des spécimens ont été effectués avec les images obtenues par M-
FISH. Pour chacun des spécimens, sept a douze cellules ont été caryotypées et analysées.
Les cancers solides étant particulierement hétérogénes, plusieurs variations peuvent &tre
observées dans le nombre de chromosomes. La technique de Q-FISH permet d’obtenir une
hybridation spécifique et quantitative des télomeéres tandis que le M-FISH nous permet une
meilleure interprétation des caryotypes complexes obtenus dans les GBM. La mesure des
signaux de Q-FISH pour chacune des extrémités chromosomiques nous permet d’obtenir
une mesure individuelle des téloméres et d’en faire une moyenne relative avec la longueur

moyenne obtenue par TRF.
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Figure 15. Exemple de caryotype particulier observé par M-FISH A) et Q-FISH B) pour
une cellule du spécimen 1. Il s’agit d’une cellule hypertriploide (76,XXXX,+1,
+der(1)t(1;6)(q?;?7)x2,+2,+3,+5,+7,+7,+7,+8,-9,-9,-9,-13,-14,+15,+17,-18,-19,+20,+20,-21).

Chaque caryotype a été analysé en fonction du nombre de chromosomes retrouvés

(nombre modal de chromosomes) et selon les anomalies de structures (tableau 7). Le

tableau complet des anomalies recensées pour chacun des cas se trouve en annexe 3.

Tableau 6. Nombre de chromosomes et d’anomalies de structure retrouvé par mitose

Spécimen Sexe Chromosomes (n) Anomalies de structure
R par mitose (n)
U-87 MG Y 41-47; 83 7-14
1 F 38-77 1-6
2 N 33-87 0
3 F 46 0
4 ¥ 61-78 14
5 Y 43-46; 72 0-1
6 b 46-47 14-18
7 Y 59-72 2-5
8 L | 28122 3-12
9 Y 33; 44-47 0
10 F 43-46 0
11 Y 39-47;92-93 0-1
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3.4 Description des résultats individuels

Les anomalies de structure relatives a chacun des spécimens sont détaillées dans
I’annexe 3. Les anomalies chromosomiques sont décrites comme étant « récurrentes »
lorsqu’observées dans plus de 40% des cellules analysées d’un méme spécimen. Le seuil de
40% a été défini par le laboratoire. Les chromosomes ont été identifiés par M-FISH. Dans
plusieurs cas, il était impossible d’identifier correctement le bras chromosomique impliqué
dans I’anomalie. Les dérivés sont des chromosomes dont la structure a été réarrangée par
plus d’un éveénement (c.-a-d., inversion et délétion sur un méme chromosome) ou le produit
d’un réarrangement impliquant 2 chromosomes ou plus (c.-a4-d., le produit d’une
translocation non équilibrée). Ces anomalies sont pour la plupart des produits de
translocation et sont identifiés selon I’origine chromosomique du centromére présent dans
le dérivé, par exemple, centromeére du chromosome 1, bout du bras p échangé avec le p du
chromosome 6 se nomme der(1)t(1;6)(p22;p12) dans le U-87MG. La nomenclature des
anomalies est faite selon les régles du systéme international de nomenclature pour la
cytogénétique humaine (An international System for Human Cytogenetic Nomenclature,
ISCN) (Shaffer and Tommerup 2005).

Les données brutes des longueurs individuelles des télomeéres de chacun des
spécimens se retrouvent en annexe 2. Les profils des longueurs individuelles sont présentés
sous forme de graphique (figures 15 & 26) avec une échelle de 15 kb, excepté pour les
spécimens 7, 9, 10 et 11 ayant une échelle de 25 kb. Les longueurs moyennes décrites sont

regroupées dans le tableau 5.

3.4.1 Spécimen U87-MG

Le spécimen (numéro ATCC : HTB-14™) provient originalement d’un homme
caucasien de 44 ans. Deux autres lignées cellulaires, ATCC HTB-15 et ATCC HTB-16, ont
pour origine le méme gliome malin. La lignée est déja connue comme étant hypodiploide,
ayant un nombre modal de 44 chromosomes et un taux de ploidie plus élevé de 5,9%. Un
total de 12 anomalies chromosomiques communes ont été identifiées par ATCC
der(1)t(1;3)(p22;q21), del(9)(p13), der(16)t(1;16)(p22;p12) et 9 autres anomalies. Selon les
descriptions de ’ATCC, le dérivé du chromosome 1 est présent en 2 copies dans la plupart

des cellules, un seul chromosome X est présent, le chromosome Y est manquant et il
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semble qu’il n’y ait aucune copie normale (sans anomalies) des chromosomes 1, 6 et 9
(ATCC® 2012).

Les cellules analysées de la lignée U-87 MG posseédent entre 41 et 47 chromosomes
et une seule cellule sur douze en possédait 83. Les caryotypes contiennent entre 7 et 14
anomalies de structure par cellule. La majorité des chromosomes est impliquée dans les
anomalies chromosomiques sauf les chromosomes 5, 8, 11, 15, 21, X et Y. Les anomalies
de structure récurrentes dans les cellules sont les
der(20)(20pter—20q?::1p?—1p?::14q?—l4qter), der(7)(7pter—q?::6q?—06qter),
der(1)(13qter— 13q?:: 1p? —1qter), der(16)(1pter—1p?::16p?—16qter),
der(22)(10qter—10q?::22p?—22qter) et le der(12)t(6;12)(?;9?).

On note, de fagon récurrente, des délétions des chromosomes 1, 2 et 20 ainsi que
des segments de chromosomes 6, 11q, 13, 14, et 18. Au niveau des amplifications
fréquentes, on retrouve majoritairement des petits bras du 4 et une partie du 7
surnuméraires. Les chromosomes 1, 6, 12, 13, 22 et 14 sont particuliérement impliqués
dans les réarrangements de structure. Les anomalies retrouvées pourront étre comparées
avec les données d’ATCC.

Le spécimen U87-MG présente une longueur moyenne de 0,95 + 0,8 kb. Les
longueurs relatives individuelles ont été calculées a partir de cette valeur (figure 16). La

longueur moyenne des télomeres est la plus petite de toutes (0,95 + 0,08 kb).
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Figure 16. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeéres de la lignée cellulaire
U87-MG.
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3.4.2 Spécimen 1

Le spécimen 1 est une des tumeurs les plus agressives avec une survie courte. Il
provient d’une tumeur d’une femme de 54 ans avec une survie de 4,3 mois apres opération.
La longueur moyenne des télomeres de 2,60 £ 0,1 kb a servi a mesurer les longueurs

individuelles (figure 17).
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Figure 17. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeres du spécimen 1.

Les caryotypes sont tres hétérogenes. Ils présentent entre 38 et 77 chromosomes
incluant 1 a 6 anomalies de structure par cellule. On y observe majoritairement des cellules
hypertriploides (8/11) ayant une allure de caryotype tétraploide avec de nombreuses
délétions. Aucune cellule ne présente le méme caryotype.

On retrouve fréquemment des délétions des chromosomes 4, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
18, 19, 21, 22 ainsi que des chromosomes 7 et 20 surnuméraires. On remarque
parallelement les 9p, 13p, 14p, 19q, 19p, 22p et 21q comme étant les plus courts du
spécimen. Ce sont les chromosomes 1, 6, 9 et 18 qui sont majoritairement impliqués dans
les dérivés identifiés. En comparant avec les longueurs individuelles, nous avons observé
que le 9q présente une tres grande hétérogénéité dans les différentes cellules et que 1’on
retrouve le 1p et 6p au niveau des télomeres les plus longs. Le télomere 9p est le plus court

et le plus souvent délété. Tres peu de télomeres 9q ont pu €tre mesurés.

3.4.3 Spécimen 2
Le spécimen 2 provient d’un homme de 41 ans avec une survie de 44 mois apres la

premiere chirurgie. La longueur moyenne ayant servis aux longueurs individuelles est de
2,60 + 0,10 kb (Figure 18).
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Figure 18. Profil des longueurs relatives individuelles des téloméres du spécimen 2.
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Figure 19. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeres du spécimen 3.
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Le spécimen 3 est un astrocytome avec changements anaplasiques. Ce dernier
présente des caryotypes tres homogenes (46,XX), sans anomalie de nombre ou de structure
(annexe 3). Un total de 14 caryotypes normaux ont été analysés pour ce spécimen. La

survie pour cette patiente fut de 14,3 mois. Cette tumeur a été caractérisée comme étant

indolente.

3.4.5 Spécimen 4

Pour ce qui est du spécimen 4, la survie de la patiente (femme, 59 ans) était de 18,2
mois et la longueur moyenne des télomeéres de 3,65 + 0,15 kb (Figure 20). Au niveau du
caryotype, les cellules contiennent entre 61 et 78 chromosomes. Les cellules possedent
entre 1 a 4 anomalies de structure. Les chromosomes 2, 4, 7, 9, 11,15,17, 18,21 et 22 sont
impliqués dans ces anomalies dans au moins une cellule. Le der(9;22)(q10;q10) et le

der(7;17)(q10;q10) sont les principales anomalies de structure observées.
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Figure 20. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeéres du spécimen 4.

Au niveau de la longueur individuelle, on remarque surtout le fait que le 9p soit le
plus long et le 9q le plus court, en plus d’observer le 17p, 17q, 22p et 22q dans les plus
courts. On remarque que tous les téloméres des chromosomes impliqués dans les anomalies
de structure font partie des télomeres les plus courts, excepté pour le 9p qui est le plus long.
Le caryotype est hypertriploide. On peut noter par contre un nombre inféricur constant des
chromosomes 9, 10, 11, 13, 14, 17, 22 et un nombre supérieur des chromosomes 1, 3, 6, 8
et 20. La délétion du 22 et les 1 et 20 surnuméraires ont déja été documentés (Bleeker et

coll. 2012; Dahlback et coll. 2009).
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3.4.6 Spécimen 5

Le spécimen provient d’un homme de 43 ans. Les caryotypes présentent entre 43 et
46 chromosomes et une cellule de 72. Un seul caryotype posséde un chromosome X
surnuméraire et deux ont perdu leur chromosome Y. On retrouve trois différents caryotypes
ayant perdu les chromosomes 5, 6, 7 et 8. Le caryotype de la cellule 72,XXYY semble étre
une cellule tétraploide avec un grand nombre de délétions. Le temps de survie pour ce
patient n’est pas disponible. Il s’agit d’un spécimen avec indice de prolifération Ki-67 élevé
de 80% et une longueur télomérique moyenne normale de 6,90 kb (Figure 21). Deux
différentes anomalies de structure ont ¢ét¢ identifiées, le der(14;22)(q10;ql0) et le
der(6;17)(p10;710). Au niveau de la longueur individuelle, on remarque le 22q est retrouvé

dans les plus courts. Les autres anomalies retrouvées ne sont pas récurrentes.
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Figure 21. Profil des longueurs relatives individuelles des téloméres du spécimen 5.

3.4.7 Spécimen 6

Le spécimen 6 est un spécimen provenant de la 3° opération de résection d’une
femme de 62 ans. La survie apres diagnostic est de plus de 36 mois mais la survie apres
chirurgie est de 3 mois. Le patient a subi deux traitements de chimiothérapie et de
radiothérapie combinés (protocole Stupp). La tumeur a été décrite comme étant indolente. 11
s’agit du 2° spécimen a présenter deux « populations télomériques » différentes (1,45 et
7,45 £ 0,05 kb). Le profil de longueur individuelle a été défini par densitométrie a partir de
la moyenne des bandes a 1,75 + 0,05 kb (Figure 22).
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Figure 22. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeres du spécimen 6.

Les caryotypes sont homogénes mais présentent de nombreuses anomalies de
structure. Les caryotypes présentent 46 ou 47 chromosomes avec un total de 14 a 18
anomalies de structure par cellule. On note de fagon récurrente des chromosomes 7 et X
surnuméraires. La totalité des cellules montrent une délétion des chromosomes 1, 2(x2),
3(x2), 5, 6(x2), 8, 9, 10(x2), 11, 12, 15, 16 et 19. Les anomalies de structures récurrentes
sont les suivantes: der(1;5)(?10;q10), der(1;5)(?10;p10)t(1;2)(?;?), der(9)t(3;9)(?;7),
der)t(2;19)(p?;?7),  der(3)t(3;2)(p?;M(2;6)(?;7),  der(3;10)(37—3?10::10710—10qter),
der(6)(6pter—6q?::27—27::17—17), der(11;12)(710;710), der(19)t(?;19)(?;p?),
t(8;11)(p?;p?), der(10,;19)(?10;710), der(12;22)(710;710), t(15,16)(p10;?10),
ins(3;9)(3pter—9?::?7::9q?—3qter)et r(2)(p?;p?).
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marb

Figure 22. Caryotype de la cellule 1 du spécimen 6 représentant la complexité des
caryotypes retrouvés. Ce caryotype est caractéris€ par de nombreuses anomalies de
structure (13 dérivés, 2 translocations et un anneau) (47,XXX.,der(1;5)(?10;q10),-2,

der(2)(3?7—37::27—2?::672—6?), del(2)(q?),der(2)t(2;19)(?10;710),-3,
ins(3;9)(3pter—3q?::9? —9?::3q?—3qter).,der(3;9)(?10;710),-5,
der(5;1)(5p—57::17—12::27—27?),-6,

der(6)(6p—6q?::2?—22::17—1?),+7,t(8;11)(p10;p10),-10, der(3;10)(?10;2?10),

der(11)t(11;12)(2;2),der(12)t(12;22)(?:2).t(15:16)(p2:?),der(19;20)(210;210),
der(19)t(10;19)(2;?) .

Aucun lien ne peut étre fait entre la longueur individuelle des télomeres et les
anomalies de structure identifiées. Le nombre de données recueillies pour ces chromosomes
est trop faible étant donné que les bras chromosomiques n’ont pas pu étre identifiés pour les

chromosomes impliqués dans les translocations.

3.4.8 Spécimen 7

Le spécimen d’un homme de 25 ans présente une survie de 5,5 mois (le plus
agressif). Les caryotypes possédent entre 59 et 72 chromosomes. On retrouve le
der(9)t(9;15)(q?;p?) et une autre anomalie impliquant le bras long du chromosome 17 dans
toutes les cellules analysées (annexe 3). Les télomeres 9q et 17p se trouvent dans les plus

courts retrouvés dans le spécimen. On retrouve sept des huit caryotypes hypotriploides avec
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rtir de la longueur 9,10 + 0,10 kb (figure 24).
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des ratios de chromosomes variant encore entre 2 et 4 dans les mémes cellules. On note les
duplications des chromosomes 1, 7 et 8 et des délétions des 2, 6, 9, 10, 13, 14, 15p et 22.
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Le spécimen 8 provient d’un homme de 49 ans avec une survie de moins de 12 mois
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Figure 24. Profil des longueurs relatives individuelles des téloméres du spécimen 8.
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Les caryotypes analysés présentent une tres grande hétérogénéité (de 28 a 122
chromosomes par cellule). On retrouve entre 3 et 12 anomalies de structure par cellule mais
seuls les der(1;9)(p10;?10), der(12;21)(?10;?10) et le der(X;21)(?10;?710) sont récurrents.
Cette hétérogénéité cellulaire semble étre causée par la mauvaise ségrégation des
chromosomes a la mitose, causant des cellules avec des nombres inégaux de chromosomes.

Le télomere 21p est le plus court du spécimen et le 12q le plus long.

3.4.10 Spécimen 9

Le spécimen 9 provient de la premiére opération d’un homme de 72 ans qui était
toujours en vie 19 mois apres sa chirurgie. La longueur moyenne du spécimen est de 8,80 +
0,0 kb (Figure 26). Les caryotypes analysés contiennent de 44 a 47 chromosomes, la
plupart sans anomalie de structure. Une seule cellule contenait 4 anomalies impossibles a
identifier. Seul le chromosome 11 s’est présenté comme étant supplémentaire dans une
cellule et les chromosomes 15, 10 et 22 sont délétés dans 2 cellules. Le Y est absent dans

trois cellules.
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Figure 25. Profil des longueurs relatives individuelles des téloméres du spécimen 9.

L’échelle de longueur est établie a 25 kb.

3.4.11 Spécimen 10
Ce spécimen provient de la premiere de trois opérations de résection d’une femme

de 58 ans. Aucune anomalie de structure n’y est observée mais certains chromosomes et
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bras chromosomiques sont perdus dans quatre cellules (délétions respectives du 9p, 13, 19
et 21, 2, 17 et 21). La longueur moyenne des téloméres est normale avec 10,35 + 0.04 kb
(Figure 27) et la survie du patient est de plus de 35 mois. Il s’agit d’un des spécimens ayant
des bandes spécifiques au niveau du TRF (section 4.4.4). Aucun lien avec la longueur
individuelle ne peut étre fait.

Les deux bandes spécifiques présentes dans le spécimen 10 se trouvent & Pintérieur
de la bande diffuse. En comparant les résultats obtenus pour les longueurs individuelles de
ce spécimen, il est possible d’observer deux plateaux pouvant correspondre a ces deux
bandes spécifiques (figure 13). Ces plateaux englobent chacun entre 7 et 10 téloméres,

pouvant expliquer les lignes spécifiques. (Figure 26)
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Figure 26. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeres du spécimen 10.
L’échelle de longueur est établie a 25 kb. Deux plateaux de longueurs télomériques

identifiés dans le spécimen 10 correspondant aux deux bandes spécifiques identifiées par la
technique de TRF .

3.4.12 Spécimen 11

Le dernier spécimen analysé provient d’un homme de 54 ans et est caractérisé par
une longueur moyenne normale de 10,60 kb (Figure 26) et une survie de 25 mois. Les
caryotypes montrent un nombre de chromosomes hypodiploide & hypertétraploide allant de
39 a 47 chromosomes, plus deux cellules avec 92 et 93 chromosomes respectivement. Seul
le bras chromosomique 4p et un anneau du chromosome 2 sont surnuméraires. Aucune

anomalie de nombre ou de structure n’a été identifiée comme étant récurrente.
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Figure 27. Profil des longueurs relatives individuelles des télomeéres du spécimen 11.
L’échelle de longueur est établie a 25 kb.

Ce spécimen posséde une bande spécifique dans I’analyse TRF. Il s’agit d’une
bande correspondant a des téloméres plus longs que les autres retrouvés dans la bande
diffuse. Pour ce spécimen, en observant le graphique et les moyennes des longueurs
individuelles des télomeéres (figure 27; annexe 2), il est possible d’observer le télomére 12q
comme étant définitivement plus long que les autres. Le signal plus intense au niveau du

12q peut aussi étre observé au niveau du Q-FISH (figure 28). L’analyse détaillée se trouve

en4.2.5.

Figure 28. Caryotype en Q-FISH d’une cellule du spécimen 11. On observe un signal
d’intensité plus marquée au chromosome 12q.
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3.5 Télomeres significativement différents dans les GBM

Les longueurs relatives individuelles des téloméres ne nous offrant pas une
distribution de type gaussien, les télomeéres les plus longs et les plus courts ont été établis
selon leurs percentiles. Les télomeres se trouvant dans les percentiles supérieurs a 97,5 et
inférieurs a 2,5 (p=0,05) ont été considérés comme significativement plus longs et plus
courts dans chacun des spécimens. Les graphiques indiquant les télomeéres

significativement différents de la moyenne se trouvent en annexe 4.

Tableau 7. Téloméres considérés comme significativement différents de la moyenne

Plus courts lp 9 99 2q 22p 22q 11q 9q 2lp 3q 22p 12p
(percentiles < 2,5) Yp 13p 19p 3q 99 Yq Yp 22p 12q 16q 2lp
22p 12p

N

Nos résultats montrent des longueurs moyennes variant de 0,95 a 10,6 kb.

L’hétérogénéité dans la longueur est bien illustrée par les résultats de longueur individuelle
des télomeres indiquant que la grande variation retrouvée entre les téloméres les plus courts
et les plus longs (tableau 7; annexe 2). En observant les télomeéres significativement plus
courts que la moyenne, on retrouve les télomeres des 1p, 2q, 3q, 9p, 9q, 11q, 13p, 16q, 12p,
12q, 19p, 21p, 22p, 22q, Yp et Yq. Pour ce qui est des télomeres longs, on note les 2p, 2q,
4q, 5p, 6q, 9p, 12p, 12q, 16p, 20q, 21p, 22p, Xp, Xq et Yp. Les téloméres 2q, 9p, 12p, 12q,
21p, 22p et Yp sont retrouvés dans les 2 catégories de longueurs. Ces résultats sont discutés

a la section 4.2.2.
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Tableau 8. Variations entre les téloméres les plus courts et les plus longs

Spécimen Longueur Télomere le Télomere le  Variation Variation
kb

7 9,1 15,5 3.4 12,1 78%

9 8,8 19,4 4,1 15,3 79%

11 10,6 19,6 6,6 13,0

On remarque que les variations relatives (Tableau 8) a chacun des cas entre le
télomere le plus long et celui le plus court varie entre 1,5 et 15,3 kb. Le pourcentage de
variation a été calculée a partir de la différence entre le plus court et le plus long divisé par
la longueur maximale (longueur la plus élevée). Celui-ci varie entre 62 et 94% de la valeur
totale, représentant la grande hétérogénéité dans les longueurs expliquant les bandes
diffuses retrouvés dans 1’analyse TRF.

Les résultats des télomeéres significativement différents sont présentés dans le
tableau 7. Ces résultats sont analysés selon les données de la survie aprés diagnostic et
apres chirurgie. Nous avons considéré que les spécimens 1, 6 et 7 ont des survies courtes,
les 3, 4, 8 et 9 ont une survie intermédiaire et que les spécimens 2, 10 et 11 ont une survie
longue. La lignée U-87 MG a été définie comme agressive étant donné sa grande
prolifération. Les données cliniques du spécimen 5 ne sont pas disponibles.

L’analyse des télomeres significativement courts et longs est présentée selon la
comparaison entre les résultats obtenus dans les GBM, les LMC et les cellules normales
(sections 1.3 et 4.3). Les génes dont I’implication dans les GBM a été rapportée sont réunis
dans le tableau 3.

Nous avons observé certains télomeéres courts dans plus d’un spécimen de GBM,

sans étre normalement courts dans les cellules normales ou les LMC :
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e Le 9q est présent dans les spécimens 2 et 7, ayant des survies respectives différentes
de 44 et 5,5 mois.
e Le 3q présent dans les spécimens 3 et 9, ayant une survie de 14,3 mois et plus de 19

mois.

Certains télomeres normalement longs sont aussi longs dans certains GBM :
e Le 4q est retrouvé long dans les spécimens 5 et 10 (survie non-disponible, 35,6 mois).
e Le Xp dans les spécimens 9 et 10 (14,3 et 35,6 mois).
e Le Sp dans les spécimens 2 et 9 (44 et 14,3 mois).

La majorité de ceux-ci sont observés dans des tumeurs avec survie longue, suggérant
que le maintien du patron de longueur peut améliorer la longévité des patients. Ces trois

télomeéres sont aussi longs dans les LMC.

Certains téloméres normalement courts sont aussi courts dans certains GBM :
e Le 19p est court dans le spécimen 2 (44 mois).
e Le 12p dans les spécimens 3 et 11 (14,3 et 25 mois)
e Le 16p dans les U-87 MG.
Ces téloméres courts ont conservé leur position dans le profil des longueurs des

téloméres mais ne semblent pas avoir d’effet sur la survie.

Certains téloméres sont retrouvés a la fois courts et longs dans différents spécimens. Ces
observations peuvent nous diriger vers différents phénoménes distincts selon le stade
d’évolution du cancer.

e Le 21p court est observé dans les spécimens 8 et 11, de survie intermédiaire et longue.
Cette observation a aussi été faite dans les LMC. Ce méme télomére est observé
comme étant long dans le spécimen 7. Ce spécimen, avec une survie courte de 5,5
mois aprés la premiére opération, est considéré comme une tumeur trés agressive. Le
raccourcissement du 21p pourrait étre considéré comme un événement important dans

la cancérogenése, mais non exclusif a I’agressivité tumorale.
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e On remarque aussi que le télomere 22p revient a 4 reprises dans les plus courts
(spécimens 1, 8, 4 et 10) et une fois dans les plus longs (spécimen 6). Les spécimens
avec un 22p court ont des survies respectives trés variables de 4,3 a4 35,6 mois. Le
spécimen 6, avec une survie de 36 mois aprés diagnostic et 3 mois aprés opération,
possede un 22p beaucoup plus long. Dans les cellules normales, le 22p ne se retrouve
pas parmi les téloméres les plus courts, tandis que, dans les cellules de LMC, le 22p se
retrouve parmi les plus courts (figure 8). Ces observations nous permettent de
proposer ’hypotheése que le raccourcissement du 22p est un événement qui peut étre
exclusif au processus de cancérogenése et que la conservation de la longueur de ce
télomere pourrait favoriser une survie plus longue. Il faut noter que le spécimen 6,
ayant une survie longue aprés diagnostic et un 22p long, possede une trés grande
quantité d’anomalies chromosomiques (14 a 18 par cellule), pouvant expliquer la

survie trés courte apres chirurgie treés courte.

Le télomére 9p est court dans le spécimen 1 (survie 4,3 mois) et long dans le
spécimen 4 (18,2 mois). Celui-ci n’était pas significativement différent dans les cellules
normales ni dans les LMC.

Plusieurs observations ont été faites sur les spécimens de GBM et seront discutés

dans la prochaine section.
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DISCUSSION

4.1 Spécimens observés
La lignée cellulaire U87-MG a été utilisée comme controle positif. La

disponibilité d’un contrdle négatif sera discutée en 4.1.2.2.

4.1.1 Spécimens cliniques

La survie aprés chirurgie des 11 spécimens est prise en compte dans la présente
étude étant donné que les longueurs relatives des téloméres sont mesurées a partir des
spécimens obtenus lors la résection chirurgicale de la tumeur. La survie apres le
diagnostic correspond a la survie suite a la premiére chirurgie. Celle-ci varie seulement
lorsque le spécimen analysé correspond a une 2° ou 3° chirurgie. La moyenne de survie de
nos spécimens (22,9 £ 13,9 mois) est supérieure a la moyenne de survie actuelle de 14,6
mois avec traitement de chimiothérapie et radiothérapie en concomitance (Stupp et coll.
2005). Aucune relation entre I’indice de prolifération Ki-67 et la survie des patients ne
peut étre faite. L absence de corrélation entre ces deux variables a déja ét¢ décrite dans
une étude précédente de notre groupe (Gadji et coll. 2010). Il est possible d’observer que
les patients ayant un temps de survie plus élevé que 18,2 mois ont été exposés a un plus
grand nombre de traitements de chimiothérapie et de radiothérapie (annexe 1). Cette
observation peut €tre reliée au temps de survie et a la moins grande agressivité du cancer
du patient, accordant les conditions favorables a la poursuite des traitements. Les patients
ayant eu une tumeur trés agressive ont une survie inférieure & 12 mois tandis que trois
patients sur quatre ayant une tumeur décrite comme étant indolente ont une survie
supérieure a 35 mois (annexe 1). Les notes sur 1’agressivité de la tumeur ont été faites au
dossier du patient par le neurochirurgien traitant.

L’age moyen des patients dont les spécimens proviennent ont un dge moyen de
50,4 ans, prés de 10 ans sous 1’dge moyen des personnes atteintes de gliomes en
Amérique du Nord (Dolecek et coll. 2012). Considérant le raccourcissement des
télomeres avec 1’age, I’utilisation de patient plus jeune pourrait avoir inséré un biais dans
les résultats. D’autres parts, le raccourcissement maximal estimé dans une vie pour les

fibroblastes est de 1,5 Kb et de 0,88 Kb pour la matiere blanche. L.’écart pouvant étre
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causé par I’dge au niveau des cellules du cerveau peut étre considéré comme beaucoup
moindre que ’écart pouvant étre retrouvé dans les longueurs des télomeres héritées a la
naissance des individus (Alsoop et coll. 1992; Graakjaer et coll. 2004; Kappei and
Londono-Vallejo 2008; Takubo et coll. 2002). De plus, il a été démontré que les
individus héritant de télomeéres plus courts & la naissance ont plus de susceptibilité¢ a
développer une pathologie causée par !’instabilit¢é chromosomique (Nakamura et coll.
2007). L’importance du biais relatif a la perte télomérique due a I1’4ge avant
I’augmentation de la prolifération cellulaire due a I’évolution du cancer est difficilement

mesurable.

4.1.2 Lignées controle

4.1.2.1 Contrdle positif

La lignée cellulaire U-87 MG a été utilisée comme contrdle positif étant donné
qu’elle provient d’une tumeur astrocytaire agressive humaine de grade IV et que cette
lignée est fréquemment utilisée dans les laboratoires étudiant le GBM (Clark et coll.
2010). Les cellules U-87 MG représente un modele de cellules hautement prolifératives
ayant une grande quantit¢ d’anomalies chromosomiques identifié. Les techniques de
cultures sont établies dans notre laboratoire depuis déja quelques années.

Le génome de la lignée a été séquencé et publié en 2010(Clark et coll. 2010). Le
séquengage du génome a permis d’identifier 512 génes avec mutation homozygote, dont
154 par microdélétions et 35 par translocations (Clark et coll. 2010). Cette lignée
cancéreuse immortalisée sert de contréle positif comme tumeur agressive.

Avec des caryotypes montrant entre 7 et 14 anomalies de structure par cellule,
cette lignée est le 2° échantillon avec le plus grand nombre de chromosomes réarrangés
parmi les spécimens présentés dans ce mémoire. Plusieurs chromosomes dérivés de
translocations sont présents dans une grande proportion des cellules. Cette observation
indique que ces aberrations sont favorables a la prolifération de ces cellules en culture.
Les anomalies indiquées par I’ATCC n’ont pas toutes été identifiées dans les caryotypes.
Il est possible d’avoir fait une sélection clonale de ces cellules selon les conditions de nos

manipulations en laboratoire.
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Les données obtenues pour la lignée en comparaison avec celles de I’ATCC nous
ont permis d’observer des similarités. Tel que décrit par ATCC, les chromosomes 1 et 6
normaux sans réarrangement ne sont pas retrouvés, la délétion du Y est présente dans
67% des cellules analysées et les dérivés impliquant les chromosomes 1 et 16, la délétion
du bras court du 13 ainsi que le der(16)t(1;16)(p22;p12) sont observées.

D’un autre coté, les cellules analysées ne possédent pas toutes un nombre modal
de 44 chromosomes tel que décrit par I’ATCC et certaines anomalies sont différentes de
celles décrites. Une sélection clonale par la culture cellulaire peut expliquer les
différences entre les observations de la compagnie et celles obtenues. De plus, les
anomalies chromosomiques dans la lignée cellulaire initiale ne sont pas toutes décrites
par la compagnie. Les variations observées dans notre spécimen représentent davantage
I’hétérogénéité retrouvée dans le GBM. La lignée cellulaire U-87MG est un contrdle
positif intéressant, car cette lignée est fréquemment utilisé dans les laboratoires de
recherche sur le GBM et a été utilisé dans plus de 1 700 publications dans les 40
derniéres années (Clark et coll. 2010). L’utilisation d’autres lignées cellulaires ayant des
caractéristiques génétiques différentes comme contrdle positif pourrait renforcir la

comparaison entre les spécimens cliniques et les lignées cellulaires.

4.1.2.2 Controle négatif

Pour plusieurs raisons, aucun contrdle négatif de cellules gliales n’a pu étre
obtenu. Le laboratoire n’a pas eu la possibilit¢é d’obtenir un échantillon de tissu de
parenchyme cérébral sain. Un échantillon de cerveau pourrait étre utilisé afin d’obtenir la
longueur moyenne des téloméres par TRF, mais ne pourrait pas permettre la mesure de la
longueur individuelle par Q-FISH. Cette derni¢re technique nécessite des chromosomes
en métaphases provenant de cellules en division. Le taux de prolifération des cellules du
cerveau é€tant extrémement faible, il est impossible d’obtenir des cellules gliales en
meétaphase. Pour les futurs analyses accomplies par le laboratoire, un échantillon sanguin
pourrait €tre obtenu des patients participant & la recherche et permettrait d’obtenir des
¢léments de comparaison pour les longueurs individuelles provenant d’un méme individu.
Sachant que le patron de longueur individuelle est conservé chez un individu (Kappei and

Londono-Vallejo 2008) mais que la longueur moyenne des téloméres est différente entre
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les différents tissus (Takubo et coll. 2002), la comparaison avec les cellules du sang serait
intéressante pour observer le profil méme s’il ne serait pas totalement représentatif de la
longueur des télomeres dans les parties saines du cerveau.

La mesure de la longueur moyenne des téloméres ainsi que le Q-FISH télomérique a
¢€té effectué sur des astrocytes normaux (Human Astrocytes, ScienCell, Carlsbad, CA).
Les résultats obtenus ont montré que ces cellules sont difficiles a cultiver et que leur
génome devient rapidement instable (figure 28a). La longueur moyenne des téloméres
supérieure a 23 kb et la présence d’un nombre anormal de chromosomes nous ont
convaincu de ne pas utiliser ces cellules comme contrdle négatif. La présence de
télomeres interstitiels nous indique que certains chromosomes ont probablement subi des
cassures bicaténaires qui ont été réparées par fusion des extrémités non-homologues
(non-homologous end-joining, NHEJ) (figure 28b) (Paques and Haber 1999). Les
données provenant de ces cellules n’ont donc pas été utilisées comme contrdle négatif
dans notre projet.

A) B)

Figure 299. Analyse des astrocytes humains comme controle négatif. Panneau A)
Métaphase présentant des téloméres interstitiels. Panneau B) Analyse Southern de la
longueur moyenne des télomeéres.

L’instabilité¢ observée est probablement causée par un trop grand nombre de

passage des cellules, des variations dans les conditions de culture recommandées ou
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encore une mauvaise résistance aux étapes de préparation des cellules en métaphase. Il
pourrait étre intéressant de reprendre I’expérience avec les mémes cellules ayant un
nombre de passage moins élevé ou avec des astrocytes humains provenant d’autres

compagnies.

4.2 Longueur des téloméres

Les bandes normalement analysées par TRF dans des tissus sains sont bien
définies et possédent des longueurs moyennes variant de 9 a 13 kb (Alsopp et coll.). La
longueur retrouvée dans le cerveau a été définie de 9,4 a 13,2 kb (Hiraga et coll. 1998;
Kheirollahi et coll. 2011) et celle de la matiére blanche, & 11,4 + 2,1 kb (Nakamura et
coll. 2007). Dans ce projet, les bandes des TRF des spécimens de GBM sont trés diffuses
et variables comparativement a celles décrites dans 1’analyse de lymphocytes normaux,
qui, normalement, présentent des bandes plus définie. La mesure de la longueur moyenne
implique que cette valeur peut €étre moins représentative de I’ensemble des chromosomes
lorsque les bandes sont trés diffuses. La technique de mesure s’avére donc moins précise
avec les cellules cancéreuses qu’avec des cellules saines, laissant des bandes beaucoup
plus marquées avec la technique TRF. L’étude des téloméres individuels en parallele
permet d’obtenir davantage d’informations sur ’augmentation de la variation de la
longueur des télomeéres dans le cancer.

La mesure de la longueur individuelle des télomeres a permis d’établir des
graphiques correspondant a des profils individuels de longueurs pour chaque spécimen
analysé. Le profil de longueurs individuelles et D’identification des téloméres
constitutivement longs et courts ont été¢ définis par Samassekou et coll (2011). Le profil a
été¢ identifi¢ dans des lymphocytes normaux et comparés au profil des LMC. En
comparant avec le profil de longueur normal de Samassekou et coll, des graphiques
correspondant au déplacement des télomeéres constitutivement courts et longs ont été

produits (annexe 4).



62

4.2.1 Raccourcissement de la longueur moyenne

En s’appuyant sur les données décrites dans la littérature concernant la longueur
moyenne des télomeres, les valeurs obtenues par TRF devraient se trouver entre 8,5 et 14
kb et plus précisément & 11,4 + 2,1 kb tel que retrouvé dans la matiére blanche (Allsopp
et coll. 1995; Kheirollahi et coll. 2011; Nakamura et coll. 2007; Takubo et coll. 2002).
Les longueurs moyennes inférieures a 8,5 kb, tel que décrit par Kheirollahi et coll, sont
considérées comme réduites (moyenne totale des spécimens analysés = 6,1 + 3,5 kb). La
longueur moyenne des télomeres est diminuée fortement dans plus de 50% des tumeurs
analysées.

Une longueur moyenne inférieure a 7 kb est considérée comme anormalement
courte et les cellules ayant des téloméres de cette longueur entrent normalement en
sénescence (Baird et coll. 2003; Shay and Wright 2005). Dans nos échantillons, 8 sur 12
(incluant les U-87 MG), montrent des téloméres raccourcis (figure 29). On peut
remarquer que les spécimens 3 et 6 posseédent 2 valeurs de longueur moyenne reliées aux
2 bandes dans I’analyse TRF. Ce phénomene est discuté au point 4.2.3.

La présence d’un télomere trop court implique normalement I’entrée de la cellule
en sénescence et progressivement a la mort cellulaire dii & I’activation des voies de
TP53/RB1 causé par le dysfonctionnement télomérique. Dans 1’oncogenése, lorsque les
transformations génomiques empéchent la mort cellulaire, I’accumulation de mutations,
d’anomalies chromosomiques et d’instabilité chromosomique est enclenchée.
L’hypothése de la relation entre I’instabilité chromosomique, le nombre d’anomalies et
I’agressivité du cancer a déja été établie dans le GBM (Kramar et coll. 2007). L’altération
de la longueur des télomeres dans les cancers du cerveau a aussi été définie comme un
mauvais pronostic (Hiraga et coll. 1998; Maes et coll. 2007; Ohali et coll. 2006).

Afin de conserver le potentiel prolifératif illimité des cellules, des mécanismes
d’entretien des téloméres sont recrutés (réactivation de la télomérase ou mécanisme
alternatif d’élongation (ALT)). Un seul ou encore les deux mécanismes peut étre retrouvé
dans une méme cellule (McDonald et coll. 2010). La télomérase est connue pour allonger
les téloméres de fagon uniforme tandis que le mécanisme d’ALT allongerait les télomeéres
de fagon alternée pour créer une grande hétérogénéité au niveau de la longueur

individuelle des téloméres. La présence de I’ALT dans certains spécimens pourrait donc
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expliquer I’hétérogénéité dans la longueur des télomeres et les bandes diffuses en TRF.
Tel qu’expliqué précédemment, la présence d’anomalie du gene ATRX pourrait étre aussi
retrouvée simultanément.

Etant donné la quantité de matériel limitée et le fait que les techniques de
laboratoire permettant d’identifier les mécanismes d’entretien des téloméres sont longues
et fastidieuses (particulierement I’ALT), I’identification des mécanismes impliqués n’a
pas été effectuée dans le cadre de mon projet de recherche. Le mécanisme d’ALT a été
montré comme étant favorable pour la survie des patients (Chen et coll. 2006, Hakin-
Smith et coll. 2003) et I’identification de ces mécanismes dans nos spécimens serait une
perspective de comparaison intéressante. Les caryotypes et la mesure individuelle des
télomeres permettent d’identifier différents clones cellulaires et de mieux discuter de

I’hétérogénéité retrouvée dans la longueur des téloméres (section 4.3).

4.2.2 Différentes « populations télomériques »

L’hypotheése initiale émise en observant plusieurs bandes dans un spécimen
(figure 13) est la possibilité¢ d’observer deux populations clonales distinctes aux
longueurs télomériques différentes. Cette hypothése ne peut pas étre confirmée ni
infirmée par les résultats de caryotypes ou de longueurs individuelles. La deuxiéme
hypothése proposée est la présence de télomeres trés courts et de longueur normale dans
les mémes cellules. En observant chaque cellule analysée de fagon individuelle, cette
deuxiéme hypothése ne peut pas étre confirmée non plus. Dans les deux cas, il est
possible que la culture cellulaire implique une sélection clonale et qu’une seule de ces
populations soit sélectionnée dans nos cellules métaphasiques et, donc, dans nos
caryotypes et dans nos mesures de longueur individuelle.

Au niveau des profils télomériques, étonnamment, les deux spécimens (3 et 6)
montrent un raccourcissement des télomeres 13q. Le 13q, retrouvé normalement dans les
télomeres constitutivement longs se retrouve dans une position plus mitoyenne dans les
profils de longueurs (annexe 4, E) et G)). Ces deux cas possédent aussi tout les deux le
13p dans les plus longs. IIs montrent aussi une absence ou un raccourcissement du 2q, 3q,
6p et 11p. Il est possible que des événements précurseurs similaires dans les deux cas

aient mené a la formation de population ou de variation de la longueur des téloméres
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menant a [’observation du phénomene de « population télomérique ». Un résultat
semblable a déja été décrit dans ’analyse d’astrocytomes par Kheirollahi et coll. 2011,

mais n’a pas été abordé dans leur discussion.

4.2.3 Comparaison de la longueur moyenne avec la survie des patients
En comparant la longueur moyenne des télomeres avec la survie des patients, on
remarque une tendance a ce que les spécimens avec une longueur moyenne courte aient

aussi une survie de courte durée suite a I’opération (figure 30).
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Figure 30. Longueur moyenne des télomeres en fonction de la survie apres chirurgie des
spécimens cliniques analysés. Certain patient étaient toujours vivant au moment de la
prise de données (v) et les 2 spécimens montrant 2 « populations télomériques» sont
indiqués (*).

Premiérement, parmi les spécimens a survie courte (< 10 mois), nous observons
les spécimens 1, 6 et 7. Le spécimen 1 posseéde des téloméres courts et une survie courte,
Le spécimen 6 posséde deux « populations télomériques ». Ce spécimen posséde donc
une population a télomeres courts et plusieurs anomalies de structure, expliquant une
survie courte apres opération. Un seul de ces spécimens possede une longueur moyenne
normale associée a une survie courte (spécimen 7; 5,5 mois). Ce spécimen provient d’une
tumeur trés agressive ayant évolué rapidement. Il posséde aussi la bande la moins diffuse

sur le TRF, ayant le moins d’hétérogénéité au niveau de la longueur (figure 13). On
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observe plusieurs anomalies de structure, illustrant une grande instabilité
chromosomique. On peut aussi voir un déplacement important des télomeres
constitutivement longs et courts au niveau du patron de longueur individuel (Annexe 4).
L’hypothése de la réactivation de la télomérase pourrait expliquer la bande moins diffuse
et une agressivité plus élevée de la tumeur (Maes et coll. 2007). Ces différents facteurs
peuvent expliquer ’agressivité de la tumeur sans raccourcissement de la longueur
moyenne des télomeres.

Deuxieémement, parmi les spécimens & survie intermédiaire (10 a 20 mois), on
retrouve les spécimens 3, 4, 8 et 9. Le spécimen 3 posséde deux « populations
télomériques », le 4 et le 8, des télomeres raccourcis et le 9, une longueur normale. Dans
les tous cas, plusieurs anomalies de structure sont détaillées.

Finalement, les autres spécimens ayant une survie supérieure a 20 mois sont les 2,
10 et 11. Deux de ces spécimens (10 et 11) présentaient des téloméres de longueurs
normales lors de la chirurgie. Pour ce qui est du spécimen 2, il posséde la survie la plus
longue mais des télomeres raccourcis. Aucune anomalie chromosomique n’est retrouvé et
60% de ces caryotypes sont normaux (annexe 3). Les observations sur le spécimen 2
peuvent suggérer que la présence d’anomalies chromosomiques peut influencer
davantage la survie a court terme que le début d’instabilité génomique instauré par le
raccourcissement des télomeéres.

La longueur des télomeres semble avoir un lien avec la survie des patients. Par
contre, la quantité d’anomalies chromosomiques (instabilité génomique) semble avoir un
impact non-négligeable sur cette survie. La possibilit¢ d’étudier plusieurs spécimens
provenant de chirurgies d’un méme patient pourrait nous donner des indications

intéressantes sur I’évolution du cancer et ’espérance de vie.

4.2.4 Des bandes de longueurs spécifiques

Dans les spécimens 10 et 11, des bandes distinctes différentes de 1’empreinte
principale sont retrouvées (figure 13). Ce phénoméne a déja été décrit pour des bandes
représentant un télomére de longueur distincte, souvent plus long (Samassekou et coll.
2011). Ces 2 spécimens proviennent d’une femme et d’un homme dans la cinquantaine

avec une survie supérieure a 25 mois.
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Notre hypothese principale est donc que ces deux bandes correspondent chacune a
plusieurs télomeéres ayant des longueurs trés similaires. L’hypothése de la formation de
deux « populations télomériques » n’est pas a écarter, car il est aussi possible que les
deux bandes soient formées par le raccourcissement des télomeéres d’une population
clonale. La bande spécifique dans le TRF du spécimen 11 ressemble davantage au
phénomeéne identifié par Samassekou et coll. en 2011. L’hypothese expliquant la présence
d’un télomeére particuliérement allongé est la présence du mécanisme alternatif
d’allongement des télomeéres (ALT). Une des caractéristiques principales de ce
mécanisme est I’hétérogénéité des longueurs des téloméres et la présence de télomeéres
anormalement longs (Bryan et coll. 1995; Hakin-Smith et coll. 2003; Samassekou et coll.
2011). L’hypotheése reliée au télomére allongé suggere que celui-ci est préférentiellement
maintenu ou allongé dans les premiers stades de la transformation oncogénique
(Samassekou et coll. 2011). Cette hypothese coincide aussi avec nos résultats obtenus par
la comparaison avec les télomeres constitutivement courts et longs en section 4.3.

La présence d’une bande spécifique peut aussi répondre & I’hypothése de
I’événement clonal, c'est-a-dire la présence d’une population cellulaire différente ayant
divergé dans son évolution et montrant des longueurs télomériques différentes. Dans ce
cas-ci, la bande pourrait aussi illustrer la présence d’une population avec des télomeres de
longueurs homogénes. Les bandes spécifiques dans le TRF est un phénoméne décrit

seulement dans les cellules cancéreuses (Samassekou et coll, 2009).

4.3 Télomeéres les plus courts et les plus longs

Le profil des longueurs individuelles et [I’identification des télomeéres
constitutivement longs et courts ont été définis par I’équipe du Dr Yan (Samassekou et
coll. 2011). Le profil a ét¢ identifi¢ dans des lymphocytes normaux et comparé au profil
de cellules leucémiques (LMC) (figure 6 et 8). La méme technique et les mémes appareils
ayant ét¢ utilisés dans le cadre de mon projet, les résultats peuvent donc étre comparés
afin de vérifier si des événements semblables peuvent étre identifiés au niveau du cancer
du sang et du cerveau. Toutefois, plusieurs biais sont introduits dans ces comparaisons.
Premiérement, il s’agit de deux types cellulaires différents, le GBM étant un cancer solide

et compleétement différent de la leucémie. Les résultats obtenus pour les cellules
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sanguines et les cellules leucémiques sont, malgré tout, les seules références disponibles
dans le cadre de notre étude sur la longueur individuelle des téloméres. Dans les cellules
normales, les téloméres 17p, 22q, 19p, 17q, 16p et 12p sont considérés constitutivement
courts et les 4q, 13q, 5p, Xp et 3p constitutivement longs. Pour ce qui est des LMC, on
ajoute les 21p, 22p, 20q, 2q et 21q comme constitutivement courts et les 14p, 18p, 7q et
11p comme longs (Samassekou et coll, 2010).

Les télomeres constitutivement longs et courts observés par Samassekou et coll.
ont ét¢ définis statistiquement par la différence significative au niveau du score Z (> 2),
équivalent a deux écart-types supérieurs ou inférieurs a la moyenne dans une distribution
normale des données. Les valeurs obtenues pour les longueurs des téloméres des GBM ne
nous ont pas donné de distribution normale et ’analyse par score Z n’était alors pas
prescrite. Le seuil de significativité a été établi a 5%, donc aux téloméres se trouvant dans
les 2,5% supérieur et inférieur de la distribution. Les graphiques de comparaison avec les
télomeéres constitutivement courts et longs identifiés par Samassekou et coll se retrouvent
en annexe 4.

La comparaison avec les longueurs télomériques retrouvées dans les LMC a été
faite afin d’avoir une source de comparaison supplémentaire pour nos données de GBM,
étant donné qu’aucun contréle négatif n’est accessible pour ce type cellulaire. Les LMC
sont reconnues pour €tre beaucoup moins hétérogénes que les GBM au niveau du
caryotype. La LMC est une maladie myéloproliférative caractérisée par la translocation
t(9,22)(q34;q11.2) aussi appelé le chromosome de Philadelphie. Cette translocation
implique la formation d’un geéne de fusion (BCR-ABL) et I’augmentation de 1’activité
tyrosine kinase reliée a la protéine de fusion. Les GBM présentent des anomalies
chromosomiques nombreuses et variables. L’augmentation de [’activité tyrosine kinase
telle que décrite dans les LMC peut aussi étre présente dans les GBM et étre traitée par
I’Imatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase fréquemment utilisé dans le traitement des
LMC (Bilir et coll. 2008; Kast and Focosi 2010; Kilic et coll. 2000). Malgré leurs
nombreuses différences, ces deux cancers peuvent présenter des similarités et la
comparaison entre les résultats obtenus pour les deux cancers avec les mémes techniques

pourrait tout de méme nous indiquer des événements retrouvés dans I’évolution tumorale.
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e Les génes CDKN2A, CDKN2B, PTPRD se retrouvent sur ce bras chromosomique et
sont reconnus comme étant délétés dans les GBM. Le raccourcissement du 9p
pourrait &tre un marqueur d’agressivité tel qu’observé dans le spécimen 2.

e Le 12p est court dans les spécimens 3 et 11. Il est aussi retrouvé long dans deux
spécimens dits « agressifs » avec survie courte: U-87 et 1 (4,3 mois). Il est donc
possible de suggérer la surveillance de la longueur de ce télomére dans I’évolution
de I’agressivité du cancer. Le géne CCND?2, souvent amplifié, se retrouve sur ce
bras.

e Le 12q est court dans le spécimen 9 (14,3 mois) et long dans les spécimens 8 et 11
(moins de 12 et 25 mois).

o Le 2q est court dans le spécimen 3 (14,3 mois) et long dans le spécimen 5 (non-
disponible). Le 2q court a aussi été observé dans les LMC. Le géne LRPIB est
reconnu comme €tant délété sur le 2q dans 7% des GBM.

e On identifie le Yp court dans les tumeurs les plus agressives (U-87 et 7) tandis qu'il
est retrouvé long dans les spécimens 2 et 11, deux cas ayant la survie la plus longue.
L’équipe de Samassekou et coll. a décrit que le Yp était retrouvé parmi les plus
longs télomeres autant dans les cellules normales que dans les LMC. Par contre, il
est important de mentionner que le nombre de données relatives au chromosome Y
peut étre un biais a 1'étude étant donné que ce chromosome est perdu dans plusieurs
cellules, tel que mentionné par Samassekou et coll, ayant retiré des analyses les
données relatives au Y dans leur étude parue en 2011.

e Le télomére 20q est long dans le spécimen 7 (5,5 mois) et court dans les LMC. Ce
télomere est & surveiller comme marqueur d’agressivité exclusif au GBM.

e Finalement, on observe le 16p étant constitutivement court et anormalement
retrouvé dans les plus longs dans I’échantillon U-87 MG et qui n’a pas été observé
dans les LMC.

Il serait nécessaire d’analyser plusieurs autres spécimens cliniques de GBM afin de
confirmer ou infirmer ces hypothéses. Au regard des résultats obtenus, il est aussi

possible de se demander si une grande différence de longueur entre le p et le g augmente
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I’instabilité chromosomique et le risque de translocation. Ces observations peuvent servir

de nouvelles pistes dans I’étude des télomeéres dans les GBM.

4.3.1 Analyse des profils des téloméres

Dans les U87-MG et les spécimens 1, 7 et 8 (ayant la survie la plus courte), on
remarque un déplacement important dans le profil des télomeres constitutivement longs et
courts. On remarque un « raccourcissement » des télomeéres longs et un « élongation »
des télomeres courts. Bien entendu, la longueur de ces téloméres est raccourcie de fagon
globale.

On remarque que le 17p ne fait pas partie des téloméres les plus courts de tous les
spécimens, en comparaison avec le profil attendu dans des cellules normales (figure 6;
annexe 4). En observant les profils, il est possible d’identifier globalement quels
télomeres ont des positions qui varient (plus courts ou plus long comparativement aux
autres) dans les profils de spécimens tumoraux. Au niveau des GBM analysés, dans le
profil global, le 12p est maintenu plus long dans plus de 50% des spécimens. On peut
faire les mémes observations avec le 16p dans pres de 60%, le 22q dans plus de 40% le
17q dans 25%, le 19p dans plus de 15% et le 17p dans 33% des spécimens étudiés. On
remarque que certains génes sont aussi associés a ces bras chromosomiques et peuvent
étre amplifiés ou perdus: CCND2 (12p), TP53 (17p), RB1 (17q), TIMP3 (22q).

Ces observations permettent de suggérer la méme hypothése que retrouvée dans
les LMC, c’est-a-dire que la longueur de certains téloméres peut étre préférentiellement

maintenue dans 1I’évolution du cancer.

4.4 Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques se divisent en anomalies de structure et en
anomalies de nombre. Les anomalies de structures retrouvées sont majoritairement des
dérivés provenant de divisions cellulaires ayant subi des événements de recombinaisons.
Les anomalies de nombres impliquent des aneuploidies (chromosomes délétés ou

surnumeéraires), ou encore de la polyploidie (triploidie, tétraploidie).
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I1 a déja été établi que le raccourcissement des téloméres implique une
instauration de ’instabilité chromosomique dans la cellule et favorise les fusions des
extrémités chromosomiques (end-to-end fusion) et, ainsi, favorise 1’échange de matériel
génétique d’un chromosome a [autre (section 1.3.4) (Londono-Vallejo 2008).
L’hypoth¢se de départ était de retrouver un plus grand nombre d’anomalies
chromosomiques dans les spécimens ayant une longueur moyenne télomérique faible et
que ceux-ci seraient reliés a une survie courte.

Les profils de longueurs individuelles seront comparés avec les anomalies
chromosomiques retrouvées dans chacun des spécimens. La revue de littérature sur les
anomalies retrouvées dans les GBM indique que les délétions du Sp, 22p, Xp, des
segments des chromosomes du 3 et du 13 semblent étre retrouvées fréquemment, en plus

des duplications des chromosomes 1 et 7 et des parties du 2, 12 et 20 (section 1.4.1).

4.4.1 Sommaire

Dans notre analyse, seules les extrémités chromosomiques pouvant étre
clairement identifi€es dans les anomalies ont ét¢ intégrées dans les données de longueurs
individuelles. Plusieurs données de longueurs télomériques provenant des anomalies
n’ont donc pu étre intégrées dans les longueurs individuelles. Ces données ont tout de
méme €té incluses dans la moyenne d’intensité de signal de Q-FISH pour la conversion
avec la moyenne de TRF en kb.

Les délétions identifiées dans nos cellules ont été notées indépendamment des
anomalies chromosomiques. Certaines parties des chromosomes absentes sont retrouvées
dans les chromosomes réarrangés. La résolution des métaphases ainsi que le marquage en
bande DAPI n’étant pas toujours de bonne qualité, il n’a pas été possible d’identifier de
fagon précise les délétions et amplifications causées par les réarrangements. L’utilisation
de la technique d’hybridation génomique comparative (CGH) sur micropuce ou des
micropuces a SNP nous permettrait d’évaluer les aberrations du nombre de copies de
genes tels que les génes amplifiés et délétés mais aussi d’identifier les points de cassures
de nos chromosomes. De plus, les micropuces a SNP nous permettraient de détecter les

LOH sans modifications du nombre de copies ou les disomies uniparentales.
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Plusieurs spécimens caractérisés comme étant indolents présentent une grande
hétérogénéité au niveau des anomalies de structure retrouvées tandis que les anomalies
dans les spécimens agressifs sont plus souvent récurrentes dans les cellules. Cette
observation est facilement explicable par le phénoméne de sélection clonale, qui
conservera les cellules cancéreuses avec des anomalies de structure plus favorables au
développement tumoral (Kros et coll. 2001). Cette sélection clonale peut aussi représenter
un biais dans I’étude, étant donné que I’échantillon tumoral provient d’une petite partie
de la tumeur qui, elle-méme, est hétérogéne.

Dans plusieurs spécimens, on observe des amplifications des chromosomes 1 et 7,
des anomalies déja bien documentées dans la littérature (Arslantas et coll. 2007;
Marumoto and Saya 2012; Nicholas et coll. 2011). Ces modifications au niveau
chromosomique ont des impacts importants et il a été grandement discuté des effets
moléculaires de ces changements dans [’initiation, la progression et l’agressivité des

tumeurs astrocytaires (Arslantas et coll. 2007).

4.5 Conclusion

I1 s’agit du premier projet d’étude sur la longueur individuelle des télomeéres dans les
GBM. Les résultats obtenus nous permettent de faire plusieurs hypothéses mais le
nombre de spécimens analysés demeure faible et ne permet pas d’émettre de conclusion.
Cette partie de I’é¢tude a été réalisée dans le but d’identifier les profils de longueurs de
téloméres et de pouvoir soulever des hypothéses quant aux événements liés a la
cancérogenése et aux changements dans la longueur individuelle des télomeéres.

Plusieurs observations ont été faites et il a été possible de faire plusieurs liens entre
les variables étudiées. On note que, de fagon globale, dans nos spécimens, les valeurs
obtenues coincident avec les attentes :

e Les tumeurs décrites comme étant agressives ont une survie courte aprés
diagnostic et présentent des télomeres courts et/ou plusieurs anomalies
chromosomiques.

e Les tumeurs décrites comme étant indolentes ont une survie plus longue aprés le
diagnostic et présentent des téloméres souvent de longueur normale et un nombre

inférieur d’anomalies chromosomiques comparativement aux tumeurs agressives.
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Au niveau des profils de longueurs individuelles, plusieurs observations ont été faites :

e Les téloméres constitutivement longs et conservés dans les plus longs sont
retrouvés dans des cas avec survie longue.

e Le raccourcissement du 21p a été identifié¢ dans les LMC et aussi dans les GBM.
Cet événement pourrait €tre considéré comme un événement important dans la
cancérogenese.

e Le raccourcissement des télomeres des bras chromosomiques 9q, 3q et du 2q a été
identifié¢ dans plus d’un spécimen des GBM.

e Le raccourcissement du 22p de méme que 1’élongation des télomeres des bras
chromosomiques 16p et 10q peuvent étre des éveénements exclusifs au processus
de cancérogenése du GBM.

e Les télomeéres 9p et 12p courts peuvent étre des candidats intéressants pour des
marqueurs d’agressivité et de survie a court terme des GBM.

e Les variations de longueurs du 22p et du 12q semblent exclusives aux GBM.

o Les télomeéres 20q et 16p long sont a surveiller comme marqueur d’agressivité
exclusif au GBM.

s Globalement, selon les profils de longueurs individuelles, les téloméres 12p, 16p,
17p, 17q, 19p et 22q sont maintenus ou allongés pendant le processus

d’oncogenése.

Du cété des anomalies chromosomiques, on note les délétions des chromosomes 1, 2,
et 20 ainsi que des parties de 6, 11q, 13, 14 et 18. En ce qui concerne les duplications, on
retrouve majoritairement des duplications du bras court du chromosome 4 et une partie du
7 surnuméraires. La plupart de ces observations ont déja été rapportées dans la littérature
(Arslantas et coll. 2007; Bleeker et coll. 2012; Dahlback et coll. 2009; Kleihues and
Ohgaki 1999; Ohgaki and Kleihues 2013).

Finalement, I’hétérogénéité cellulaire retrouvée dans les GBM implique de grandes
variations au niveau des geénes modifi¢s, des anomalies de nombre et de structure, et ce,
dans une méme tumeur. L hétérogénéité retrouvée dans la longueur initiale des téloméres

a la naissance ainsi que le raccourcissement des télomeres due a 1’age sont des variables
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donc I’impact est présentement inconnu sur la longueur individuelle des téloméres. La
présente étude axée sur la longueur individuelle des télomeéres ajoute une nouvelle
perspective sur le role que la structure des chromosomes peut jouer dans les différents
stades d’évolution du cancer. Les avancées technologiques dans les techniques et outils
permettant les mesures des téloméres dans les cellules permettront de simplifier les
analyses et manipulations présentement longues et fastidieuses sur les cellules de GBM.
L’utilisation de nouvelles technologies et la compréhension des mécanismes tumoraux
complexes des GBM favorisera, dans un avenir rapproché, 1’utilisation du profilage des
anomalies génétiques et structurelles dans 1’évaluation du pronostic et du traitement du
cancer. La compréhension de I’évolution du cancer en fonction des changements dans le
profil des longueurs des téloméres permettrait 1’utilisation d’un nouvel outil pronostic

d’intérét.

4.6 Perspectives

Notre projet n’étant que préliminaire, plusieurs perspectives sont applicables a la
continuité des travaux. L’augmentation du nombre de cas cliniques analysés sera une
priorité pour la continuité du projet de caractérisation de la longueur individuelle des
téloméres dans les GBM. La comparaison des échantillons de GBM avec des échantillons
sanguins provenant des patients pourrait apporter une comparaison des plus intéressantes
pour ce qui est du profil de longueurs individuelles.

Au niveau des manipulations, plusieurs pourront étre ajoutées au projet tels que
I’identification des mécanismes d’entretien des télomeres (détection des corps
leucémique promyélocytaire associés a ’allongement alternatif des téloméres (APB),
activité¢ de la télomérase), la mesure des longueurs absolues des téloméres par PCR
quantitatif en temps réel, la recherche d’anomalies subtélomériques, 1’identification des
anomalies des génes d’importances dans le GBM primaire et secondaire (IDH1/2, ATRX,
TERT, EGFR, CIC, etc.), le séquengage de « nouvelle génération » pour I’étude en
profondeur des téloméres. L’analyse d’autres lignées cellulaires de GBM permettrait
aussi d’ajouter des contrlles positifs au projet. L’ajout de variables supplémentaires

concernant le degré de résection, le volume, la provenance du spécimen dans la tumeur et
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une description complete de I’évolution du cancer permettraient d’étre pris dans le cadre
d’une étude multivariée plus compléte.

Bien que subjectives sur [’état de désordre de la cellule, les anomalies
chromosomiques répertoriées par caryotypage sont aussi accompagnées de changements
épigénétiques (i.e. méthylation de ’ADN) et de structures secondaires influengant
I’architecture tridimensionnelle de la cellule. La vérification de certains génes connus
ayant des changements au niveau du statut de méthylation ainsi que P’analyse de
P’architecture nucléaire des téloméres par Q-FISH tridimensionnelle serait des
perspectives tout aussi intéressantes. Il serait alors possible d’aller corréler nos résultats
avec les groupes de survie de patients établis par Gadji et coll. en 2010.

Les recherches sur le GBM ont permis de connaitre davantage les caractéristiques
et le comportement de ce cancer, mais il y a encore beaucoup a apprendre. Notre travail
semble avoir ouvert le chemin sur plusieurs hypothéses concernant la régulation de la
longueur des télomeres dans les GBM et la continuité du projet de recherche permettra

d’émettre davantage de conclusions.
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ANNEXES

6.1 Annexe 1. Caractéristiques cliniques des cas analysés.

Survie apres le
Diagnostic  diagnostic/ chirurgie Indice de prolifération Ki-67
(mois

Age au diagnostic
(ans)

Traitements ~ Agressivité ~Nombre d’opérations

# Sexe Chimio/ radio  de la tumeur n)

2 Y 41 GBM a4~ ND - 1 ~ indolent ‘ 1

6 F 62 GBM >36/3 - 30 2 indolent 3

8 Y 49 GBM <12 ND ND -+ 2

10 F 58 GBM 35,6 15 2 indolent 3

* Astrocytome avec légers changements anaplasiques
(v)= en vie, janvier 2013
ND= Information non diponible
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6.2 Annexe 2. Données brutes des longueurs individuelles des téloméres 1p & 12q

Bras chromosomiques

10 149 143 11,2 7,7 11,8 11,3 82 171 10,5 6,5 68 151 11,6 82 9,2

8,7

13,0

59

12,9

10,5
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Annexe 2 (suite). Données brutes des longueurs individuelles des téloméres 13p 4 Yq

Bras chromosomiques

U-87 MG 0,4 1,2g 0,6 0,7 0,5 1,1 L5 1,1 1,1 1,109 08 09 08 1,0 1,5 0,6 09 0,5 0,9 0,7 0,6

6 32 1,6 14 19 1,113 1,3 1,1 14 1,1 1,5 1,3 1,0 11 1,1 1,6 i,9 1,3 4,2 1,8 2,1 2,0 n/a  n/a

10 10,7 15,7 81 93 139 73 124 47 93 87 81 102 73 78 138 84 11,6 172 42 11,8 173 5,6 n/a  n/a
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6.3 Annexe 3. Anomalies chromosomiques dans les différents spécimens de GBM.

U-87 MG

#cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnumeéraires

,2,9q,10q, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 10p, 22

4 44X 4p 1,1,6,10q, 11, 12, 13, 14, 16, 21, 22 der(6;9)(?10;210), der(9,19)(?10;710), der(6;22)(?10;21 ), der(7;13)(.10 10),
der(7)(7pter—q?::6q?—6qter), der(7;19)(?10;210), der(21;22)(?10;?10),
der(16)(1pter—1p?::16p?—16gqter), der(20)(20pter—20q?::1p?—1p?::14q?— 14qter)

1,1,5,6,6,10q, 13, 14, 16,17,22 der(1;9)(?10;710), der(1)(13qter—13q?::1p?—1qter), der(7)(7pter—q?2::6q?—6qter),
der(1;13)(q10;710), der(4;17)(?10;210), der(7;16)(?10;q10),
der(20)(20pter—20q?::1p?— 1p?::14q?— 14qter), der(22) (10qter—10

er)
-

8 83XX k k 4x1, 3, 3x6, 2x10q, 2x11q, 2x13, 2x14, 16,  der(1;9)(?10;?10), der(1)(13qter—13q?::1p?— lqter))x2, der(3;22)(?10;?10), der(6;12)(p10;?10),
17, 18, 2x19, 2x20, 2x22 der(7)(7pter—q?::6q?—6qter), der(10;22)(q?10;210), der(12;17)(?10;?10), der(10;16)(?10;?10)
der(20)(20pter—20q?::1p?— 1p?::14q?— 14qter)
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10 42X 1,1,2,6,6,7,10q, 11q, 13, 14, 16, 18, 21,  der(1)(13qter—13q?::1p?—1qter), der(6;18)(?10;?10), der(2;3)(?10;?10),
22 der(7)(7pter—7q?::6q?—6qter), der(10; 21)(?10;?10), der(10;22)(?10;?10),
der(16)(1pter— 1p?::16p?—16qter), der(20)(20pter—20q?::1p?— 1p?::14q?— l4qter)

Spécimen 1

#cellule # chromosome Chromosomes surnuméraires Délétions Dérivés

H >

(7519)(%:2), der(T)(T;9)(7:?)
der(9)t(9;12)(2,7)6(9;18)(?,2), der(9)4(9;18)(2:7),
der(13;16)(?;?), + mar

X, 24,3,4,5,5,7,7,8, 12p, 15,17,20,20 9,9,9,12, 13,13, 14, 16, 18, 19, 21

X, 6,7,8,10, 15,1720, ‘ ©9,9,9,13, 14, 18, 19, R der(1)t(1;5)(p2:q?), der(9)1(9;18)(%;7)x2

6 76,XXX X,1,1,2q,3,5,7,7,7,8, 15, 17,20, 20 \ 9,9,9,13, 14, 18, 19, 21 ‘ der(9)4(9;18)(

¥

8 77,XXX X,1,3,5,7,7,7,8,15, 17,20, 20 4,9,9,13, 14p, 14q, 19, 21 der(1)t(1;6) (%), der(10)6(22;10)(2;?

10 65, XXX X, 1,2p,20 4,8,9,9, 9, 10, 13, 14, 16, 18, 18, 19, 21, 21 der(7‘)t(7 )(?;7), der(9)4(9;18)(p?:q?),
der(15)t(3;15)(p?;?), der(17;18)(?;?)
der(18)t(9;18)(p?;p?), +mar
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Spécimen 2

#cellule # chromosome Chromosomes surnuméraires Délétions Dérivés

2 87XXYY ' I 1,1,3,13, 13

Spécimen 3

# cellule # chromosome Chromosomes surnuméraires Délétions Dérivés




82

Spécimen 4

#cellule # chromosome Chromosomes surnuméraires Délétions Dérivés

1,3,6,20,21

X, 1,3,5,7, 8,15, 15, 18, 20,

21

' . i
6 71,XXX 15, 6,8, 15,20, 21 9,10,11, 13,14, 17,22, 22 der(7;17)(?10;710), der(9;22)(q10;q10)

8 79, XXX X,1,3,4,5,6,7,8,15,16,19, 9,10, 13, 14,22 der(9;22)(q10;q10) x2
20,21

13
, . . .
10 61,XXX 1,2,5,19 3,8,8,9,9,9,10,11,12,13, 14, 17,21,22 der(9;22)(q10;q10)x2
Spécimen 5
#cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnuméraires

2 45X %

4 46, XY X ’ 5




&3

6 ‘ . 43XY 7.8,8

Spécimen 6

#cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnumeéraires

2 47,XX X 1,2,2,3,3,5,6,6,8,9,10, 10, 11, 11, 12, 16, 19, 20 der(1;5)(?10;q10), der(1;14)(14?2—147::17—17?::77—-77),
der(2;19)(?10;?10)x2, der(3)t(3;9)(?;?), der(3;16)(?10;710),
der(6)(6p—6q?::27—27::17—17), der(7;14)(?10;?10),
der(7;19)(?10;710) x2, der(9;19)(?10;?10), der(11)t(11;12)(?;?),
t(15;16)(p107;?10), der(15;16)( q10?;?10)

4 47,XX X, demi7 1,2,2,3,3,5,6,6,8,9,10,10, 11, 12, 15, 16, 19 der(l;S)(?lO;qu); del(2)(q?),
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der(2)(67—62::22—27::37—3q), der(3)t(3;9)(%;7),
der(2)(197—19?::27—27::92—97), ins (3;9)(p?),
der(2)t(2;19)(?;?) t(8;11)(p10;p10),
der(5;1)(5p—5?::12—12::127-27),
der(6)(6p—6q?::27—272::17—17), .der(10)t(3;10)(2;?),
der(11)t(11;12)(?;?), der(19)t(10;19)(?;p?), der(12;22)(?10;210),
1(15;16)(p10?;210)

s

6 46,XX X, 7 1,2,2,3,3,5,6,6,8,9, 10, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18,  der(1;5)(?10;q10), der(1;19)(?10;710), der(2;5)(?10;?10)
19 der(2)(67—67::122—27::3?2—3q), der(2;19)(?10;?10),
der(3)t(3;9)(7;7), der(6)(6p—6q?::27—22::17—17), ,
t(8;11)(?10;710), der(9;19)(?10;210), der(10)t(3;10)(?;?),
der(11)t(11;12)(?;?), der(12;14)(?10;710), t(15;16)(?10;?10)

8 47, XXX 7,X 1,2,2,3,3,5,6,6,8,9,10, 10, 11, 12, 15, 16, 19 der(3;9)(210;?10), der(3;16)(?10;?10),
der(6;1)(6p—67::17—12::22—27), der(8;19)(?10;210),
der(8;11)(?10;710), der(11)t(11;12)(%;2), t(15;16)(210;710),
der(15;16)(?10;210)

der(1;5)(710;?710), der(1;5)(Sp—57::17—12:22—29),
10 47, XX 7 1,2,2,3,3,5,6,6,9,10, 10, 11, 12, 15, 16, 19 der(1;6)(6p—67:17—12::27—27),
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der(2)(107—107::27—22::97—97), der(2;19)(?10;710),
der(3;6)(210;710), der(3,9)(?10;p10), der(6;10)(?10;210)
der(8;18)(?10;?10), der(10;19)(?10;210), der(11;17)(?10;210),
£(15;16)(210;210)

Spécimen 7

#cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnumeéraires

4 65,XXY 1,7,8 . 6,9,10,13,14,15,16,17,18,22 ’ der(9)4(9;15)(q?p?), der(?)(2:17)(%:?)

2,6,8,99,10,11, 13,13, 14, 15,17,22

Spécimen 8

#cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnuméraires

—_
S
=

2 44XY X 2,2,4,4,5,5,9,11,12,13,13, 14, 14, 15,17, 18, 18,19,  der(13; 19)(?10;?10), der(6; 16) (?10
19, 20, 20, 21, 21, 22,22
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G ‘
4 115XXX 1,7,7,7,7,8,8,8,16,16, 2,2,4,5,x,%,6,9,9,11, 12,13, 14, 15, 17, 18,21, 21,  der(1)t(1;9)(p?;?), der(12;21)(?10;210), t(x/10?)(?;’
16,19, 20 21,22 der(6;2/77)(?10;?710)

5,6,7,7,8,16,18,19,20, 1,2,4,11,12,13,14,22 der(12;21)(?10;710), der(X;21)(?10,?10)

A

. ; V
8 113, XXXXY 7x3,8, 8, 14, 2,2,4,4,4,5,5,6,6,6,9,11, 12, 13, 15, 16, 17, 18,20,  der(1)t(1;9)(p?;?)x2, der(6;7)(?10;210),
21 der(9;11)(?10;2?10)x2, der(12;21)(?10;?10),
der(16,5/67)(?10;?10), der( X;21)(?10;210) ,

. s

10 117, XXXX 3,5,7x4,8,14,19,2 2,4,6,6,6,11,11, 12, 13,13, 15, 15,17, 18, 18, 21, 21 der(1)t(1;9)(p?;?), der(6;7)(?10;?10), der(12;21)(?10;?10),
der(X;21)(?10;?10),+mar(6)

Spécimen 9

# cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnumeéraires

2 33 2,7x2,8,9, 13,15, 17, 19, 20, 22
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Spécimen 10

# cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnumeéraires

Spécimen 11

# cellule # chromosome Chromosomes Délétions Dérivés

surnumeéraires




comparaison avec les téloméres constitutivement courts (rouge) et longs (verts) établis par

6.4 Annexe 4. Longueur individuelle des téloméres pour les spécimens analysés, en
Samassekou et coll.
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