
Universite de Sherbrooke

Etude preliminaire de la longueur individuelle des telomeres et des anomalies 
chromosomiques dans les glioblastomes

Par
Brigitte Belanger 

Programme de pharmacologie

Memoire presente a la Faculte de medecine et des sciences de la sante 
en vue de l’obtention du grade de maitre es sciences (M. Sc.) 

en pharmacologie

Sherbrooke, Quebec, Canada 
Mars 2013

Membres du jury d’evaluation 
Pr David Fortin, Departement de chirurgie, Universite de Sherbrooke 
Pr Regen Drouin, Departement de pediatrie, Universite de Sherbrooke 

Pr Jean-Bemard Denault, Departement de pharmacologie, Universite de Sherbrooke 
Pre Nada Jabado, Departement de pediatrie, Universite McGill

© Brigitte Belanger, 2013



1+1
Library and Archives 
Canada

Published Heritage 
Branch

Bibliotheque et 
Archives Canada

Direction du 
Patrimoine de I'edition

395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada

395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada

Your file Votre reference 

ISBN: 978-0-499-00346-1

Our file Notre reference 
ISBN: 978-0-499-00346-1

NOTICE:

The author has granted a non­
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
telecommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non­
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats.

AVIS:

L'auteur a accorde une licence non exclusive 
permettant a la Bibliotheque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par telecommunication ou par I'lnternet, preter, 
distribuer et vendre des theses partout dans le 
monde, a des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, electronique et/ou 
autres formats.

The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission.

L'auteur conserve la propriete du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protege cette these. Ni 
la these ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent etre imprimes ou autrement 
reproduits sans son autorisation.

In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis.

While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis.

Conformement a la loi canadienne sur la 
protection de la vie privee, quelques 
formulaires secondaires ont ete enleves de 
cette these.

Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant.

Canada



Je dedie cet ouvrage a ma famille, 
Fernand, Ginette, Philippe, Catherine, Sebastien,

Leanne et Sara-Maude, 
a mes collegues et mes amis, 

qui ont su m 'accompagner et m ’encourager 
dans mes projets, dans mes bonheurs et mes peines.



La plus grande gloire n ’est pas de ne jamais tomber, 
mais de nous relever a chaque fois...

-Confucius



R e s u m e

Etude preliminaire de la longueur individuelle des telomeres et des anomalies 
chromosomiques dans les glioblastomes

Par
Brigitte Belanger 

Programme de pharmacologie 
Memoire presente a la Faculte de medecine et des sciences de la sante en vue de l’obtention 

du diplome de maitre es sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculte de medecine et des 
sciences de la sante, Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada, J 1H 5N4

Le glioblastome (GBM) est une tumeur cerebrale maligne de grade IV dont le pronostic est 
de 14,6 mois avec le traitement standard. Le pronostic des patients est difficile a preciser et 
de meilleures connaissances de revolution de ce cancer nous permettraient d’identifier de 
nouveaux marqueurs permettant d’estimer plus precisement le stade du cancer et ainsi, la 
survie des patients. L’equipe du Dr Ju Yan a etudie les profils de longueurs individuelles 
des telomeres des cellules de patients normaux et de patients atteints de leucemie myeloi'de 
chronique (LMC) avec les techniques d’analyse des fragments terminaux de restriction des 
telomeres (TRF) et d’hybridation in situ observee en fluorescence de fafon quantitative (Q- 
FISH). En utilisant les memes protocoles sur les GBM, nous avons evalue les longueurs 
individuelles des telomeres et leurs profils. L’analyse complete de onze specimens de GBM 
humains et de la lignee cellulaire de glioblastome U-87 MG nous a permis d’observer que 
les telomeres 12p, 16p, 22q, 17p, 17q, 19p et 22q sont maintenus plus longs dans les profils 
de longueurs individuelles relatives. En comparant avec les donnees du Dr Yan, nous avons 
pu determiner que les telomeres 21p et 2q sont frequemment observes parmi les telomeres 
les plus courts dans les GBM et dans la LMC. Les comparaisons des telomeres 
significativement plus courts a ceux plus longs nous ont permis d’identifier l’allongement 
des telomeres 12p, 16p et 20q de meme que le raccourcissement des telomeres 3q, 9p et 
22q comme etant des evenements potentiellement specifiques a revolution des GBM. Les 
telomeres 12q et 22q ont ete observes parmi les telomeres les plus courts et parmi les plus 
longs dans differents cas de GBM et de LMC, suggerant que le maintien de la longueur et 
le raccourcissement de ces extremites peuvent jouer un role dans revolution du cancer. 
L’utilisation du FISH multicolore (M-FISH) nous a permis d’identifier les chromosomes 
impliques de fa<?on recurrente parmi les anomalies de nombre et de structure. Nous avons 
note les deletions des chromosomes 1, 2, et 20 ainsi que des segments des chromosomes 6, 
l lq , 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 observe dans nos 
analyses que les chromosomes 1,6 , 12, 13, 22 et 14 sont particulierement impliques dans 
les rearrangements et leurs telomeres sont frequemment retrouves dans les plus courts (lp, 
lq, 13p, 22p et 6p). Globalement, nous avons observes que les tumeurs decrites comme 
etant agressives sont associees avec une survie courte apres diagnostic et elles presentent 
des telomeres courts et/ou plusieurs anomalies chromosomiques. Les tumeurs decrites 
comme etant indolentes sont associees avec une survie longue apres diagnostic et elles 
presentent des telomeres souvent de longueur normale et un nombre inferieur d’anomalies 
chromosomiques comparativement aux tumeurs agressives.
Mots cles : Longueur individuelle, telomere, anomalie chromosomique, gliome, 
glioblastome, GBM, instability genomique, evolution tumorale.
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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 o f 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 o f GBM. The complete analysis o f 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 o f 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, l lq , 13q, 14q, and 18. 
We also found amplification of the short arm of chromosome 4 and a partial trisomy of 
chromosome 7. Most o f 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 (lp , lq, 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 o f tumor development.
Keywords: Individual telomere length, telomere, chromosome anomalies, glioma, 
glioblastoma GBM, genomic instability.
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I n t r o d u c t i o n

1.1 Le systeme nerveux central et le cerveau

Le systeme nerveux central est forme de l’encephale et de la moelle epiniere. Les tissus 

nerveux, glial et vasculaire permettent 1’interpretation des signaux sensitifs provenant des 

nerfs et emettent des reponses motrices en retour. L’encephale est compose du cerveau, 

du tronc cerebral, du cervelet et du diencephale (thalamus et hypothalamus) (Les editions 

Quebec Amerique Inc. 2010; Marieb EN. 1999)

La matiere blanche et la matiere grise forment la structure interne et exteme du 

cerveau. Le prolongement des neurones, ou axones, et les cellules gliales composent 

l ’essentiel de la matiere blanche tandis que la matiere grise contient principalement des 

corps neuronaux (soma) (Nakamura et coll. 2007). Les cellules gliales jouent le role de 

soutien et de protection des neurones. Ces cellules apportent tous les nutriments et 

permettent le maintien de l’homeostasie chimique et electrique 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 differents types de cellules gliales dont les astrocytes, les oligodendrocytes, les 

ependymocytes et les microglies. Differents types de cancer peuvent prendre forme a 

partir de ces cellules.

1.1.1 Les tumeurs cerebrales

Les tumeurs cerebrales se developpent a partir de cellules transformees devenues 

anormales. Ces cellules continuent a se diviser et a progresser a l’interieur du 

parenchyme cerebral, tout en accumulant des changements genetiques. Les statistiques de 

la Societe Canadienne du Cancer indiquent que 2 800 nouveaux cas de cancer de 

l’encephale ont ete declares en 2012, representant 1,8% des nouveaux cas de cancer au 

Canada. Le nombre de deces annuel pour cette meme annee a ete etabli a 1 850, 

representant une tres grande proportion de mortalite par rapport aux nouveaux cas 

diagnostiques.
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1.1.4 Marqueurs moleculaires dans les gliomes

Les marqueurs moleculaires permettent d’evaluer certains facteurs pronostics et 

predictifs. Par exemple, en clinique, la proliferation cellulaire est mesuree par 

immunohistochimie avec 1’anticorps monoclonal Ki-67 sur chacune des biopsies 

tumorales. Cet anticorps reagit avec la proteine nucleaire Ki-67 exprimee 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 replication. Le pourcentage de cellules 

colorees indique l’indice de proliferation Ki-67 (Fisher et coll. 2002). Un indice eleve 

dans le GBM correspond a une proliferation cellulaire intense et a une probability plus 

elevee d’une recidive rapide du cancer (Jin et coll. 2011; Schroder et coll. 2002).

Le caractere evolutif des tumeurs cerebrales est cause par une tres grande 

heterogeneite au niveau des caracteristiques moleculaires de chaque tumeur. Beaucoup 

d’efforts son deployes afin d’identifier de nouveaux marqueurs permettant une meilleure 

validity du pronostic, de la reponse therapeutique ou 1’identification de nouvelles 

caracteristiques pathognomoniques des cellules cancereuses, c'est-a-dire unique a la 

maladie.

Des marqueurs utilises dans les gliomes, on peut noter 1’identification de la 

deletion ou de la perte d’heterozygocite des bras chromosomiques lp  et 19q reliee au 

diagnostic des oligodendrogliomes. Ce marqueur contribue au diagnostic 

histopathologique et permet de prevoir une meilleure reponse au traitement de 

chimiotherapie avec temolozomide (Arslantas et coll. 2007; Gadji et coll. 2009a).

1.1.4.1 Marqueurs moleculaires dans les glioblastomes

Plusieurs etudes ont mis en evidence des caracteristiques interessantes pouvant 

servir de marqueurs au niveau des GBM. Les nouvelles techniques d’analyse du genome 

ont permis d’identifier des mutations dans les genes de 1’isocitrate deshydrogenase 

(IDH1), codant pour un enzyme oxydoreductase localise dans le cytoplasme et dans les 

peroxysomes (Sanson et coll. 2009). Cette enzyme sert a la production majeure de 

NADPH cytosolique servant a la regeneration du glutathion, un antioxydant important 

dans les cellules. Cette mutation est consideree comme un evenement precurseur des 

GBM secondaires et, malgre son implication dans le cancer, semble supposer une survie
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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 IDH1/ATRX 

est considere aussi comme etant 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 gene TERT (telomerase reverse transcriptase) ont ete 

retrouvees dans plus de 80% des cas (Killela et coll. 2013). De plus les mutations du gene 

ATRX et TERT ont ete identifies comme mutuellement exclusives dans les tumeurs 

primaires, dormant un avantage proliferatif sur les cellules gliales ayant normalement une 

tres faible croissance cellulaire (Killela et coll. 2013). Ces evenements sont aussi souvent 

associes avec 1’amplification du gene EGFR (Killela et coll. 2013). Les GBM primaires 

sans mutation de TERT ont un meilleur pronostic (Killela et coll. 2013).

L’identification des differences genetiques (signatures genetiques) entre les GBM 

primaires (PTEN, TP53, EGFR et secondaires (IDH1/2, CIC, ATRX, FUBP1) pourrait 

eventuellement influencer le pronostic et les traitements des patients (Jiao et coll. 2012; 

Ohgaki and Kleihues 2013). Parallelement, le changement du statut de methylation du 

promoteur ou la mutation du gene de l’enzyme de reparation 0 6-methylguanine- 

methyltransferase (MGMT) ont ete identifies comme etant des marqueurs moleculaires 

predictifs positifs dans la reponse au traitement chimiotherapeutique dans les GBM 

(Bleeker et coll. 2012; Hassler et coll. 2006; Salvo et coll. 2011). La presence de la 

mutation d’IDFIl/2 et de la methylation de MGMT indique aussi une prediction d’une 

meilleure survie du patient (Leu et coll. 2013). De la modification du gene decoule 

l’absence ou 1’inactivation de l’enzyme de reparation de l’ADN qui, normalement, agit en 

reponse aux lesions causees par les agents alkylants tels que le temolozomide (Salvo et 

coll. 2011).

L’etude de 1’architecture nucleaire des telomeres (section 1.3.4) dans les GBM a 

identifie la presence de differents niveaux de desordre telomerique associes a 3 classes de 

survie des patients : survie a court terme, survie de duree intermediaire et survie a long 

terme (Gadji et coll. 2010). Cette etude a montre une correlation inverse entre le desordre 

des telomeres dans le noyau et la survie des patients.
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Plusieurs autres anomalies genetiques sont deja documentees pour les GBM 

(section 1.4) et les recherches se poursuivent afin de trouver de nouveaux marqueurs 

moleculaires permettant d ’evaluer le pronostic du patient et la reponse aux traitements. 

L’interet de l’etude des telomeres dans le cancer semble grandissant afin de comprendre 

davantage les mecanismes regissant ces structures.

1.2 Telomeres : structure, fonction et regulation

Les telomeres sont des repetitions d’hexanucleotides (5’-TTAGGG-3’)n 

bicatenaires servant a la stabilite et a la protection de la degenerescence, de la 

recombinaison, de la fusion et de la perte du materiel genetique (Blackburn 1991). Les 

telomeres mesurent entre 5 et 15 kb a chaque extremite des 23 paires de chromosomes 

contenus dans chaque cellule humaine (Samassekou et coll. 2010).

La double helice d ’ADN est composee de 2 brins complementaires. Au niveau des 

telomeres, un de ces brins est riche en guanine (G) et l’autre en cytosine (C). L’extremite 

du brin d’ADN riche en G est saillante en 3’, ce qui permet de prevenir la reconnaissance 

de l’ADN comme etant une cassure bicatenaire. Le repliement de cette extremite permet 

la formation d’une boucle T (T loop) permettant a l’extremite monocatenaire de se 

positionner a l’interieur de la boucle d’ADN (figure 4). Le point d’insertion de 

l’extremite 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 extremites des brins 

d’ADN.
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dans les cellules somatiques du corps humain. Les cellules somatiques, ayant au depart 

des telomeres entre 5 et 15 kb et perdant entre 50 et 100 pb a chaque replication, entrent 

en senescence lorsque la longueur limite critique est atteinte (Allsopp 1996; Shay and 

Wright 2005).

1.3.1 Raccourcissement des telomeres et senescence

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). II a alors ete etabli que lorsque la limite de division est atteinte, la cellule entre 

dans un etat de vieillissement nomme senescence (Allsopp et coll. 1992). Cette limite 

replicative a pu etre reliee quelques annees plus tard au raccourcissement maximal de la 

longueur des telomeres (Allsopp et coll. 1992). La limite de Hayflick correspond au 

nombre maximal de divisions que peut atteindre une cellule mitotique avant son entree en 

senescence et, eventuellement, a la mort cellulaire. Le lien entre le nombre de replications 

et la longueur des telomeres a ete etabli dans les annees 1990 (Allsopp et coll. 1992). La 

perte moyenne des telomeres dans les fibroblastes humains est definie a environ 1,5 kb 

durant la vie, representant environ 30% de la longueur initiale a la naissance (Allsopp et 

coll. 1992). De fa<;on generale, l’entree en senescence replicative de la cellule est 

determinee par le telomere le plus court de la cellule ayant atteint la longueur limite de 

stabilite cellulaire (der-Sarkissian et coll. 2004; Shay and Wright 2005). Au niveau de la 

longueur moyenne, cette limite a ete etablie a environ 6 kb (Baird et coll. 2003; Counter 

et coll. 1992).

Lorsqu’un telomere devient instable, les voies de signalisation reliees aux 

dommages a l’ADN (qui dependent de TP53 et/ou RBI) controlent l’arret du cycle 

cellulaire. La cellule entre en senescence replicative et la proliferation est arretee. Si le 

cycle cellulaire n’est pas retabli, la mort cellulaire sera enclenchee. Les telomeres 

permettent de controler la replication avant 1’apparition de dommages a l’ADN causes 

par l’instabilite telomerique (section 1.3.4) (Gomez et coll. 2012; Londono-Vallejo

2009). Lorsque les telomeres deviennent trop courts, la cellule entre en crise et peut 

survivre a cette crise en devenant immortelle grace a l’implantation d ’un mecanisme 

d’elongation des telomeres (section 1.3.7) (Counter et coll. 1992).
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La longueur des telomeres varie d’un individu a l’autre, d’un chromosome a 

l’autre, d’un allele a l’autre et aussi en fonction de Page (Graakjaer et coll. 2006; 

Samassekou et coll. 2010). En mesurant la longueur des telomeres de specimens d’age 

neonatal a centenaire, il a ete possible de montrer que cette longueur est caracteristique 

de chaque individu, que cette longueur raccourcit pendant la vie mais que la longueur 

initiale des telomeres depend de celle heritee des parents (Graakjaer et coll. 2004; Kappei 

and Londono-Vallejo 2008; Takubo et coll. 2002).

Des telomeres courts ont ete identifies dans plusieurs syndromes de vieillissement 

premature et de predisposition au cancer. On note, entre autres, 1) 1’identification de 

V importance de la telomerase sur la longueur initiale des telomeres et dans le 

vieillissement premature des cellules a proliferation elevee par la mutation de TERC 

{telomerase RNA component) dans la dyskeratose congenitale (Shay and Wright 2004), 2) 

l’haplo-insuffisance de TERT {telomerase reverse transcriptase) dans Panemie aplasique 

(Chiang et coll. 2010; Du et coll. 2007; Yamaguchi et coll. 2005), 3) les problemes de 

maintenance menant au raccourcissement et a la recombinaison des telomeres dans 

Panemie de Fanconi (Joksic et coll. 2012), 4) les cercles telomeriques

extrachromosomiques dans le syndrome de Werner (Joksic et coll. 2012; Reddy et coll.

2010) et 5) les problemes de protection menant a Pinstabilite dans l’ataxie telangiectasie 

(Gilson and Londono-Vallejo 2007; Sfeir and de Lange 2012; Shay and Wright 2004).

L’identification des causes de ces maladies a grandement contribue aux 

connaissances sur les telomeres et ont montre 1’importance de la longueur, de la stabilite 

et de la maintenance de ces structures.

1.3.2 Telomeres dans les cellules du cerveau

II est connu que la longueur des telomeres varie selon le tissu etudie et le taux de 

proliferation des cellules. Pour ce qui est des telomeres dans les cellules du cerveau, un 

groupe japonais a montre des longueurs moyennes dans la matiere grise de 12,3 ± 2,5 kb 

et dans la matiere blanche de 11,4 ± 2,1 kb en utilisant des echantillons du lobe occipital 

de patients autopsies (Nakamura et coll. 2007). La comparaison entre les resultats de 

specimens d’ages differents, de bebes et d’individus de plus de 60 ans, a montre une 

difference entre la matiere blanche mais aucune difference avec la matiere grise. Ces
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resultats ont suggere que les cellules gliales subissent une perte telomerique 

contrairement aux neurones qui, lorsque differenciees, ne se divisent plus (Ishii et coll. 

2006; Nakamura et coll. 2007; Takubo et coll. 2002). Cette perte telomerique a ete 

mesuree entre 0,05-0,88 kbp (Nakamura et coll. 2007).

1.3.3 Longueur individuelle des telomeres

La longueur des telomeres variant a chaque extremite des chromosomes, il est 

possible de mesurer 92 longueurs differentes dans une cellule en metaphase normale. 

Cette difference dans la longueur individuelle depend majoritairement des longueurs 

telomeriques heritees des parents a la naissance (Graakjaer et coll. 2004). La longueur 

individuelle des telomeres est un sujet peu etudie jusqu’a maintenant, vu la complexity 

des manipulations pour etudier les bras chromosomiques un par un. Les techniques de 

cytogenetique utilisees pour V identification individuelle des chromosomes necessitent 

des cellules en replication pendant la phase mitotique et, preferentiellement, en 

prometaphase. Les chromosomes peuvent etre visualises et identifies seulement au plus 

haut niveau de condensation de l’ADN, pendant la metaphase, la plus courte phase du 

cycle cellulaire (figure 5). Si les chromosomes ne peuvent etre classes, il sera impossible 

d’identifier a quel bras chromosomique le telomere mesure appartient.
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D’autres techniques sont disponibles pour la mesure de la longueur moyenne des 

telomeres (Q-PCR, Flow FISH) (tableau 2). Ces techniques n’ont pas ete utilisees dans 

notre projet mais pourraient etre utilisees comme perspective afm de confirmer les 

donnees obtenues par TRF. Pour ce qui est des autres techniques permettant d’etudier la 

longueur individuelle des telomeres, elles ne permettent malheureusement pas 

d’identifier les bras chromosomiques.

1.3.5 Patrons de longueurs relatives individuelles

L’etude de la longueur individuelle relative des telomeres a permis de montrer la 

presence d’un profil de longueurs retrouve dans toutes les cellules d’un meme individu 

ainsi que dans la population en general. Ce profil image la variation de longueur des 

telomeres entre les differents bras chromosomiques, qui est conservee pendant la vie 

entiere et transmis de generation en generation selon le mode mendelien (Graakjaer et 

coll. 2004; Graakjaer et coll. 2006). Jusqu’a maintenant, peu de laboratoires ont travaille 

sur les longueurs individuelles.

L’equipe du Dr Yan s’est interessee au patron de longueurs telomeriques present 

dans les cellules normales et leucemiques. Leur etude a permis d ’identifier les telomeres 

qui sont retrouves parmi les plus longs et les plus courts dans les cellules de fa9on 

constitutive et dans le cancer (Samassekou et coll. 2011).

Les extremites 17p, 22q, 19p, 17q, 16p et 12p ont ete definis comme etant les 

telomeres plus courts (en ordre croissant) et les extremites 3p, Xp, 5p, 13q et 4q, les plus 

longs (ordre decroissant) dans les cellules normales (figure 6). Les telomeres consideres 

plus long ou plus courts sont ceux ayant une difference non-significative avec le plus 

court ou le plus long telomere du profil (p>0,05) (Samassekou et coll. 2011). En d’autres 

mots, les telomeres les plus courts sont ceux qui ne sont pas statistiquement differents du 

plus court (i.e. 17p) et les plus longs, ceux qui ne sont pas differents du plus long (i.e. 

3p). L’ensemble de nos donnees sur les telomeres ont ete recoltees a l’aide des memes 

methodes et serviront d ’elements de comparaison. Les donnees sur les LMC sont 

presentees en 1.3.7.
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1.3.8.1 Reactivation de la telomerase

La telomerase est une enzyme qui possede une activite transcriptase inverse. II 

s’agit d’une ribonucleoproteine composee des sous-unites catalytiques telomerase reverse 

transcriptase (TERT) et d’une composante en ARN, la telomerase RNA component 

(TERC) agissant comme modele pour l’addition de repetitions de novo de TTAGGG en 

3’ des telomeres (Gomez et coll. 2012). Apres l’hybridation des onze nucleotides du 

modele d’ARN a l’extremite complete en 3’ du brin d ’ADN, la synthese se fait en 

complementarite du brin d’ARN dans le site catalytique de l’enzyme. Une repetition 

hexanucleotidique est assemblee a chaque cycle (Gomez et coll. 2012; Mocellin et coll. 

2013). La reactivation de la telomerase a pour cause principale la surexpression de la 

sous-unite TERT, le facteur limitant T activite de l’enzyme (Du et coll. 2007; Mocellin et 

coll. 2013; Yamaguchi et coll. 2005).

La presence de l’activite de la telomerase a une quantite non-physiologique (c.-a- 

d., expression ectopique dans les cellules somatiques) contribue a effacer le profil de 

longueurs individuelles et tend a homogeneiser les longueurs (Gilson and Londono- 

Vallejo 2007; Gomez et coll. 2012; Londono-Vallejo et coll. 2001). Les cancers ayant 

une telomerase active semblent etre relies a une survie moins longue et a des tumeurs 

plus agressives comparativement aux cellules positives pour l’ALT (Hakin-Smith et coll. 

2003; Kheirollahi et coll. 2011).

1.3.8.2 Allongement alternatif des telomeres

Le mecanisme de l’ALT implique Tallongement des telomeres par la 

recombinaison homologue des extremites de fa9on independante de la telomerase. Le 

mecanisme exact est encore inconnu mais plusieurs mecanismes ont ete proposes (Cesare 

and Reddel 2010). La caracteristique principale des cellules positives pour TALT est le 

recrutement et la presence de corps promyelocitic leukaemia (PML), une structure sub- 

nucleaire contenant de l’ADN, des proteines telomeriques ainsi que des facteurs de 

recombinaison et de reparation de l’ADN (Verdun and Karlseder 2007). La technique de 

detection du mecanisme se fait par la detection des structures associees aux PML (corps 

leucemique promyelocytaire associe a l’allongement alternatif des telomeres, APB) par
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une combinaison d’immunofluorescence et de FISH telomerique (Henson et coll. 2005; 

McDonald et coll. 2010).

Des etudes sur l’ALT dans les GBM indiquent que la presence de ce mecanisme 

serait reliee a une survie plus longue et que ce mecanisme est souvent identifie chez des 

patients plus jeunes. Tel que mentionne precedemment, des mutations dans le gene IDH1 

sont presentes dans les cellules positives pour l ’ALT (McDonald et coll. 2010; Royds et 

coll. 2011). L’ALT serait aussi plus frequemment retrouve dans les astrocytomes de 

grade II et III et, par evolution, associe aux GBM secondaires (Henson et coll. 2005). Les 

mutations d’ATRX ont ete associees a la presence du mecanisme alternatif d’elongation 

des telomeres dans les astrocytomes secondaires (Jiao et coll. 2012). L’heterogeneite des 

telomeres est caracteristique de ce mecanisme d’elongation, principalement par la 

presence de telomeres anormalement longs (Bryan et coll. 1995; Hakin-Smith et coll. 

2003).

Tel que decrit precedemment, la co-presence de l’activite de la telomerase et de 

l’ALT a ete documentee dans les GBM et est reliee a un pronostic positif pour les 

patients. Environ 40% des GBM n’ont pas de mecanisme clairement etabli et ceux-ci sont 

relies a une survie plus courte et a la presence d’un variant specifique du gene CDKN2A 

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

1.4 Caracteristiques moleculaires et chromosomiques des GBM

Malgre le fait que les GBM soient consideres comme un groupe tres heterogene de 

tumeurs, certaines caracteristiques ont ete identifiees comme etant importantes dans 

revolution du cancer (Dahlback et coll. 2009). Au niveau moleculaire, certaines voies de 

signalisation ont ete identifiees comme etant majoritairement impliquees dans les GBM 

(figure 9) (Bleeker et coll. 2012; Ohgaki and Kleihues 2007). Les voies EGFR/PI3K/Akt, 

Rb et p53 jouent un role majeur dans le controle de la proliferation, la survie cellulaire, le 

controle du cycle cellulaire et dans l’apoptose (Bleeker et coll. 2012). Le desequilibre 

dans ces voies de signalisation cree un nouvel etat cellulaire propice a 1’initiation du 

cancer. Les genes faisant partie de ces voies sont pour la plupart deja connus dans 

d’autres formes de cancer pour agir sur la proliferation illimitee, l’angiogenese, 

l’inhibition de l’apoptose et la continuite du cycle cellulaire malgre la presence de
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En ce qui conceme les amplifications frequentes, 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 rapportees a plusieurs reprises dans les etudes sur le GBM. La 

proportion de tumeurs dans lesquels ces genes sont modifies est tres variable (Tableau 3). 

Le dosage de ces genes peut etre modifie par une anomalie de structure mais aussi par des 

mutations (section 1.4.2).

1.4.2 Modification de (’information genetique : mutations

Plusieurs genes ont deja ete identifies comme etant mutes dans les GBM (tableau 

4). Le pourcentage des cancers dans lesquels ces mutations ont ete reperees reste tout de 

meme en de?a de 40%, probablement du a la grande heterogeneite des GBM. Ces 

changements fonctionnels dans les tumeurs peuvent tout de meme aider a mieux decrire 

1’evolution des tumeurs et le pronostic des patients.

Ces genes sont pour la plupart deja identifies dans d’autres types de cancer et, 

encore, le pourcentage de tumeurs caracterisees par ces mutations est inferieur a 40%. 

Plusieurs genes ont aussi ete identifies comme etant frequemment surexprimes ou 

bloques par des miRNA mais ne seront pas discutes (Bleeker et coll. 2012).Les 

changements dans les genes identifies comme des evenements importants dans les GBM 

peuvent etre causes par des anomalies de structure ou des mutations. L’identification de 

ces acteurs peut mener au developpement de nouvelles therapies comme, par exemple, les 

inhibiteurs d’EGFR etudies comme traitement du GBM (Fenton et coll. 2012; Gadji et 

coll. 2009b; Jackson et coll. 2013). De fafon generate, plusieurs genes ont ete reconnus 

comme ayant un role dans les GBM mais, du a 1’heterogeneite de ce type de cancer, le 

pourcentage de tumeurs dans lesquels ces caracteristiques sont retrouvees est limite. En 

d’autres mots, aucune caracteristique commune a tous les GBM n’a encore ete identifiee.
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Les mutations d’ATRX et DAXX affectent 1’incorporation de l’histone H3.3 dans 

Pheterochromatine pericentrique et dans les telomeres (Liu et coll. 2012; Schwartzentruber 

et coll. 2012). La presence de mutations dans la voie de signalisation H3F3A/ATRX- 

DAXX/TP53 est fortement correlee avec le mecanisme alternatif d’elongation alternative 

des telomeres et indique 1’importance de la regulation de P architecture de la chromatine 

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

l.S Objectifs et questions de travail

L’augmentation des connaissances des mecanismes d’oncogenese et devolution du 

cancer a un poids considerable dans la decouverte de nouvelles cibles therapeutiques ou de 

marqueurs moleculaires. Le pronostic des patients atteints de GBM peut etre tres variable et 

Pidentification de nouveaux marqueurs caracteristiques de Pevolution du cancer permettrait 

une meilleure estimation de Pevolution de la maladie ou de la reponse au traitement des 

patients. L’absence de donnees sur les profils individuels des telomeres sur les GBM nous 

amene a continuer la caracterisation et la recherche sur P implication de la longueur des 

telomeres dans Pevolution des GBM.

L’objectif principal de ce projet est de caracteriser pour la premiere fois la longueur 

individuelle des telomeres dans les GBM en correlation avec le pronostic et les anomalies 

chromosomiques. Pour ce faire nous avons analyses 12 specimens de GBM pour lesquels 

nous avons etablis les objectifs suivants :

Identifier la longueur moyenne des telomeres par la technique de TRF;

Determiner le patron des longueurs individuelles relatives pour chaque specimen en 

utilisant les techniques de Q-FISH et de M-FISH;

Identifier les differentes anomalies chromosomiques presentes, le nombre et la 

variability de ces anomalies ainsi que les chromosomes impliques de fa?on 

recurrente dans les anomalies de nombre et de structure;

Identifier les bras chromosomiques les plus longs et les plus courts dans chacun des 

specimens;

Comparer les observations de la longueur des telomeres et des anomalies 

chromosomiques avec les donnees cliniques des patients ainsi que les donnees 

recensees dans la litterature scientifique;
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Nous pourrons determiner si le profil retrouve dans les GBM les moins agressifs 

ressemble davantage au profil identifie dans les lymphocytes normaux et s’il y a presence 

de similarites avec les LMC. Nous croyons aussi qu’il est possible d’identifier certains bras 

chromosomiques dont la regulation de la longueur des telomeres est exclusive a revolution 

des GBM. Les anomalies chromosomiques identifiees nous permettent de verifier quels 

chromosomes sont perdus ou dupliques de fa<;on recurrente et s’il existe un lien avec le 

profil de longueurs individuelles des telomeres. Nous voulons aussi verifier si les 

chromosomes ayant des telomeres courts sont observes davantage dans les rearrangements 

chromosomiques et si les cas ayant un grand nombre d’anomalies presentent des telomeres 

plus courts accompagnes d’une survie plus courte. L’identification de nouvelles 

caracteristiques du GBM pourrait nous lancer sur de nouvelles pistes concemant 

l’agressivite du cancer, revolution et la survie du patient.
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M a t e r i e l  e t  m e t h o d e s

2.1 Selection des tumeurs

Toutes les tumeurs gliales proviennent de patients operes par les neurochirurgiens 

Dr David Fortin et Dr David Mathieu du Service de neurochirurgie dans le Departement 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 ete approuve 

par le comite d’ethique a la recherche en sante chez l’humain du CHUS et de l’Universite 

de Sherbrooke (certificat #11-088). Les tumeurs avec un diagnostic neuropathologique de 

GBM ont ete selectionnees pour l’etude.

2.2 Culture primaire de cellules gliales

Les specimens de tumeurs ont ete recuperes dans du milieu Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Wisent Bioproducts, St-Bruno, Quebec, Canada) non supplement^ 

directement au bloc operatoire lors des chirurgies de resection ou de biopsie. La mise en 

culture du specimen a ete effectuee par fragmentation a l’aide d ’un scalpel et avec ajout de 

1 mL de serum de bovin foetal (FBS) (Wisent Bioproducts) et 1 mL de milieu de culture 

complements (DMEM, 10% FBS, 2% penicilline-streptomycine). La meme quantite de 

FBS et de milieu a ete ajoutee a des intervalles de 3 jours jusqu’a un total de 6 mL dans un 

petri de 10 mm de diametre. Par la suite, les changements de milieux ont ete faits jusqu’a 

une confluence de 70 a 80%. Les cellules ont ete conservees en tout temps dans un 

incubateur a 37°C avec 5% CO2.

Lorsque la confluence des cellules etait atteinte, le milieu a ete retire et les cellules ont 

ete lavees avec du Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) prechauffe a 37°C. Les cellules 

ont ete decollees de la paroi du contenant en presence de trypsine 0,25%/EDTA 0,53 mM 

pendant 2 a 5 minutes a 37°C. Les cellules etaient ensuite suspendues dans du milieu et 

diluees pour etre remises en culture a une confluence de 15 a 20%.
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2.3 Congelation des cellules

Lorsque decollees par la trypsine et suspendues dans le milieu, les cellules ont ete 

centrifugees a 1 700 x g pendant 5 minutes. Le sumageant etait alors retire et le culot de 

cellules dilue dans un milieu de congelation [50% DMEM, 40% FBS, 10% 

dimethylsulfoxide (DMSO)]. Les tubes de congelation ont ete mis a -80°C et ont ete 

transferes dans l’azote liquide apres 24 heures.

2.4 Preparation de culot de cellules

Les memes manipulations que l’etape de congelation des cellules ont ete effectuees 

jusqu’au retrait du sumageant. Le culot de cellules a alors ete lave avec du HBSS et 

transfere dans des microtubes de 1,5 mL. Une centrifugation de 2 minutes a 12 000 x g a 

permis de precipiter les cellules. Le sumageant a ete retire et le culot a ete congele et 

conserve a -80°C jusqu’a utilisation.

2.5 Recolte de cellules adherentes

Les cellules en culture ont ete decollees tel que decrit en section 2.2 et le milieu de 

culture a ete change (DMEM complements). La colchicine -  Colcemide (KaryoMAX 

colcemid solution 10 pg/mL, Gibco, Life Technologies Inc., Burlington, Ontario, Canada) a 

ete ajoutee au milieu a une concentration finale de 50 pg/mL. La recolte debutait entre 2 et 

18 heures apres Fajout de Colcemide. Le temps d’action de cette demiere a ete determine 

en fonction du temps de replication du specimen, qui etait, en moyenne, de 18 heures pour 

les gliomes.

Apres l’incubation avec Colcemide, le milieu de culture etait retire et conserve. Les 

cellules etaient rincees au HBSS et elles etaient decollees. Le milieu de culture etait rajoute 

dans la boite de Petri pour recueillir les cellules et celles-ci ont ete centrifugees a 1 350 x g 

pendant 5 minutes. Une fois le sumageant enleve, les cellules etaient pretes pour le choc 

hypotonique : goutte a goutte, environ 4 mL de citrate de sodium 0,8% ont ete ajoutees 

avec agitation des cellules a l’aide d’un vortex. Le volume etait complete a 12 mL et les 

cellules ont ete incubees a 37°C pour 30 minutes. Pour chaque tube, 1 mL d ’acide acetique 

5% a ete ajoute pour la pre-fixation. Les cellules ont ete centrifugees. La fixation des 

cellules s’est fait en ajoutant environ 4 mL de Camoy (methanol : acide acetique 3:1)
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goutte a goutte, au vortex. Le volume a ete complete a 12 mL et les tubes ont ete laisses au 

repos pour 10 minutes a la temperature de la piece. Les etapes de centrifugation et d’ajout 

de Camoy ont ete repetees 3 fois avant de suspendre les cellules dans 1 a 2 mL de Camoy 

1:1. Les lames ont ensuite ete etalees en laissant tomber une goutte par lame dans une 

chambre a temperature et a humidite controlees (Thermotron, Holland, MI). Les lames ont 

ete etalees a 55% d ’humidite et 22°C. La solution de cellules metaphasiques ainsi que les 

lames etalees ont ete conservees a -20°C.

2.6 Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a ete effectuee avec le kit Gentra Puregene (Qiagen, Toronto, 

Ontario, Canada) en utilisant le protocole de la compagnie pour l’extraction d’ADN de 

cellules en culture. Les culots de cellules ont ete decongeles le plus rapidement possible a 

37°C avec agitation et la solution de lyse cellulaire a ete ajoutee. Les tubes etaient agites 

sur le vortex a haute vitesse pour 10 secondes. Un traitement a la ribonuclease a ensuite ete 

fait avec agitation par inversement et une incubation de 5 minutes a 37°C. Les tubes ont ete 

incubes une minute sur glace avant d’etre centrifuges a 13 000 x g. Les proteines ont 

precipite avec la solution de precipitation et les tubes ont ete agites et centrifuges a 

nouveau. Le sumageant a ete ajoute a 1’isopropanol pour la precipitation de l’ADN et le 

tout a ete centrifuge a nouveau. Le culot d ’ADN a ensuite ete lave avec de l’ethanol 70% 

froid. L’ADN a ete suspendu dans la solution commerciale de rehydratation de l’ADN. La 

concentration d’ADN a ete definie par Tabsorbance a 260 nm et sa purete par le ratio de 

l’absorbance a 260 nm sur Tabsorbance a 280 nm. Le ratio doit etre entre 1,7 et 1,9 pour 

que l’echantillon soit juge de bonne qualite pour la poursuite des experiences. Les tubes 

d’ADN ont ete conserves a -20°C.

2.7 Analyse de la longueur moyenne des telomeres

La technique des fragments de restriction des telomeres (TRF) a permis d’obtenir la 

longueur moyenne des telomeres. Les reactifs du kit DIG High Prime DNA Labeling 

Detection Starter Kit II (Roche, Laval, Quebec, Canada) ont ete utilises pour cette 

technique. Entre 2 et 5 pg d’ADN etaient digeres pendant 18 heures a 37°C avec les 

enzymes de restriction Hinfl et Rsal (New England Biolabs, Pickering, Ontario, Canada).
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le logiciel Image J (Version 1.45, NIH, USA). L ’equation logarithmique du poids 

moleculaire a ete etablie avec les marqueurs en fonction de la migration du gel. La longueur

moyenne des telomeres est definie par l’equation : TRF  =

2.8 PNA FISH (Q-FISH)

La technique Q-FISH a ete effectuee sur les lames etalees selon les methodes 

conventionnelles de cytogenetique (section 2.5). Le vieillissement des lames a ete realise a 

37°C pendant 24 heures. Celles-ci ont ensuite ete trempees dans differents bains : TBS pour 

2 minutes, formaldehyde 3,7% pour 2 minutes, TBS pour 2 fois 5 minutes, solution de 

pretraitement (pepsine 0,01%, HC1 0,01 N) pour 3 minutes, TBS pour 2 fois 5 minutes et 

ethanol 70%, 80% et 100% pour 2 minutes chacun. Apres sechage, 10 pL de sonde d’acide 

nucleique peptidique (PNA) couplee a la fluoresceine isothiocyanate-(CCCTAA)3 ou au 

Cy3 (PNA Bio Inc, Thousand Oaks, CA) diluee a 50 pM dans une solution d’hybridation 

(Na2H P04 20 mM pH 7,4, Tris 20 mM pH 7,4, formamide 60% dans SSC 2X, 0,1 pg/mL 

sperme de saumon) a ete deposes sur chaque lame.

Les lames ont ete denaturees pendant 3 min a 80°C sur la plaque PCR et incubees 

pendant 60 minutes a la temperature de la piece, a l’obscurite. Les lavages de la sonde ont 

ete faits dans du SSC 0,4X-NP 40 0,3% pour 1 minute, suivi de la meme solution a 65°C 

pendant 2 minutes et de SSC 2X-NP-40 0,1% pendant 1 minute. Les lames ont ensuite ete 

montees 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 etaient 

conservees pendant 2 jours a temperature piece pour le marquage en bande DAPI avant la 

prise de photo.

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

Afin d’identifier de fa9on specifique les chromosomes pour 1’identification individuelle 

de chacun des telomeres dans ce projet, la technique de M-FISH a ete effectuee. 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 utilisee dans les cas de cellules aneuploi'des, de preparations
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de metaphases de faible resolution et/ou de mauvaise qualite et lors de la presence de 

nombreuses translocations.

Le M-FISH a ete fait sur les memes lames que celles du Q-FISH. Le protocole de la 

compagnie pour les sondes 24XCyte (MetaSystem Group Inc, Whaltham, MA) a ete 

realise. Les lamelles et le milieu de montage etaient retires par 3 bains de TBS de 5 

minutes. Les lames etaient ensuite incubees pendant 30 minutes dans le SSC 2X a 70°C et 

refroidies a la temperature de la piece pendant 20 minutes. Elies ont ete transferees dans 

plusieurs bains d’une minute chacun avant d’etre sechees a Fair: SSC 0,1X, NaOH 0,07N 

(4°C), SSC 0,1X (4°C), SSC 2X, ethanol 70%,80% et 100%.

Environ 10 pL de sonde 24XCyte par lame a ete denature a 75°C pour 5 minutes 

puis mis sur la glace avant d ’etre incube pendant 30 min a 37°C. La sonde a pu etre ensuite 

appliquee sur les lames. Celles-ci ont ete scellees et mises en chambre humide a 37°C 

pendant 48 heures.

Les lamelles ont ensuite ete decollees et les lames ont ete deposees dans du SSC 

0,4X a 72°C pour 2 minutes, suivi de SSC 2X pour 30 secondes. Les lames ont ete rincees a 

l’eau distillee et montee avec du PPD/DAPI (50 ng/mL) pH 7,5.

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

Les photos de Q-FISH et M-FISH ont ete prises avec le microscope a 

epifluorescence semi-automatise (Olympus BX61; Olympus America Inc, Center Valley, 

PA) et une camera Compulog IMAC-CCD S30 (Metasystem Group Inc). Le logiciel 

Metafer v3.3.6 (Metasystem Group Inc) a ete utilise pour le balayage automatique des 

lames. Les images ciblees ont ete analysees a 1’aide du logiciel ISIS v5.2 (Metasystem 

Group Inc). Le caryotype a ete fait en fonction du marquage multicolore du M-FISH et 

applique aux memes lames et aux memes metaphases en Q-FISH.

Les telomeres sont ete mesures sur les metaphases caryotypees avec la fonction 

Telomere Measurement du logiciel ISIS, permettant de mesurer l’intensite individuelle de 

chacune des extremites telomeriques sur le caryotype. Le bruit de fond des images a ete 

automatiquement corrige par le systeme d’analyse d’images.
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2.11 Analyses statistiques des mesures individuelles des telomeres

Les donnees inferieures a une intensite de signal de 10 unites ont ete retirees de 

l’analyse puisqu’elles ont ete jugees comme etant inferieures ou equivalentes au bruit de 

fond. Les valeurs d’intensite de signal de chaque cellule ont ete transformees en longueur 

telomerique (kb) a l’aide de la longueur relative moyenne obtenue par TRF. Les valeurs de 

chaque cellule ont ete ensuite transformees individuellement selon la moyenne d’intensite 

de signal dans chaque cas. Les chromosomes significativement plus longs et plus courts ont 

ete determines avec les valeurs inferieures au rang percentile 2,5% et superieures au 

percentile 97,5% pour chacun des specimens. Ceux-ci ont ete consideres comme 

significativement differents de la moyenne. Le logiciel Microsoft Office Excel 2007 

(Microsoft Corp, Redmond, WA) a ete utilise pour le traitement des donnees brutes 

provenant d ’ISIS ainsi que pour les analyses statistiques. Le logiciel Graphpad Prism 5 

(Graphpad Software Inc., La Jolla, CA) a ete utilise pour la conception des graphiques.
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Le controle positif utilise est la lignee cellulaire adherente U-87 MG (American 

Type Culture Collection, Masassas, VA) provenant d’une tumeur astrocytaire agressive 

humaine de grade IV. La lignee cellulaire a ete manipulee de la meme faqon que les 

cellules de specimens humains.

Les longueurs moyenne et individuelle des telomeres ont ete mesurees sur les 

cellules en culture de chaque specimen. Afin de reduire le biais de selection clonale et de 

diminution de la longueur telomerique, les cellules ont ete cultivees pour un maximum de 

six passages avant d’etre recoltees ou congelees. Les specimens ont ete recoltes pour le Q- 

FISH et le M-FISH et les culots de cellules ont ete congeles et conserves pour la technique 

de TRF. Les resultats obtenus pour la longueur moyenne et pour les longueurs individuelles 

proviennent done de cellules ayant subi le meme temps de culture.

3.2 Longueur moyenne des telomeres

La technique TRF a permis d ’obtenir la longueur moyenne de tous les telomeres 

dans chacun des specimens. Les manipulations ont ete effectuees au moins en duplicata, 

excepte pour les specimens 5 et 11 ou la qualite et la quantite du materiel ont limite la 

technique a une seule mesure. . Les marqueurs de poids moleculaire (M) permettent de 

mesurer la longueur moyenne de chaque specimen par densitometrie (Tableau 5) L’ecart- 

type (a) a ete mesure par la repetition de la technique. La figure 14 et le tableau 5 

presentent les resultats et mesures obtenus pour les specimens analyses. Dans ce projet, la 

moyenne de tous les specimens cliniques analyses est de 6,1 ± 3,5 kb.
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3.4 Description des resultats individuels

Les anomalies de structure relatives a chacun des specimens sont detaillees dans 

1’annexe 3. Les anomalies chromosomiques sont decrites comme etant « recurrentes » 

lorsqu’observees dans plus de 40% des cellules analysees d’un meme specimen. Le seuil de 

40% a ete defini par le laboratoire. Les chromosomes ont ete identifies par M-FISH. Dans 

plusieurs cas, il etait impossible d’identifier correctement le bras chromosomique implique 

dans l’anomalie. Les derives sont des chromosomes dont la structure a ete rearrangee par 

plus d’un evenement (c.-a-d., inversion et deletion sur un meme chromosome) ou le produit 

d’un rearrangement impliquant 2 chromosomes ou plus (c.-a-d., le produit d ’une 

translocation non equilibree). Ces anomalies sont pour la plupart des produits de 

translocation et sont identifies selon l’origine chromosomique du centromere present dans 

le derive, par exemple, centromere du chromosome 1, bout du bras p echange avec le p du 

chromosome 6 se nomme der(l)t(l;6)(p22;pl2) dans le U-87MG. La nomenclature des 

anomalies est faite selon les regies du systeme international de nomenclature pour la 

cytogenetique humaine (An international System fo r Human Cytogenetic Nomenclature, 

ISCN) (Shaffer and Tommerup 2005).

Les donnees brutes des longueurs individuelles des telomeres de chacun des 

specimens se retrouvent en annexe 2. Les profils des longueurs individuelles sont presentes 

sous forme de graphique (figures 15 a 26) avec une echelle de 15 kb, excepte pour les 

specimens 1,9 , 10 et 11 ayant une echelle de 25 kb. Les longueurs moyennes decrites sont 

regroupees dans le tableau 5.

3.4.1 Specimen U87-MG

Le specimen (numero ATCC : HTB-14™) provient originalement d ’un homme 

caucasien de 44 ans. Deux autres lignees cellulaires, ATCC HTB-15 et ATCC HTB-16, ont 

pour origine le meme gliome malin. La lignee est deja connue comme etant hypodiplo'ide, 

ayant un nombre modal de 44 chromosomes et un taux de ploi'die plus eleve de 5,9%. Un 

total de 12 anomalies chromosomiques communes ont ete identifiees par ATCC : 

der(l)t(l;3)(p22;q21), del(9)(pl3), der(16)t(l;16)(p22;pl2) et 9 autres anomalies. Selon les 

descriptions de l’ATCC, le derive du chromosome 1 est present en 2 copies dans la plupart 

des cellules, un seul chromosome X est present, le chromosome Y est manquant et il
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• Le 9q est present dans les specimens 2 et 7, ayant des survies respectives differentes 

de 44 et 5,5 mois.

• Le 3q present dans les specimens 3 et 9, ayant une survie de 14,3 mois et plus de 19 

mois.

Certains telomeres normalement longs sont aussi longs dans certains GBM :

• Le 4q est retrouve long dans les specimens 5 et 10 (survie non-disponible, 35,6 mois).

• Le Xp dans les specimens 9 et 10 (14,3 et 35,6 mois).

• Le 5p dans les specimens 2 et 9 (44 et 14,3 mois).

La majorite de ceux-ci sont observes dans des tumeurs avec survie longue, suggerant 

que le maintien du patron de longueur peut ameliorer la longevite des patients. Ces trois 

telomeres sont aussi longs dans les LMC.

Certains telomeres normalement courts sont aussi courts dans certains GBM :

• Le 19p est court dans le specimen 2 (44 mois).

• Le 12p dans les specimens 3 et 11 (14,3 et 25 mois)

• Le 16p dans les U-87 MG.

Ces telomeres courts ont conserve leur position dans le profil des longueurs des 

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

Certains telomeres sont retrouves a la fois courts et longs dans differents specimens. Ces 

observations peuvent nous diriger vers differents phenomenes distincts selon le stade 

devolution du cancer.

•  Le 21p court est observe dans les specimens 8 et 11, de survie intermediate et longue. 

Cette observation a aussi ete faite dans les LMC. Ce meme telomere est observe 

comme etant long dans le specimen 7. Ce specimen, avec une survie courte de 5,5 

mois apres la premiere operation, est considere comme une tumeur tres agressive. Le 

raccourcissement du 21p pourrait etre considere comme un evenement important dans 

la cancerogenese, mais non exclusif a l’agressivite tumorale.
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• On remarque aussi que le telomere 22p revient a 4 reprises dans les plus courts 

(specimens 1, 8, 4 et 10) et une fois dans les plus longs (specimen 6). Les specimens 

avec un 22p court ont des survies respectives tres variables de 4,3 a 35,6 mois. Le 

specimen 6, avec une survie de 36 mois apres diagnostic et 3 mois apres operation, 

possede un 22p beaucoup plus long. Dans les cellules normales, le 22p ne se retrouve 

pas parmi les telomeres 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 Phypothese que le raccourcissement du 22p est un evenement qui peut etre 

exclusif au processus de cancerogenese et que la conservation de la longueur de ce 

telomere pourrait favoriser une survie plus longue. II faut noter que le specimen 6, 

ayant une survie longue apres diagnostic et un 22p long, possede une tres grande 

quantite d’anomalies chromosomiques (14 a 18 par cellule), pouvant expliquer la 

survie tres courte apres chirurgie tres courte.

Le telomere 9p est court dans le specimen 1 (survie 4,3 mois) et long dans le 

specimen 4 (18,2 mois). Celui-ci n’etait pas significativement different dans les cellules 

normales ni dans les LMC.

Plusieurs observations ont ete faites sur les specimens de GBM et seront discutes 

dans la prochaine section.
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D i s c u s s i o n

4.1 Specimens observes

La lignee cellulaire U87-MG a ete utilisee comme controle positif. La 

disponibilite d’un controle negatif sera discutee en 4.1.2.2.

4.1.1 Specimens cliniques

La survie apres chirurgie des 11 specimens est prise en compte dans la presente 

etude etant donne que les longueurs relatives des telomeres sont mesurees a partir des 

specimens obtenus lors la resection chirurgicale de la tumeur. La survie apres le 

diagnostic correspond a la survie suite a la premiere chirurgie. Celle-ci varie seulement 

lorsque le specimen analyse correspond a une 2e ou 3e chirurgie. La moyenne de survie de 

nos specimens (22,9 ± 13,9 mois) est superieure a la moyenne de survie actuelle de 14,6 

mois avec traitement de chimiotherapie et radiotherapie en concomitance (Stupp et coll. 

2005). Aucune relation entre l ’indice de proliferation Ki-67 et la survie des patients ne 

peut etre faite. L ’absence de correlation entre ces deux variables a deja ete decrite dans 

une etude precedente de notre groupe (Gadji et coll. 2010). II est possible d’observer que 

les patients ayant un temps de survie plus eleve que 18,2 mois ont ete exposes a un plus 

grand nombre de traitements de chimiotherapie et de radiotherapie (annexe 1). Cette 

observation peut etre reliee au temps de survie et a la moins grande agressivite du cancer 

du patient, accordant les conditions favorables a la poursuite des traitements. Les patients 

ayant eu une tumeur tres agressive ont une survie inferieure a 12 mois tandis que trois 

patients sur quatre ayant une tumeur decrite comme etant indolente ont une survie 

superieure a 35 mois (annexe 1). Les notes sur l’agressivite de la tumeur ont ete faites au 

dossier du patient par le neurochirurgien traitant.

L’age moyen des patients dont les specimens proviennent ont un age moyen de

50,4 ans, pres de 10 ans sous l’age moyen des personnes atteintes de gliomes en 

Amerique du Nord (Dolecek et coll. 2012). Considerant le raccourcissement des 

telomeres avec l’age, l’utilisation de patient plus jeune pourrait avoir insere un biais dans 

les resultats. D’autres parts, le raccourcissement maximal estime dans une vie pour les 

fibroblastes est de 1,5 Kb et de 0,88 Kb pour la matiere blanche. L’ecart pouvant etre
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cause par l ’age au niveau des cellules du cerveau peut etre considere comme beaucoup 

moindre que l’ecart pouvant etre retrouve dans les longueurs des telomeres heritees 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 ete demontre que les 

individus heritant de telomeres plus courts a la naissance ont plus de susceptibilite a 

developper une pathologie causee par 1’instability chromosomique (Nakamura et coll. 

2007). L’importance du biais relatif a la perte telomerique due a Page avant 

l’augmentation de la proliferation cellulaire due a revolution du cancer est difficilement 

mesurable.

4.1.2 Lignees controle

4.1.2.1 Controle positif

La lignee cellulaire U-87 MG a ete utilisee comme controle positif etant donne 

qu’elle provient d’une tumeur astrocytaire agressive humaine de grade IV et que cette 

lignee est frequemment utilisee dans les laboratoires etudiant le GBM (Clark et coll.

2010). Les cellules U-87 MG represente un modele de cellules hautement proliferatives 

ayant une grande quantite d’anomalies chromosomiques identifie. Les techniques de 

cultures sont etablies dans notre laboratoire depuis deja quelques annees.

Le genome de la lignee a ete sequence et publie en 2010(Clark et coll. 2010). Le 

sequen?age du genome a permis d’identifier 512 genes avec mutation homozygote, dont 

154 par microdeletions et 35 par translocations (Clark et coll. 2010). Cette lignee 

cancereuse immortalisee sert de controle positif comme tumeur agressive.

Avec des caryotypes montrant entre 7 et 14 anomalies de structure par cellule, 

cette lignee est le 2e echantillon avec le plus grand nombre de chromosomes rearranges 

parmi les specimens presentes dans ce memoire. Plusieurs chromosomes derives de 

translocations sont presents dans une grande proportion des cellules. Cette observation 

indique que ces aberrations sont favorables a la proliferation de ces cellules en culture. 

Les anomalies indiquees par l’ATCC n ’ont pas toutes ete identifiees dans les caryotypes. 

II est possible d’avoir fait une selection clonale de ces cellules selon les conditions de nos 

manipulations en laboratoire.
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Les donnees obtenues pour la lignee en comparaison avec celles de l’ATCC nous 

ont permis d’observer des similarites. Tel que decrit par ATCC, les chromosomes 1 et 6 

normaux sans rearrangement ne sont pas retrouves, la deletion du Y est presente dans 

67% des cellules analysees et les derives impliquant les chromosomes 1 et 16, la deletion 

du bras court du 13 ainsi que le der(16)t(l ;16)(p22;pl2) sont observees.

D’un autre cote, les cellules analysees ne possedent pas toutes un nombre modal 

de 44 chromosomes tel que decrit par TATCC et certaines anomalies sont differentes de 

celles decrites. Une selection clonale par la culture cellulaire peut expliquer les 

differences entre les observations de la compagnie et celles obtenues. De plus, les 

anomalies chromosomiques dans la lignee cellulaire initiale ne sont pas toutes decrites 

par la compagnie. Les variations observees dans notre specimen representent davantage 

l’heterogeneite retrouvee dans le GBM. La lignee cellulaire U-87MG est un controle 

positif interessant, car cette lignee est frequemment utilise dans les laboratoires de 

recherche sur le GBM et a ete utilise dans plus de 1 700 publications dans les 40 

dernieres annees (Clark et coll. 2010). L’utilisation d ’autres lignees cellulaires ayant des 

caracteristiques genetiques differentes comme controle positif pourrait renforcir la 

comparaison entre les specimens cliniques et les lignees cellulaires.

4.1.2.2 Controle negatif

Pour plusieurs raisons, aucun controle negatif de cellules gliales n ’a pu etre 

obtenu. Le laboratoire n ’a pas eu la possibility d’obtenir un echantillon de tissu de 

parenchyme cerebral sain. Un echantillon de cerveau pourrait etre utilise afin d’obtenir la 

longueur moyenne des telomeres par TRF, mais ne pourrait pas permettre la mesure de la 

longueur individuelle par Q-FISH. Cette demiere technique necessite des chromosomes 

en metaphases provenant de cellules en division. Le taux de proliferation des cellules du 

cerveau etant extremement faible, il est impossible d’obtenir des cellules gliales en 

metaphase. Pour les futurs analyses accomplies par le laboratoire, un echantillon sanguin 

pourrait etre obtenu des patients participant a la recherche et permettrait d’obtenir des 

elements de comparaison pour les longueurs individuelles provenant d’un meme individu. 

Sachant que le patron de longueur individuelle est conserve chez un individu (Kappei and 

Londono-Vallejo 2008) mais que la longueur moyenne des telomeres est differente entre
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encore une mauvaise resistance aux etapes de preparation des cellules en metaphase. II 

pourrait etre interessant de reprendre 1’ experience avec les memes cellules ayant un 

nombre de passage moins eleve ou avec des astrocytes humains provenant d’autres 

compagnies.

4.2 Longueur des telomeres

Les bandes normalement analysees par TRF dans des tissus sains sont bien 

defmies et possedent des longueurs moyennes variant de 9 a 13 kb (Alsopp et coll.). La 

longueur retrouvee dans le cerveau a ete definie de 9,4 a 13,2 kb (Hiraga et coll. 1998; 

Kheirollahi et coll. 2011) et celle de la matiere blanche, a 11,4 ± 2,1 kb (Nakamura et 

coll. 2007). Dans ce projet, les bandes des TRF des specimens de GBM sont tres diffuses 

et variables comparativement a celles decrites dans l’analyse de lymphocytes normaux, 

qui, normalement, presentent des bandes plus definie. La mesure de la longueur moyenne 

implique que cette valeur peut etre moins representative de T ensemble des chromosomes 

lorsque les bandes sont tres diffuses. La technique de mesure s’avere done moins precise 

avec les cellules cancereuses qu’avec des cellules saines, laissant des bandes beaucoup 

plus marquees avec la technique TRF. L’etude des telomeres individuels en parallele 

permet d’obtenir davantage d ’informations sur 1’augmentation de la variation de la 

longueur des telomeres dans le cancer.

La mesure de la longueur individuelle des telomeres a permis d ’etablir des 

graphiques correspondant a des profils individuels de longueurs pour chaque specimen 

analyse. Le profil de longueurs individuelles et 1’identification des telomeres 

constitutivement longs et courts ont ete definis par Samassekou et coll (2011). Le profil a 

ete identifie dans des lymphocytes normaux et compares au profil des LMC. En 

comparant avec le profil de longueur normal de Samassekou et coll, des graphiques 

correspondant au deplacement des telomeres constitutivement courts et longs ont ete 

produits (annexe 4).
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4.2.1 Raccourcissement de la longueur moyenne

En s’appuyant sur les donnees decrites dans la litterature concemant la longueur 

moyenne des telomeres, les valeurs obtenues par TRF devraient se trouver entre 8,5 et 14 

kb et plus precisement a 11,4 ± 2,1 kb tel que retrouve dans la matiere blanche (Allsopp 

et coll. 1995; Kheirollahi et coll. 2011; Nakamura et coll. 2007; Takubo et coll. 2002). 

Les longueurs moyennes inferieures a 8,5 kb, tel que decrit par Kheirollahi et coll, sont 

considerees comme reduites (moyenne totale des specimens analyses = 6,1 ± 3,5 kb). La 

longueur moyenne des telomeres est diminuee fortement dans plus de 50% des tumeurs 

analysees.

Une longueur moyenne inferieure a 7 kb est consideree comme anormalement 

courte et les cellules ayant des telomeres de cette longueur entrent normalement en 

senescence (Baird et coll. 2003; Shay and Wright 2005). Dans nos echantillons, 8 sur 12 

(incluant les U-87 MG), montrent des telomeres raccourcis (figure 29). On peut 

remarquer que les specimens 3 et 6 possedent 2 valeurs de longueur moyenne reliees aux 

2 bandes dans l’analyse TRF. Ce phenomene est discute au point 4.2.3.

La presence d’un telomere trop court implique normalement F entree de la cellule 

en senescence et progressivement a la mort cellulaire du a l’activation des voies de 

TP53/RB1 cause par le dysfonctionnement telomerique. Dans Foncogenese, lorsque les 

transformations genomiques empechent la mort cellulaire, F accumulation de mutations, 

d’anomalies chromosomiques et d’instabilite chromosomique est enclenchee. 

L’hypothese de la relation entre Finstability chromosomique, le nombre d’anomalies et 

Fagressivite du cancer a deja ete etablie dans le GBM (Kramar et coll. 2007). L’alteration 

de la longueur des telomeres dans les cancers du cerveau a aussi ete definie comme un 

mauvais pronostic (Hiraga et coll. 1998; Maes et coll. 2007; Ohali et coll. 2006).

Afin de conserver le potentiel proliferatif illimite des cellules, des mecanismes 

d ’entretien des telomeres sont recrutes (reactivation de la telomerase ou mecanisme 

altematif d’elongation (ALT)). Un seul ou encore les deux mecanismes peut etre retrouve 

dans une meme cellule (McDonald et coll. 2010). La telomerase est connue pour allonger 

les telomeres de fa<?on uniforme tandis que le mecanisme d’ALT allongerait les telomeres 

de fa?on altemee pour creer une grande heterogeneite au niveau de la longueur 

individuelle des telomeres. La presence de l’ALT dans certains specimens pourrait done
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expliquer l’heterogeneite dans la longueur des telomeres et les bandes diffuses en TRF. 

Tel qu’explique precedemment, la presence d ’anomalie du gene ATRX pourrait etre aussi 

retrouvee simultanement.

Etant donne la quantite de materiel limitee et le fait que les techniques de 

laboratoire permettant d’identifier les mecanismes d’entretien des telomeres sont longues 

et fastidieuses (particulierement l ’ALT), Tidentification des mecanismes impliques n’a 

pas ete effectuee dans le cadre de mon projet de recherche. Le mecanisme d ’ALT a ete 

montre comme etant favorable pour la survie des patients (Chen et coll. 2006; Hakin- 

Smith et coll. 2003) et Tidentification de ces mecanismes dans nos specimens serait une 

perspective de comparaison interessante. Les caryotypes et la mesure individuelle des 

telomeres permettent d’identifier differents clones cellulaires et de mieux discuter de 

Theterogeneite retrouvee dans la longueur des telomeres (section 4.3).

4.2.2 Differentes « populations telomeriques »

L’hypothese initiale emise en observant plusieurs bandes dans un specimen 

(figure 13) est la possibility d’observer deux populations clonales distinctes aux 

longueurs telomeriques differentes. Cette hypothese ne peut pas etre confirmee ni 

infirmee par les resultats de caryotypes ou de longueurs individuelles. La deuxieme 

hypothese proposee est la presence de telomeres tres courts et de longueur normale dans 

les memes cellules. En observant chaque cellule analysee de fafon individuelle, cette 

deuxieme hypothese ne peut pas etre confirmee non plus. Dans les deux cas, il est 

possible que la culture cellulaire implique une selection clonale et qu’une seule de ces 

populations soit selectionnee dans nos cellules metaphasiques et, done, dans nos 

caryotypes et dans nos mesures de longueur individuelle.

Au niveau des profils telomeriques, etonnamment, les deux specimens (3 et 6) 

montrent un raccourcissement des telomeres 13q. Le 13q, retrouve normalement dans les 

telomeres constitutivement longs se retrouve dans une position plus mitoyenne dans les 

profils de longueurs (annexe 4, E) et G)). Ces deux cas possedent aussi tout les deux le 

13p dans les plus longs. Ils montrent aussi une absence ou un raccourcissement du 2q, 3q, 

6p et l ip.  II est possible que des evenements precurseurs similaires dans les deux cas 

aient mene a la formation de population ou de variation de la longueur des telomeres
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observe plusieurs anomalies de structure, illustrant une grande instability 

chromosomique. On peut aussi voir un deplacement important des telomeres 

constitutivement longs et courts au niveau du patron de longueur individuel (Annexe 4). 

L’hypothese de la reactivation de la telomerase pourrait expliquer la bande moins diffuse 

et une agressivite plus elevee de la tumeur (Maes et coll. 2007). Ces differents facteurs 

peuvent expliquer l’agressivite de la tumeur sans raccourcissement de la longueur 

moyenne des telomeres.

Deuxiemement, parmi les specimens a survie intermediate (10 a 20 mois), on 

retrouve les specimens 3, 4, 8 et 9. Le specimen 3 possede deux « populations 

telomeriques », le 4 et le 8, des telomeres raccourcis et le 9, une longueur normale. Dans 

les tous cas, plusieurs anomalies de structure sont detaillees.

Finalement, les autres specimens ayant une survie superieure a 20 mois sont les 2, 

10 et 11. Deux de ces specimens (10 et 11) presentaient des telomeres de longueurs 

normales lors de la chirurgie. Pour ce qui est du specimen 2, il possede la survie la plus 

longue mais des telomeres raccourcis. Aucune anomalie chromosomique n ’est retrouve et 

60% de ces caryotypes sont normaux (annexe 3). Les observations sur le specimen 2 

peuvent suggerer que la presence d’anomalies chromosomiques peut influencer 

davantage la survie a court terme que le debut d’instabilite genomique instaure par le 

raccourcissement des telomeres.

La longueur des telomeres semble avoir un lien avec la survie des patients. Par 

contre, la quantity d’anomalies chromosomiques (instability genomique) semble avoir un 

impact non-negligeable sur cette survie. La possibility d’etudier plusieurs specimens 

provenant de chirurgies d’un meme patient pourrait nous donner des indications 

interessantes sur revolution du cancer et l’esperance de vie.

4.2.4 Des bandes de longueurs specifiques

Dans les specimens 10 et 11, des bandes distinctes differentes de l’empreinte 

principale sont retrouvees (figure 13). Ce phenomene a deja ete decrit pour des bandes 

representant un telomere de longueur distincte, souvent plus long (Samassekou et coll. 

2011). Ces 2 specimens proviennent d’une femme et d’un homme dans la cinquantaine 

avec une survie superieure a 25 mois.
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Notre hypothese principale est done que ces deux bandes correspondent chacune a 

plusieurs telomeres ayant des longueurs tres similaires. L’hypothese de la formation de 

deux « populations telomeriques » n’est pas a ecarter, car il est aussi possible que les 

deux bandes soient formees par le raccourcissement des telomeres d’une population 

clonale. La bande specifique dans le TRF du specimen 11 ressemble davantage au 

phenomene identifie par Samassekou et coll. en 2011. L’hypothese expliquant la presence 

d’un telomere particulierement allonge est la presence du mecanisme altematif 

d’allongement des telomeres (ALT). Une des caracteristiques principales de ce 

mecanisme est l’heterogeneite des longueurs des telomeres et la presence de telomeres 

anormalement longs (Bryan et coll. 1995; Hakin-Smith et coll. 2003; Samassekou et coll.

2011). L’hypothese reliee au telomere allonge suggere que celui-ci est preferentiellement 

maintenu ou allonge dans les premiers stades de la transformation oncogenique 

(Samassekou et coll. 2011). Cette hypothese coincide aussi avec nos resultats obtenus par 

la comparaison avec les telomeres constitutivement courts et longs en section 4.3.

La presence d’une bande specifique peut aussi repondre a l’hypothese de 

l’evenement clonal, e'est-a-dire la presence d’une population cellulaire differente ayant 

diverge dans son evolution et montrant des longueurs telomeriques differentes. Dans ce 

cas-ci, la bande pourrait aussi illustrer la presence d’une population avec des telomeres de 

longueurs homogenes. Les bandes specifiques dans le TRF est un phenomene decrit 

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

4.3 Telomeres les plus courts et les plus longs

Le profil des longueurs individuelles et l’identification des telomeres 

constitutivement longs et courts ont ete definis par l’equipe du Dr Yan (Samassekou et 

coll. 2011). Le profil a ete identifie dans des lymphocytes normaux et compare au profil 

de cellules leucemiques (LMC) (figure 6 et 8). La meme technique et les memes appareils 

ayant ete utilises dans le cadre de mon projet, les resultats peuvent done etre compares 

afin de verifier si des evenements semblables peuvent etre identifies au niveau du cancer 

du sang et du cerveau. Toutefois, plusieurs biais sont introduits dans ces comparaisons. 

Premierement, il s’agit de deux types cellulaires differents, le GBM etant un cancer solide 

et completement different de la leucemie. Les resultats obtenus pour les cellules
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sanguines et les cellules leucemiques sont, malgre tout, les seules references disponibles 

dans le cadre de notre etude sur la longueur individuelle des telomeres. Dans les cellules 

normales, les telomeres 17p, 22q, 19p, 17q, 16p et 12p sont consideres 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 

1 lp  comme longs (Samassekou et coll, 2010).

Les telomeres constitutivement longs et courts observes par Samassekou et coll. 

ont ete definis statistiquement par la difference significative au niveau du score Z (> 2), 

equivalent a deux ecart-types superieurs ou inferieurs a la moyenne dans une distribution 

normale des donnees. Les valeurs obtenues pour les longueurs des telomeres des GBM ne 

nous ont pas donne de distribution normale et l’analyse par score Z n ’etait alors pas 

prescrite. Le seuil de significativite a ete etabli a 5%, done aux telomeres se trouvant dans 

les 2,5% superieur et inferieur de la distribution. Les graphiques de comparaison avec les 

telomeres constitutivement courts et longs identifies par Samassekou et coll se retrouvent 

en annexe 4.

La comparaison avec les longueurs telomeriques retrouvees dans les LMC a ete 

faite afin d’avoir une source de comparaison supp lem ental pour nos donnees de GBM, 

etant donne qu’aucun controle negatif n’est accessible pour ce type cellulaire. Les LMC 

sont reconnues pour etre beaucoup moins heterogenes que les GBM au niveau du 

caryotype. La LMC est une maladie myeloproliferative caracterisee par la translocation 

t(9,22)(q34;ql 1.2) aussi appele le chromosome de Philadelphie. Cette translocation 

implique la formation d’un gene de fusion (BCR-ABL) et l ’augmentation de l’activite 

tyrosine kinase reliee a la proteine de fusion. Les GBM presentent des anomalies 

chromosomiques nombreuses et variables. L’augmentation de l’activite tyrosine kinase 

telle que decrite dans les LMC peut aussi etre presente dans les GBM et etre traitee par 

l’Imatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase frequemment utilise dans le traitement des 

LMC (Bilir et coll. 2008; Kast and Focosi 2010; Kilic et coll. 2000). Malgre leurs 

nombreuses differences, ces deux cancers peuvent presenter des similarites et la 

comparaison entre les resultats obtenus pour les deux cancers avec les memes techniques 

pourrait tout de meme nous indiquer des evenements retrouves dans revolution tumorale.
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• Les genes CDKN2A, CDKN2B, PTPRD se retrouvent sur ce bras chromosomique et 

sont reconnus comme etant deletes dans les GBM. Le raccourcissement du 9p 

pourrait etre un marqueur d’agressivite tel qu’observe dans le specimen 2.

•  Le 12p est court dans les specimens 3 et 11. II est aussi retrouve long dans deux 

specimens dits « agressifs » avec survie courte: U-87 et 1 (4,3 mois). II est done 

possible de suggerer la surveillance de la longueur de ce telomere dans revolution 

de l’agressivite du cancer. Le gene CCND2, souvent amplifie, se retrouve sur ce 

bras.

• Le 12q est court dans le specimen 9 (14,3 mois) et long dans les specimens 8 et 11 

(moins de 12 et 25 mois).

• Le 2q est court dans le specimen 3 (14,3 mois) et long dans le specimen 5 (non- 

disponible). Le 2q court a aussi ete observe dans les LMC. Le gene LRP1B est 

reconnu comme etant delete sur le 2q dans 7% des GBM.

• On identifie le Yp court dans les tumeurs les plus agressives (U-87 et 7) tandis qu'il 

est retrouve long dans les specimens 2 et 11, deux cas ayant la survie la plus longue. 

L’equipe de Samassekou et coll. a decrit que le Yp etait retrouve parmi les plus 

longs telomeres autant dans les cellules normales que dans les LMC. Par contre, il 

est important de mentionner que le nombre de donnees relatives au chromosome Y 

peut etre un biais a 1'etude etant donne que ce chromosome est perdu dans plusieurs 

cellules, tel que mentionne par Samassekou et coll, ayant retire des analyses les 

donnees relatives au Y dans leur etude parue en 2011.

• Le telomere 20q est long dans le specimen 7 (5,5 mois) et court dans les LMC. Ce 

telomere est a surveiller comme marqueur d’agressivite exclusif au GBM.

• Finalement, on observe le 16p etant constitutivement court et anormalement 

retrouve dans les plus longs dans l’echantillon U-87 MG et qui n ’a pas ete observe 

dans les LMC.

II serait necessaire d ’analyser plusieurs autres specimens cliniques de GBM afin de

confirmer ou inflrmer ces hypotheses. Au regard des resultats obtenus, il est aussi

possible de se demander si une grande difference de longueur entre le p et le q augmente
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1’instability chromosomique et le risque de translocation. Ces observations peuvent servir 

de nouvelles pistes dans 1’etude des telomeres dans les GBM.

4.3.1 Analyse des profils des telomeres

Dans les U87-MG et les specimens 1, 7 et 8 (ayant la survie la plus courte), on 

remarque un deplacement important dans le profil des telomeres constitutivement longs et 

courts. On remarque un « raccourcissement» des telomeres longs et un « elongation » 

des telomeres courts. Bien entendu, la longueur de ces telomeres est raccourcie de fa?on 

globale.

On remarque que le 17p ne fait pas partie des telomeres les plus courts de tous les 

specimens, 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 

telomeres ont des positions qui varient (plus courts ou plus long comparativement aux 

autres) dans les profils de specimens tumoraux. Au niveau des GBM analyses, dans le 

profil global, le 12p est maintenu plus long dans plus de 50% des specimens. On peut 

faire les memes 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 specimens etudies. On 

remarque que certains genes sont aussi associes a ces bras chromosomiques et peuvent 

etre amplifies ou perdus: CCND2 (12p), TP53 (17p), RBI (17q), TIMP3 (22q).

Ces observations permettent de suggerer la meme hypothese que retrouvee dans 

les LMC, c’est-a-dire que la longueur de certains telomeres peut etre preferentiellement 

maintenue dans revolution du cancer.

4.4 Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques se divisent en anomalies de structure et en 

anomalies de nombre. Les anomalies de structures retrouvees sont majoritairement des 

derives provenant de divisions cellulaires ayant subi des evenements de recombinaisons. 

Les anomalies de nombres impliquent des aneuploi'dies (chromosomes deletes ou 

sumumeraires), ou encore de la polyploidie (triploidie, tetraploidie).



7 0

II a deja ete etabli que le raccourcissement des telomeres implique une 

instauration de 1’instability chromosomique dans la cellule et favorise les fusions des 

extremites chromosomiques {end-to-end fusion) et, ainsi, favorise l’echange de materiel 

genetique d’un chromosome a l’autre (section 1.3.4) (Londono-Vallejo 2008). 

L’hypothese de depart etait de retrouver un plus grand nombre d’anomalies 

chromosomiques dans les specimens ayant une longueur moyenne telomerique faible et 

que ceux-ci seraient relies a une survie courte.

Les profils de longueurs individuelles seront compares avec les anomalies 

chromosomiques retrouvees dans chacun des specimens. La revue de litterature sur les 

anomalies retrouvees dans les GBM indique que les deletions du 5p, 22p, Xp, des 

segments des chromosomes du 3 et du 13 semblent etre retrouvees frequemment, 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 extremites chromosomiques pouvant etre 

clairement identifiees dans les anomalies ont ete integrees dans les donnees de longueurs 

individuelles. Plusieurs donnees de longueurs telomeriques provenant des anomalies 

n ’ont done pu etre integrees dans les longueurs individuelles. Ces donnees ont tout de 

meme ete incluses dans la moyenne d’intensite de signal de Q-FISH pour la conversion 

avec la moyenne de TRF en kb.

Les deletions identifiees dans nos cellules ont ete notees independamment des 

anomalies chromosomiques. Certaines parties des chromosomes absentes sont retrouvees 

dans les chromosomes rearranges. La resolution des metaphases ainsi que le marquage en 

bande DAPI n’etant pas toujours de bonne qualite, il n ’a pas ete possible d’identifier de 

fa9on precise les deletions et amplifications causees par les rearrangements. L’utilisation 

de la technique d’hybridation genomique comparative (CGH) sur micropuce ou des 

micropuces a SNP nous permettrait d’evaluer les aberrations du nombre de copies de 

genes tels que les genes amplifies et deletes mais aussi d’identifier les points de cassures 

de nos chromosomes. De plus, les micropuces a SNP nous permettraient de detecter les 

LOH sans modifications du nombre de copies ou les disomies uniparentales.
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Plusieurs specimens caracterises comme etant indolents presentent une grande 

heterogeneite au niveau des anomalies de structure retrouvees tandis que les anomalies 

dans les specimens agressifs sont plus souvent recurrentes dans les cellules. Cette 

observation est facilement explicable par le phenomene de selection clonale, qui 

conservera les cellules cancereuses avec des anomalies de structure plus favorables au 

developpement tumoral (Kros et coll. 2001). Cette selection clonale peut aussi representer 

un biais dans l’etude, etant donne que l’echantillon tumoral provient d’une petite partie 

de la tumeur qui, elle-meme, est heterogene.

Dans plusieurs specimens, on observe des amplifications des chromosomes 1 et 7, 

des anomalies deja bien documentees dans la litterature (Arslantas et coll. 2007; 

Marumoto and Saya 2012; Nicholas et coll. 2011). Ces modifications au niveau 

chromosomique ont des impacts importants et il a ete grandement discute des effets 

moleculaires de ces changements dans 1’initiation, la progression et l’agressivite des 

tumeurs astrocytaires (Arslantas et coll. 2007).

4.5 Conclusion

II s’agit du premier projet d’etude sur la longueur individuelle des telomeres dans les 

GBM. Les resultats obtenus nous permettent de faire plusieurs hypotheses mais le 

nombre de specimens analyses demeure faible et ne permet pas d ’emettre de conclusion. 

Cette partie de l’etude a ete realisee dans le but d’identifier les profils de longueurs de 

telomeres et de pouvoir soulever des hypotheses quant aux evenements lies a la 

cancerogenese et aux changements dans la longueur individuelle des telomeres.

Plusieurs observations ont ete faites et il a ete possible de faire plusieurs liens entre 

les variables etudiees. On note que, de fa9on globale, dans nos specimens, les valeurs 

obtenues coincident avec les attentes :

• Les tumeurs decrites comme etant agressives ont une survie courte apres 

diagnostic et presentent des telomeres courts et/ou plusieurs anomalies 

chromosomiques.

• Les tumeurs decrites comme etant indolentes ont une survie plus longue apres le 

diagnostic et presentent des telomeres souvent de longueur normale et un nombre 

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

• Les telomeres constitutivement longs et conserves dans les plus longs sont 

retrouves dans des cas avec survie longue.

• Le raccourcissement du 21p a ete identifie dans les LMC et aussi dans les GBM. 

Cet evenement pourrait etre considere comme un evenement important dans la 

eancerogenese.

• Le raccourcissement des telomeres des bras chromosomiques 9q, 3q et du 2q a ete 

identifie dans plus d’un specimen des GBM.

• Le raccourcissement du 22p de meme que 1’elongation des telomeres des bras 

chromosomiques 16p et lOq peuvent etre des evenements exclusifs au processus 

de eancerogenese du GBM.

• Les telomeres 9p et 12p courts peuvent etre des candidats interessants pour des 

marqueurs d ’agressivite et de survie a court terme des GBM.

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

• Les telomeres 20q et 16p long sont a surveiller comme marqueur d’agressivite 

exclusif au GBM.

• Globalement, selon les profils de longueurs individuelles, les telomeres 12p, 16p, 

17p, 17q, 19p et 22q sont maintenus ou allonges pendant le processus 

d’oncogenese.

Du cote des anomalies chromosomiques, on note les deletions des chromosomes 1, 2, 

et 20 ainsi que des parties de 6, 1 lq, 13, 14 et 18. En ce qui conceme les duplications, on 

retrouve majoritairement des duplications du bras court du chromosome 4 et une partie du 

7 sumumeraires. La plupart de ces observations ont deja ete rapportees dans la litterature 

(Arslantas et coll. 2007; Bleeker et coll. 2012; Dahlback et coll. 2009; Kleihues and 

Ohgaki 1999; Ohgaki and Kleihues 2013).

Finalement, 1’heterogeneite cellulaire retrouvee dans les GBM implique de grandes 

variations au niveau des genes modifies, des anomalies de nombre et de structure, et ce, 

dans une meme tumeur. L’heterogeneite retrouvee dans la longueur initiale des telomeres 

a la naissance ainsi que le raccourcissement des telomeres due a l’age sont des variables
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done 1’impact est presentement inconnu sur la longueur individuelle des telomeres. La 

presente etude axee sur la longueur individuelle des telomeres ajoute une nouvelle 

perspective sur le role que la structure des chromosomes peut jouer dans les differents 

stades devolution du cancer. Les avancees technologiques dans les techniques et outils 

permettant les mesures des telomeres dans les cellules permettront de simplifier les 

analyses et manipulations presentement longues et fastidieuses sur les cellules de GBM. 

L’utilisation de nouvelles technologies et la comprehension des mecanismes tumoraux 

complexes des GBM favorisera, dans un avenir rapproche, l’utilisation du profilage des 

anomalies genetiques et structurelles dans 1’evaluation du pronostic et du traitement du 

cancer. La comprehension de 1’evolution du cancer en fonction des changements dans le 

profil des longueurs des telomeres permettrait 1’utilisation d ’un nouvel outil pronostic 

d’interet.

4.6 Perspectives

Notre projet n’etant que preliminaire, plusieurs perspectives sont applicables a la 

continuite des travaux. L ’augmentation du nombre de cas cliniques analyses sera une 

priorite pour la continuite du projet de caracterisation de la longueur individuelle des 

telomeres dans les GBM. La comparaison des echantillons de GBM avec des echantillons 

sanguins provenant des patients pourrait apporter une comparaison des plus interessantes 

pour ce qui est du profil de longueurs individuelles.

Au niveau des manipulations, plusieurs pourront etre ajoutees au projet tels que 

1’identification des mecanismes d’entretien des telomeres (detection des corps 

leucemique promyelocytaire associes a 1’allongement altematif des telomeres (APB), 

activite de la telomerase), la mesure des longueurs absolues des telomeres par PCR 

quantitatif en temps reel, la recherche d ’anomalies subtelomeriques, 1’identification des 

anomalies des genes d’importances dans le GBM primaire et secondaire (IDH1/2, ATRX, 

TERT, EGFR, CIC, etc.), le sequensage de « nouvelle generation » pour l’etude en 

profondeur des telomeres. L’analyse d ’autres lignees cellulaires de GBM permettrait 

aussi d’ajouter des controles positifs au projet. L’ajout de variables supplementaires 

concemant le degre de resection, le volume, la provenance du specimen dans la tumeur et
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une description complete de revolution du cancer permettraient d’etre pris dans le cadre 

d’une etude multivariee plus complete.

Bien que subjectives sur l’etat de desordre de la cellule, les anomalies 

chromosomiques repertoriees par caryotypage sont aussi accompagnees de changements 

epigenetiques (i.e. methylation de l’ADN) et de structures secondaires influen$ant 

l’architecture tridimensionnelle de la cellule. La verification de certains genes connus 

ayant des changements au niveau du statut de methylation ainsi que 1’analyse de 

l’architecture nucleaire des telomeres par Q-FISH tridimensionnelle serait des 

perspectives tout aussi interessantes. II serait alors possible d’aller correler nos resultats 

avec les groupes de survie de patients etablis par Gadji et coll. en 2010.

Les recherches sur le GBM ont permis de connaitre davantage les caracteristiques 

et le comportement de ce cancer, mais il y a encore beaucoup a apprendre. Notre travail 

semble avoir ouvert le chemin sur plusieurs hypotheses concemant la regulation de la 

longueur des telomeres dans les GBM et la continuite du projet de recherche permettra 

d’emettre davantage de conclusions.
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