|nstabilité chromosomique et
longueur des télomeres

Etude par analyse d 'image dans de lignéees fibrobl astiques
transformées par SV 40




Organisation genomique des telomeres

« Sequences répétées en tandems directsjointifs.
e Localisationtermnale, brin G orientéen 3’

L_ocalisation intrachromosomique : Blocs detandemsinverses (ex HS 2g13-q14) ?




L ocalisation des signaux télomeériques
HIS sur chromosomes métaphasi ques humains, avec une sonde PNA (CCCTAA)s-Cy3




Cercomona mona (male)




Hamster lignée V79







Caryotype bovin: marquage purement tel omeérique




Détection des motifs TTAGGG sur chromosomes
métaphasi ques

Sondes
PNA (CCCTAA),-FITC
PNA (CCCTAA );-Cy3
Dir ectement fluor escentes

Stabilité des complexesPNA -DNA
Chromosomes
DAPI (Bandes Q)
Acquisition desimages
CCD monochromes
camér a 8bits(256 niveaux de gris)
cameéra 12bits(4096 niveaux de gris)




Mesure des sighaux télomériques par
segmentation binaire

* Soustraction locale du fond

0 Niveau degris
Seuillage moyen




Etiquetage des spots binaires
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Etiquetage des chromosomes




Combinaison des informations

Vol ume des Objet
spots

Type Caryotype

L ocalisation Homol ogue




Standardisation des mesures

o Variabilité des mesures d'i ntensité des signaux
— D’un champ al’ autre.
— D’unelame al’ autre.
— Selon les expériences
— Biaisdans |’ analyse des mesures absolues

» Nécessite d' une indépendancedes mesures/ conditions
— Cadlibration interne
— Standardisation i nterne : mesures centrées-reduites




Diagramme pter-gter

Recherche d’une différence de longueur destélomeresentre
les chr omosomes homologues:
Cas des chromosomes 1 dans lesfibrobl astes primaires TP (P14).

Chromosome 1 (Passage P14)
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Distinction des chromosomes 1 homologues

Association du margquage télomeérique fort au marquage
hétérochromatique fonce (P=0.08)




Recherche d’ hétéromorphismes télomeériques

-2-10 1 2 3 4 5 2-10 1 2 3 45 -2-1 01 2 3 45

-2-101 23 45 -2-1 012 345






















L’ INSTABILITE CHROMOSOMIQUE EST SPECIFIQUE
QUEL QUE SOIENT LESEVENEMENTSINDUISANT LA PROLIFERATION

HYP : CARACTERISTIQUE INTRINSEQUE DESTELOMERES

* Relation entre lalongueur des télomeres et |a
stabilité des chromosomes.

 Mesure delalongueur destélomeres
— cellule par cellule @ chromosome par chromosome

— Comparaison delalongueur destélomeresal’intérieur d’une méme
cellule.

— Comparaison d’'un télomered’unecelluleal’ autre.




Fusions télomérigques dans | es fibrobl astes sénescents
(Benn 1976)

Fibroblastes M RC5 sénescents
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Fibroblastes W1 38 sénescents

occurence

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 1415 1617 1819 2021 22 X Y
Chromosomes




Chromosomes dicentriques dans les fibroblastes TP
Effets along terme d' une irradiations aux ions | ourds.

12 3456 738 910111213141516171819202122 X Y




Réactivation de I’ activité télomérase dans |l es fibroblastes transformes par
LTAg SV 40.

Sénescence (M 1) Crise (M2) |mmortalisation

Divisions cellulaires supplémentaires clone(s) immortalisé(s)

érosion destélomeres érosion destédomeres Addition de motifs TTAGGG
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Hétéerogénéite de lalongueur des FRTs dans deux lignees LTAQSV 40

L TAg S/40




Relation entre I’ instabilité chromosomique, lalongueur des
telomeres et |’ activation de |latélomeérase
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1) érosion des télomeres

precrise télomérase OFF -> instabil ité chromosomi que
postcrise tedlomeérase ON -> chromosomes relativement stables

2) homogeénéisation de lataille des télomeres
-> evolution autour d' une tall e “optimale
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La taille critique est-elle identique pour toutes les lignées ?
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Taille moyenne de télomeres (Kb)
\‘
o1
o 1

Avant la crise
110 pb / division

69 pb / division

200 300
Divisions cdlulares

Télomeres longs (Kb)

Avant la crise
400 pb / division

58 pb / division

75 100
Divisions cdlulares

Corrélation entre I'activation de
la télomérase et

un ralentissement de la perte
des séguencestélomeriques

- allongement et dégradation en
faveur d’'un raccourcissement
télomerique

- pas d’élongation: la
télomérase perturbe le
fonctionnement de I'exonucléase




Letaux d' érosion des FRTsvarie en fonction de la
longueur des télomeres dans le clone TP15.5

=
o
o

Pic a21Kb (fibroblastes Primaires TP)

Pic Haut Poids moleculaires (Tp15.5)
FRTs moyens ( FRTs homogénes; MPD>200)
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L ongueur des pics télomériques




Présencede fusions télomériques apres crise TP15.5 P13




Homogeéné sation des signaux télomeriques TP 15.5 P55




Evolution del "hétérogenéite inter/intracellulaire des signaux telomeriques
au coursdelatransformation par LTAgSV40

(Ducray 1999)
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Evolution del "hétérogéenéité intracellulaire des signaux telomeériques
au coursdelatransformation par LTAgSV40
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Existence d 'un seuil delalongueur destélomer es
Induisant une instabilité chromosomique

Autres facteurs indépendant de la longueur :

Présencede signaux télomeriques intesticiels (NHEJ?)
Ku 86 ?




Originedel "hétérogenéite delalongueur des
télomer es?
Facteursd 'homogénéisation:
Télomérase
Réplication

HY POTHESE
Par recombinaison entre télomeres.
RoOle de la méiose?




