Comparaison du potentiel dedivision
cellulaire par quantification des signaux
telomérigues



o Sénescence cellulaire
— Modéles fibroblastiques
— Cédluleshématopoiétiques
o Déterminisme de la sénescence
— Caorrelation entre FRTmoyen et DPmax (fibroblastes)
— Ceéllulesimmortelles mais normales

« Meéthodesd estimation delalongueur destélomeres
— Southern et dots blots
— FISH
o Cytomeétrie en flux
* Microsmopie



Senescencereplicative:modele fibroblastique
L es fibroblastes primaires ont un potentiel de division
limitéin-vitro

 Indépendant de I’ age du donneur.
* Dépendant du donneur: 30-60 DPmax

Cristofalo et al. 1998



Senescencereplicative:cas deslymphocytes

 Lescellules hematopoiétiques ont un potentiel de
division limité in-vitro @)
 DPmax: Naives > mémoires
o supérieur acelui desfibrobl astes
» Lescellules hematopoiéitiques auraient un potentiel de
division limité in-vivo
e SIDA (2

(1) Weng, Levineet al. 1995 (2) Ho 1995, Wei 1995



Senescence réplicative:cellules épithéliales

o Lescelulesépithéliales senescent en culture:
— ex: Kératinocytes oraux

Kang et al. 1995



Déterminisme de la senescence cellulaire
ROl e des séguences télomérigues

« Corréation positive et signifi cative entre lalongueur des
télomeres en début de culture et le nombre maximum de

doublement de population cellulaire

DPmax

> FRT (KDb)

Allsopp etal. (1992)



Déterminisme de la senescence cellulaire
ROl e des séguences télomérigues

e L’expression ectopique de hTERT rend les fibroblastes
primai res immortels en concervant un phénotypenormal.

Bodnar, Ouellette et al. (1998)
Morales & al. (1999)



Réactivation del’ activité tdomérase dans les

fibroblastes transformes par SV40.
Sénescence (M 1) Crise (M2) |mmortalisation
Divisions cellulaires supplémentaires clone(s) immortalisé(s)

érosion destélomeres é&osion destédlomeres Addition de motifs TTAGGG

| (A |
ATM
augmentation de
I'instabilité

p53 |—@— TSV40 chromosomique ®

@ ©

p21wcii|:1 v
INK 4 réactivation de la
P16 4 télomerase
hTERT @ Y

i 2 7N

S Gl S

OFF télomeérase ON




Méthodes d’ estimation de lalongueur des
telomeres



Support M éthode Sonde M ar quage = S Ref
ADN Southern | Telomérique | Chaud «Sensibilité : P *Quantité ADN 1,
génomique | Blot eCalibration interne | *Effet longueur de la | 2,

-Mesure en Kb cible 3
* Smearing non
linéaire
*Non télomeére
specifique
*Subtel o inconnu
*Durée
*Sensibleala
fragmentationde
I’ADN
<Echantillonage
Froid ePas de P eidem sonde chaude | 4
«Calibration *Sensibilite?
| nterne
Subtelomériq | Chaud Telomeére *Disponibilité 5, 6,
ue Froid ? spécifique sonde? 7, 8,
*Homologue 9
spécifique?
ADN Slot Blot Télomérique | Chaud *Quantité ADN eCalibration externe | 10
génomique +alphoide (ou -mMin=9ng pour lalongueur
/Cellules autre) Hybridation

«1250 cellules
elnsensible ala
fragmentation de
I’ADN

séquentielle
Quantitétotale




Métaphase FISH Télomérique Froid *Hybridation *Représentativité 12, 13,
(+autres) simmultannée métaphases/noyaux 14,
eTélomere (Culture cellulaire) 15,
spécifique eTraitement 16,
*Homologue informatique lourd
spécifique e Cdlibration
«Cdlibration externe pour la
interne. longueur ?
Noyaux FISH Télomérique Froid *Hybridation «Cdlibration externe 17
(+autres) simmultannée pour lalongueur
*Quantité de eFocalisation (100x)
cellules
Flow Télomérique Froid *Rapidité eCytométrie en flux 18,
FISH (+aphoide) 19




Méthodes d’ estimation de lalongueur des
télomeres par Southern blot



Anayse delalongueur des FRTs

Principes
Rsal , Hinfl
FRT
oy ooy

—_— = = = —
Digestion enzymatique

—— Sonde subtélomérique (minisatellite)
e S(x)=k*N(x)
Sonde pantélomérique (CCCTAA),
Migration éectrophorétique S(X)=k°N(X)°L(X)
(échantillons + calibration)
+

Autoradiographie




Ladistribution de lalongueur des té omeres
en Southern, est hétérogene.

» Superposition de ladidribution de lalongueur de chague télomere a
I”intérieur de chague cellule (Hétérogenéité intrecellulaire)

e Superposition de lalongueur d’ un méme télomere d' une cellule a
|” autre (Hétérogénéite intercellulaire)
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Histogramme delalongueur destélomeresdansles
lymphocytes au coursdel’infection au VIH

- Quantitée de FRTs (NG/Kb)
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Hétérogénéité de lataille des télomeres
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Méthodes d’ estimation de lalongueur des
télomeres par FISH

Chromosomes métaphasiques:
Estimation de I’ hétérogenéite intracellulaire



Détection des motifsTTAGGG en FISH

Sondes c HO c
PNA (CCCTAA),-FITC \LI ==
PNA (CCCTAA),-Cy3 o oo

Directement fluor escentes “”2 . b A
Spécificitétres grande A jﬁ—’
Stabilité des complexes PNA-DNA ggg o-beo

Chromosomes HN . ﬂw
DAPI (Bandes Q) \i L T

Acquisition desimages L’_;"

CCD monochromes ot
cameér a 8bits (256 niveaux de gris) PNA DNA

camer a 12bits (4096 niveaux de gris)




L ocalisation des signaux télomeriques

HIS sur chromosomes métaphasi ques humains, avec une sonde PNA (CCCTAA)s-Cy3




Normalized intensity (q arm)
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5 sous classes de tédlomer es
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confirmation de |’ hétérogénéite de longueur des télomeres (southern)



Analyse deladistribution sur chromosomes
métaphasiques

* Requiert
— une culture cdlulaire
— un caryotypage (identification de chaquetélomere)

e Permet

— de distinguer les chromosomes homol ogues
— de suivrele devenir d’ un seul téomere



Méthodes d’ estimation de lalongueur des
télomeres par FISH

e Sur noyaux : aun fort grandissement (100X)
— Hétérogeneéité intracellulaire
— Heétérogenéite intercellulaire

e Sur noyaux : aun faible grandissement (20X)
— Hétérogeneéité intercellulaire



Fibroblastes primaires TP P14 (X100)

DAPI Sonde Cy3-(CCCTAA)3



Fibroblastes Transformes par LTSV40
TP15.5 P9-avant crise (X100)

DAPI Sonde Cy3-(CCCTAA)3



Fibroblastes Transformés par LTSV 40
TP155P55 P>>crise (X100)

DAPI Sonde Cy3-(CCCTAA)3



Noyaux de fibroblastes a un faible grandissement (20X)

DAPI

-
Tr155 P11 el

DAPI Sonde Cy3-(CCCTAA)3



Noyaux de fibroblastes a un faible grandissement (20X)
TP15.5 P55

Spots homogenes

DAPI Sonde Cy3-(CCCTAA)3



Le FISH sur noyaux permet de
guantifier les spots telomeériques

o comparaison des télomeres de cellules

— d’'un méme donneur
— de donneurs différents

e centaines de noyaux suffisants

— mini cultures cdalulares di rectement sur une lame de
mi croscope.

— étalonnage avec des cellul es de FRT moyen connui.



Diagramme pter-gter

Recherche d’une diff érencede longueur destélomeresentre
les chromosom es homologues:
Cas des chromosomes 1 dans | es fibroblastes TP (P14).

Chromosome 1 (Passage P14)
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Construction d' un tableau métaphase-ligne :
Tri destélomeres des groupes A et B
2 groupes : -> distribution aléatoire?
-> paternel / maternel




Distinction des chromosomes 1 homologues

cRe
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IHH '

Association du marquage télomeérique faible au marquage
hétérochromati que foncé (P=0.08)



Recherche d’ hétéromorphismes
telomériques
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