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Dynamique de lalongueur des télomeres et
Instabil ité chromosomique specifi que

Cdllul es primaires

Cdlul es Immortelles




L a senescence réplicative des fibroblastes humains in-
VItro

Fini : 40260 DPMs

@ |::> Explantsde tissu
@ Nombre de passages::
i *Variabilité interindividuelle
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Hayflick et M oor head (1961)




L ocalisation des signaux télomeériques

HIS sur chromosomes métaphas ques humains, avec une sonde PNA (CCCTAA)s3-Cy3




Organisation genomiqgue des telomeres

e Séguences repetées en tandems directsjointifs.
e Localisation termnale, brin G orientéen 3

— P pr»

o_ocalisation intrachromosomque : Blocs detandems inverses (ex HS 2q13-q14) ?

-2 <@




Réplication incomplete des télomeres

syntheése discontinu

==

g))-_gyer%rhag;tfggmor ce ARN Progression de |la fourche de replication

(3)Ligation

fragment d’ Okas:

amorce A

5
100 a 275 bases
simplesbrins

synthése continue

Fin du passage de la Dégradation de laderniere
fourche de réplication amorce ARN synthétisée

+10 bases
simplesbrins

Post-traitement du brin C
-Dégradation ou
-Structure secondaire ?




Fonctions des tédomeres

o Stabilisation du genome
— Supportent la réplication incomplete de |’ ADN.

— Blocage des fusi ons chromosomi ques dans les cellul es
mitotiques.

e Absence de motifs TTAGGG
— Blocage irreversible en G1/S (senescence)
— Signal apoptotique

 Topographie des chromosomes interphasiques
— Appariement des homologues dans |la meiose




Latélomeérase est un complexe
ribonucléoprotéique

CAAUCCCAAUCCC
TTAGGGTTA AGGGTTAG

site catalytique

sous unité catalytique: nTERT (Homme); Est2p (Levure); p123, p133 (Ciliés)

cofacteurs protéiques. p80, p95 (Ciliés)
protéined amarrage: Est4Cdcl3p (Levure)

\,— matrice ARN: hTER (Homme); TLC1 (Levure)




Chromatine télomerique des vertebrés

@ "RF2

AATCCC

TTAGGG Boucle D

de Langeet al. (1999)




Limitation de la prolifération des fibroblastes par
la quantite de motifs TTA GGG présente a chague
telomere ?

Lesfibroblastes primairesn’expriment paslatélomérase.

L esdivisions cellulaires genérent destelomer es avec peu ou
pasde motifsT TAGGG (reéplication incomplete, autre(s)
mécanisme(s) ?).

Lestélomeresprivesde TTAGGG sont équivalentsa des
cassuresd’ ADN double brin:

— Blocage constitutif en G1

— Réparation par end-joining: Dicentriqueter-ter (fréquence ?).
Expression ectopiquedehTERT danslesfibroblastes:

— Immortelles
— Normales : éternellement “jeunes’ (Bodnar et al. 1998)




Fusions télomeériques dans les fibrobl astes senescents
(Benn 1976)

Fibroblastes M RC5 sénescents
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Fibroblastes W1 38 sénescents
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Hypotheses

L es dicentriques sont |le produit d’ une réparation
Inappropriée des télomeres érodes.

Etat des télomeres érodes dans une cellule senescente?
mplications de chromosomes spécifiques

Différence entre donneurs

ROle du polymorphisme de longueur des séquences
télomériques?




QUANTIFICATION DES SEQUENCES TELOMERIQUES

Support | Méthode Sonde

ADN
génomique

Marquage

Southern | Telomérique| Chaud
Blot

Métaphase Tdomeérique| Froid

(+autres)

Tédomérique| Froid
(+autres)

Tdomérique| Froid
(+alphoide)

Sensibilité: “P
eCdibration interne
‘Mesureen Kb

*Hybr idation smul tanée
sTdomere gécifique
*Homologue spécifique
«Cdibration interne.

*Hybr idation smul tanée
*Quantité de cdlul es

*Rapidité

*Quantité ADN

*Effet longueur delacible

* Smearing non linéaire

*Non téomer e spécifique

*ubtelo inconnu

*Durée

*Sensble a lafragmentationde I’ADN
eEchantill onage

*Représentativité métaphases/noyaux
(Culture cdlulaire)

*Traitement informati que lourd

» Calibration externe pour la longueur ?

«Cdibration externe pour la longueur
*Focalisation (100x)

*Cytométrie en flux




Analyse de lalongueur des FRTs
Principes

Rsal , Hinfl

Vv
— — — —

Digestion enzymatique

Sonde pantédomérique (CCCTAA),

Migration éectrophorétique S(X):koN (X)‘L (X)
(échantillons + calibration)
+

Autoradiographie




Lestélomeéres: I-

des sabliers mitotiques?

Céllul es primaires

Cdlul es Immortelles




Evolution de lalongueur destélomeres/
| mMmunosénescence

e Modédein-vivo
— Patients HIV* vs HIV-
e Hypothese

— Augmentation du renouvellement cellulaire
— =>Erosion des telomeres dans les lymphocytes?




Southern-Blot Patients VIH* vs VIH-
Calcul de lalongueur moyenne des FRTSs

Autoradiogramme
Individus HIV* Individus HIV-  pjac pPY




Comparaison de lataille des télomeres des CM SP
au cours del'infectionaVIH
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Patients Patients Groupe A Groupe B
>200T CD4+/ul <200 T CD4+ ul (T8) (=)

n=>5 n=16 n=10 n=6
p=0.6917 p=0.0002 p=0.0005 p=0.0104

(Pommier JP ,Gauthier L et al., Virology, 1997)




| Mmmunosénescence In-vivo

e -40bp/an danslesCMSP (Vaziri et al. 1993)

e Patientsavec moinsde 200 T4/mm?3:
— AFRT=-2,78 Kb : vialll issement de 70 ans des CSMP.

— Reéduction de lalongueur des télomeres dans les:
o Lymphocytes T8
e Lymphocytes B
2 patients avec réduction dans les lymphocytes T4
e Immunosénescence des progeniteurs hematopoétiques par
senescence réplicative ?
o Latélomérase est incapable de maintenir lalongueur des
télomeres.




Dynamique de lalongueur des télomeres et
Instabil ité chromosomique specifi que

Sénescence in-vivo

Lestédlomeres:
des sabliers mitotiques?

~

Cedllul es Immortelles




SENESCENCE - CELLULES TP

Passage P20 P44 (senescence
20
19
21

Anaysed mitoss
Abnormal mitosis
Dicentricstrings
Rea Chr 13




Chromosomes dicentriques dans les fibroblastes
TP

Effets along terme d’ une irradiation aux ions | ourds.
souscultures précoces
P<10

souscultures tardives
P> 10
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123456 7 8 910111213141516171819202122 X Y




Sénescence (M 1) Crise (M2) |mmortalisation

Divisions cellulaires supplémentaires clone(s) immortalisé(s)

é&osion destédomeres Addition de motifs TTAGGG

érosion destélomeres

augmentation de
l'instabilité >
chromosomique s

1

@

4
réactivation de la
télomerase
hTERT @

OFF Ivite télomeérase




CRISE
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Avant crise : corréation inverse entre lataille moyenne des
télomeres et le nombre de dicentriques

YPOTHESE :
L es télomeres courts sont
Instables

Peteb PB1.2 TP15.5, Peteb
CRISE -> hétérogeénes

%
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La longueur télomérique critique est-elle identique pour toutesles lignees ?




L ocalisation des points de cassure dans les
dicentriques

—» telomere-télomere

—» télomere-centromere
—» télomere-euchromatine




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

HYP : CARACTERISTIQUE INTRINSEQUE DESTELOMERES
Buts

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

 Mesure delalongueur destdomeres
— cellule par cellule @ chromosome par chromosome

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

— Comparaison d'un télomered’uneceluleal’ autre.




Détection des motifs TTAGGG sur chromosomes
métaphasiques

Sondes
PNA (CCCTAA),-FITC
PNA (CCCTAA);-Cy3
Directement fluorescentes
Specificitétres grande
Stabilité des complexes PNA-DNA
Chromosomes
DAPI (Bandes Q)
Acquisition desimages
CCD monochromes
camer a 8bits (256 niveaux de gris)
camer a 12bits (4096 niveaux de gris)




Codage des mesures

e Association a chaque mesured’un code numérique
arbitraireprecisant:
— Letype du signal (paire, non résolu, “orphelin®)
— Lalocalisation (télomerepter ou gter).
— Lechromosome augquelle elle appartient :
» “oObjet chromosome’ (1-46)
o caryotype (1-24 avec X=23 et Y=24)
o Etiquetage desparticulesbinaires
— Spots
— Chromosomes




Mesure des sighaux télomériques par
segmentation binaire

* Soustr action locale du fond

I

Niveau degris
Seunlage moyen




Etiquetage des spots binaires
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Double Paire
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Orphelin

Type de spot Localisation
(Etiquettes en type de spot) (coor donnees cytogenetique)




Etiquetage des chromosomes




Construction du tableau Ligne-particule

Volume des Objet
spots 46 couleurs

> Type Caryotype
' 4 couleurs 24 couleurs

L ocalisation ’d. Homol ogue
N 2 couleurs A 2 couleurs




Standardisation des mesures

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

* Neécessite d' une indépendance des mesures/ conditions
— Cadlibration interne
— Standardisation i nterne : mesures centrées-reduites




Variables utilisées
TableauT 1

Particule waol spot oyto Chr Caryo Hmlg Meta
a0 i 1 F Caryo | cyto |

. spot
1] a0 ER T 1T

1
3
z DONNEES h
3

1
1
1
1

Yous pouvez cliquer deusx fois sur les boutons champs pour les personnalizer. [ [d[p]

Interrace de I"outil Tableau Croise Dynamique |

‘ TableauTs : valeurs brutes

Samme val Caryn |cyta
1

2 3 5 i}

Meta 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

9 2410 1430 745 614 654 131 1377 15Z0 273 683
=1=3 351 g1 657 1832 1071 271 791] 1385 1595

287+94=381

3000

| es mesures sont ensuite
centréss-réduites
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HETEROGENEITE DESINTENSITES
STANDARDISEES DE 10 METAPHA SES

Sample size=920
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? LESTELOMERESLESPLUSCOURTS SONT-ILSIDENTIQUES
POUR CHAQUE METAPHASE?




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

Chromosome 1 (Passage P14)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1

0

-1.5
-20 -15 -10 -05 00 05 10 15 20 25

1pter”

Construction d’ un tableau métaphase-ligne :
Tri destélomeres des groupes A et B
2 groupes : -> distribution al éatoire?
-> paternel / maternel




Association du marquage télomérique fort au marquage
hétérochromati que foncé (P=0.08)




Recherche d’ hétéromorphismes
telomériques

2-10 12 3 45 2-10 1 2 3 45 -2-1 01 2 3 45

2-101 23 45 -2-1 012 345




Recherche du nombre de sous classes de

longueur des téomeres
5 sous classes de télomeres

1pa=1ga

Classell

Seul 1painstable

Classel1.2

confirmation de I’ hétérogénéité de longueur des telomeres (southern)




|nstabilité chromosomique et longueur des
telomeres

Differenciation de chromosomes honologues 1, 6, 7, 11, 19, X, Y

L es chromosomes instables aux passagesproches de la s&nescence avaient
des petits tédlomeres en P14 (chromosome 1A, 7B ?, 19B ?).

L es chromosomes avec des petits télomeres (11B, 6B) en P14 ne sont pas
forcemant instables.

Lafaible longueur des télomeres ed nécessaire maispas suffisante.

Letaux d’' érogon est différent pour chaque télomere ?
Sélection cellulare ?

Effet des f.guences flanquantes : recombinaison preférentielle ? (associations
préférentielles : Dic 13-13; Dic1-13)




Erosion des tdomeres du chromosome Y au
cours de la prolifération cellulaire.

Erosion Yg >>Yp

Hypothese:
dégradation plus éleve
ou
recombinaison | ntratdomerique
->expulsion mini cercle
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Y pter (intensité télomérique standardisée)




Dynamique de lalongueur des télomeres et
Instabil ité chromosomique specifi que

Sénescence in-vivo

Lestédlomeres:
des sabliers mitotiques?

Cedllul es primaires
Télomérase OFF




Taille moyenne de télomeéres (Kb)

[N
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Avant la crise
110 pb / division

69 pb / division

by
Ul
o

200 300
Divisions cdlulares

Téomeres longs (Kb)

Avant la crise
400 pb / division

58 pb / division

75 100
Divisions cdlulares

Erosion des tédlomeres
pre et post crise

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
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Letaux d’' éroson :
equilibre entre élongation et dégradation

la diminution des t&lomeres n’ est pasconstante

L e taux d’ érogon varie en fonction de lalongueur des tdomeres dans le clone
TP15.5

Pic a 21Kb (fibroblastes Primaires TP)

Pic Haut Poids moleculaires (Tpl15.5)
FRTs moyens ( FRTs homogénes; MPD>200)

Fonction
Hyperbolique

'Taux dérosion

\7 1 1
5 15

L ongueur des pics télomériques

autres facteurs influencant la dynamique d’ érosion?



homogeéné sation

Hétérogéne TP15.5 p55

TP15.5 p5

Vari ation de |’ hétérogenéite télomeéri que au cours des passages




Relation entre I’ instabilité chromosomique, lalongueur
destélomeres et |’ activation de latédlomérase

TP15.5
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10 20 30 40 50 60 70 80 90
1) érosion des télomeres
precrise télomérase OFF -> instabil ité chromosomi que
postcrise telomérase ON -> chromosomes rel ativement stables

2) homogeénéisation de lataille des télomeres
-> evolution autour d' une tall e “optimale




CONCLUSIONS

Dans les fibroblastes les télomeres sont hétérogenes en longueur. Certains
chromosomes homol ogues ont hétéromorphes. Originede cette hétérogenéiteet
de cette différence?

— Recombinaison (méiose) ? Différence entre lignée masculine et féminine ?
En absence de teélomérase, la variation de longueur peut étre différente d’'un
télomere al’ autre:

— Erosion constante et élevée ou recombinai son mitotique?

L e taux de variation de lalongueur des grandstélomeres est d’ autant plus fort
gue les tdomeres ont longs :

— Mécanisme coopeératif du blocage de I’ amarrage de latélomérase aux télomeres ?
érosion differentielle?

|l 'y astabilisation de lalongueur des télomeres autour d' une valeurs £ constante
(homogénéisation)
— Facteurs determinant cette longueur : Controle de I’ accessibilité des télomeres? de
I” efficacité delatélomérase ?

Stabilité difféerentidle des chromosomes homol ogues selon leur télomere?




PERSPECTIVES (1)

Augmenter le nombre de chromosomes homologues différentiables (autres
sondes polymorphes).

— Sondes aphoides, minisatellites ... en multiFISH.
Suivi de lalongueur des td omeres dans des contextes a rearranganent
chromosomiques complexes, au cours de la prolifération cellulaire.

— Sondes subtélomeériques.

Analyser la distribution de lalongueur des télomeres des cellules sénescentes
(bloquées en G1/S).
— PCC?

M écanismes de réactivation de la télomérase ?

ROle de la structure destélomeres (protéines spécifiques), absence de la
télomerase/ dynamique des télomeres (Taux d’' érosion ?)
Automatiser |a segmentation des images de cytogénétiques.

— Smart Shakes?




PERSPECTIVES (2)

11111,
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Biochimie (1995) 77, 817-825




