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Résumé 

 

Le médulloblastome est une des tumeurs les plus fréquentes du système nerveux central 

chez l’enfant. Son impact clinique, ainsi que les effets secondaires engendrés par les trai-

tements actuels, sont significatifs en matière de morbidité et de mortalité. La caractéri-

sation moléculaire des tumeurs du système nerveux central a grandement évolué, et ce, 

particulièrement en ce qui concerne le médulloblastome. Des travaux antérieurs ont per-

mis d’établir qu’un des sous-groupes de médulloblastome est caractérisé par l’activation 

de la voie sonic hedgehog. La mutation la plus fréquente menant à ce sous-type de mé-

dulloblastome est la mutation du gène suppresseur de tumeur PTCH1. Grâce au modèle 

de souris Ptch1+/-, des données issues de notre laboratoire ont permis de caractériser le 

développement de cette tumeur comme étant en deux étapes. Ce travail porte sur la ca-

ractérisation du mécanisme par lequel cette première étape, soit la perte d’hétérozygotie 

de Ptch1, survient.  

 

Tout d’abord, nous revisitons le rôle in vivo du corécepteur Boc dans la tumorigenèse. 

Selon nos résultats, la modulation de Boc ne semble pas avoir un impact significatif sur le 

développement tumoral dans des expériences de transplantation orthotopiques. Ensuite, 

nous démontrons que le ligand Shh augmente le dommage à l’ADN, ce qui mène à une 

hausse des évènements de recombinaisons qui peuvent causer une perte d’hétérozygo-

tie. Nous tentons de moduler l’activité de Rad51 en observant une tendance non statisti-

quement significative des évènements de recombinaison avec des inhibiteurs de Rad51. 

Nous démontrons ensuite qu’un inhibiteur de Cdc7 permet la diminution des évènements 

de recombinaisons ainsi qu’une diminution du stress réplicatif de l’ADN. En intervenant 

sur le gène Mcm2 grâce à un modèle de souris transgénique, nous parvenons à prouver 
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qu’une diminution de l’action de Mcm2 permet une diminution du stress réplicatif de 

l’ADN.  

 

En somme, la première étape du développement du médulloblastome sonic hedgehog-

activé est la perte d’hétérozygotie de Ptch1. Celle-ci est caractérisée par une augmenta-

tion du dommage à l’ADN engendrant une hausse des évènements de recombinaison. 

Plusieurs cibles potentielles de modulation s’avèrent prometteuses pour un éventuel trai-

tement ciblé.   

 

 

Mots clés : médulloblastome, cervelet, cancer pédiatrique, sonic hedgehog, souris, Syn-

drome de Gorlin, neuro-oncologie, recombinaison homologue, dommage à l’ADN, perte 

d’hétérozygotie.



Abstract 

 

Medulloblastoma is one of the most common central nervous system tumors of the child. 

Its clinical impact, as well as the adverse effects caused by current treatments, are signif-

icant in terms of morbidity and mortality. The molecular characterization of tumors of the 

central nervous system has greatly evolved, particularly in the case of medulloblastoma. 

Previous work has established that one of the medulloblastoma subgroups is character-

ized by the activation of the sonic hedgehog (Shh) pathway. The most common mutation 

leading to this medulloblastoma subtype is the PTCH1 tumor suppressor gene mutation. 

Working with the Ptch1+/- mouse model, data from our laboratory characterized the me-

dulloblastoma tumorigenesis as a two-step process. This work focuses on the characteri-

zation of the mechanism by which this first step, the loss of heterozygosity of Ptch1, oc-

curs. 

 

First, we revisit the in vivo role of the Boc coreceptor in the medulloblastoma tumorigen-

esis. According to our results, Boc modulation does not seem to have a significant impact 

on tumor development. Next, we show that the Shh ligand increases DNA damage. This 

leads to an increase in recombination events which predispose to loss of heterozygosity. 

We attempt to modulate Rad51 activity and observe a non-statistically significant trend 

to decrease recombination events with Rad51 inhibitors. We then demonstrate that Cdc7 

inhibition reduces recombination events as well as DNA replicative stress. Using an Mcm2 

transgenic mouse model, we demonstrate that a reduction in the action of Mcm2 reduces 

DNA replicative stress.  
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To conclude, the first step in the development of Shh-activated medulloblastoma is the 

loss of heterozygosity of Ptch1. This is characterized by an increase in DNA damage lead-

ing to an increase in recombination events. Several potential modulation targets hold 

promise for possible targeted therapy. 

 

 

Keywords : medulloblastoma, cerebellum, pediatric cancer, sonic hedgehog, mouse, Gor-

lin Syndrome, neuro-oncology, homologous recombination, DNA damage, loss of hetero-

zygosity. 
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Chapitre 1 – Introduction 

 

L’ère moléculaire dans la classification des tumeurs du système nerveux 

central 

Notre compréhension des tumeurs du système nerveux central a évolué de manière sans 

précédent dans la dernière décennie. Notre compréhension de la pathophysiologie me-

nant à leur développement s’est approfondie de façon exponentielle. Ces avancées, no-

tamment sur le plan de la compréhension des modulations des voies de signalisation, ont 

mené à de grands changements dans la façon de diagnostiquer ces néoplasies, ainsi qu’à 

des implications cliniques de leur caractérisation moléculaire. En effet, pour la première 

fois en 2016, la révision de la 4e édition de la classification des tumeurs du système ner-

veux central de l’OMS incluait dans le diagnostic des critères moléculaires stricts (1). Cinq 

années plus tard, ce mouvement s’est poursuivi avec une croissance considérable de la 

place de la biologie moléculaire des tumeurs dans la 5e édition de la classification (2, 3). 

Cette caractérisation moléculaire surpasse maintenant définitivement l’aspect histolo-

gique et cytologique qui constituait historiquement l’étalon-or du diagnostic. 

 

Le médulloblastome : la présentation clinique 

Le médulloblastome s’inscrit particulièrement dans cette mouvance. Dans ce contexte et 

en raison de son impact sociétal significatif, cette tumeur de la fosse postérieure constitue 

un sujet d’étude fascinant et extrêmement important. En effet, le médulloblastome re-

présente la deuxième plus fréquente tumeur maligne du SNC chez l’enfant, suivant de 

près les lésions gliales (2, 4). Cette tumeur touche principalement les enfants et les jeunes 

adultes. Les patients chez qui cette tumeur est découverte se présentent généralement 

avec des symptômes d’hypertension intracrânienne liée à un effet de masse significatif 

dans la fosse postérieure, ainsi qu’à une hydrocéphalie obstructive engendrant une 
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hypertension intracrânienne supratentorielle. De plus, les patients présentent souvent un 

syndrome cérébelleux, ainsi qu’une atteinte neurologique liée à la compression du tronc 

cérébral. Cette présentation clinique nécessite bien souvent une prise en charge rapide, 

voire urgente, en raison d’un risque significatif de déficit neurologique et de décès. 

 

Le médulloblastome : les traitements actuels 

Les traitements actuels consistent à combiner la chirurgie d’exérèse, la radiothérapie cra-

niospinale et la chimiothérapie. L’objectif chirurgical est l’exérèse la plus complète pos-

sible de la tumeur macroscopique. Ceci vient avec un équilibre fin entre un contrôle local 

et oncologique par une exérèse extensive d’un côté, et un risque de déficit neurologique 

significatif plus la résection est agressive de l’autre côté. À noter la potentielle nécessité 

de procéder à une deuxième intervention pour traiter l’hydrocéphalie obstructive, soit 

une dérivation ventriculo-externe (traitement temporaire pendant l’épisode aigu), une 

dérivation ventriculo-péritonéale (ou autre type de dérivation ventriculaire permanente) 

ou une ventriculostomie du troisième ventricule par ventriculoscopie. Le risque engendré 

par la chirurgie est majoritairement considéré comme un risque immédiat, c’est-à-dire 

que le patient subira les effets secondaires immédiatement, ou rapidement après l’acte 

chirurgical. Les traitements adjuvants comprennent la chimiothérapie et la radiothérapie 

craniospinale. Malgré une certaine efficacité thérapeutique, ces traitements comportent 

un risque immédiat significatif (par la chirurgie), ainsi qu’une toxicité à long terme dévas-

tatrice. C’est particulièrement le cas pour la radiothérapie qui entraîne des effets secon-

daires permanents significatifs comprenant des troubles neurocognitifs et des désordres 

endocriniens (5). Pour cette raison, la recherche de nouveaux traitements plus efficaces 

et à risques réduits s’avère primordiale. En effet, ceux-ci pourraient permettre de dimi-

nuer le risque immédiat lié à la chirurgie si une exérèse moins agressive devenait accep-

table, ainsi que de diminuer les effets secondaires à long terme de radiothérapie à haute 

dose.  
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Le médulloblastome : l’ère moléculaire 

Les mécanismes moléculaires entraînant le développement du médulloblastome soulè-

vent l’intérêt de la communauté scientifique depuis plusieurs années. En effet, une meil-

leure compréhension de ces mécanismes stimule l’espoir de trouver des traitements sys-

témiques ciblés, sécuritaires et efficaces. Depuis 2016, la classification de l’OMS des mé-

dulloblastomes comprend quatre sous-groupes moléculaires : WNT-activé, SHH-activé, 

groupe 3 et groupe 4 (1). Ces sous-groupes avaient été identifiés et utilisés surtout à des 

fins de recherches quelques années plus tôt (6). Tout récemment, la plus récente édition 

de la classification de l’OMS a épuré la classification en 3 sous-groupes : WNT-activé, SHH-

activé et non-WNT/non-SHH. Les tumeurs SHH-activés sont séparées en TP53-mutant et 

TP53-wildtype (2, 3). Le médulloblastome est considéré comme une tumeur de grade 4 

de l’OMS, le grade le plus élevé.  

 

Les SHH-MBs constituent approximativement 20 % des médulloblastomes (2). Une étude 

récente réalisée par Cavalli et al. divise les SHH-MBs en 4 sous-groupes plus précis : SHH 

α, SHH β, SHH δ, and SHH γ (7).  Ces sous-groupes, bien que considérés comme provisoires 

par l’OMS, sont rapportés sous une autre nomenclature dans la dernière version de la 

classification de l’OMS : SHH-1 (SHH β), SHH-2 (SHH δ), SHH-3 (SHH α) et SHH-4 (SHH δ) 

(2). Dans cet ouvrage, il sera question du sous-groupe de médulloblastome SHH-3 (SHH 

α). La signature moléculaire de ce sous-groupe comprend : amplification MYCN, amplifi-

cation GLI2, amplification YAP1, perte 9q, perte 10q, perte 17p (7). Ce sous-type est par-

ticulièrement susceptible de connaître une mutation TP53 qui assombrit le pronostic. Une 

perte 9q est associée à l’atteinte du gène PTCH1 (9q22). Il est à noter que des mutations 

germinales peuvent être à l’origine du développement de ce sous-type de médulloblas-

tome. En effet, le syndrome du Gorlin présentant une mutation dans le gène PTCH1, gène 

codant pour le récepteur à la protéine SHH, augmente le risque de SHH-MB. En effet, 1-

2% des patients avec variant pathogénique germinale pour PTCH1 vont développer un 

médulloblastome (2). De plus, un syndrome de Li-Fraumeni peut engendrer une 
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augmentation du risque de SHH-MB TP53 mutant (2). Le pronostic associé à cette tumeur 

est hétérogène, avec une survie globale à 10 ans de 77% chez les nourrissons, 51% chez 

les enfants et 34 % chez les adultes (8). 

 

Ce sous-groupe comporte la particularité d’affecter soit les enfants ou les jeunes adultes, 

d’affecter légèrement plus le sexe masculin («ratio M :F d’environ 1,5 :1 » (2)) et de pré-

senter un risque de présentation métastatique. La cellule d’origine de cette tumeur pro-

vient du cervelet et est la cellule granulaire précurseure (GCP) (2).  

 

Hedgehog : la voie de signalisation responsable de la pathogenèse 

Le cortex cérébelleux est séparé en différentes couches cellulaires, soit la couche granu-

laire externe, la couche moléculaire, la couche de cellules de Purkinje et la couche granu-

laire interne (de la couche la plus externe à la couche la plus interne). Le ligand Sonic 

hedgehog (Shh) sécrété par les cellules de Purkinje induit la prolifération des GCPs, cel-

lules d’origine du médulloblastome, situées dans l’EGL. En effet, Shh vient se lier au ré-

cepteur transmembranaire Ptch1 et un corécepteur, permettant ainsi de bloquer l’inhibi-

tion de Smo, ce qui active alors la voie de signalisation menant à la prolifération des GCPs 

(Figure 1). À la suite de cette prolifération, les GCPs migrent vers l’IGL pour se différencier 

en cellules granulaires. Chez la souris, modèle animal utilisé dans cet ouvrage, ce phéno-

mène se produit dans les dernières semaines de l’embryogenèse jusqu’à la période post-

natale précoce (9, 10). 
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Figure 1. Voie de signalisation hedgehog chez la souris. 

(A) Le récepteur murin transmembranaire Ptch1 exerce une inhibition sur Smo, inhibant 

ainsi la voie de signalisation. (B) Le ligand Shh sécrété par les cellules de Purkinje vient se 

lier au récepteur Ptch1 et à son corécepteur Boc (Boc étant ici illustré, mais deux autres 

récepteurs sont décrits pour le même ligand dans cette voie de signalisation, soit Cdon et 

Gas1 (9, 11, 12)), bloquant ainsi l’inhibition qu’exerce Ptch1 sur Smo et permettant l’acti-

vation de la voie de signalisation et la transcription de Gli.  

 

 

 

De la cellule d’origine à la tumeur maligne 

Le modèle animal utilisé dans cet ouvrage est la souris Ptch1+/-. Ce modèle a grandement 

été utilisé dans l’étude du médulloblastome (13). Notre compréhension du développe-

ment du médulloblastome menant d’une GCP, cellule d’origine, à une cellule maligne s’est 

grandement raffinée au cours des dernières années. Il avait été avancé que ce processus 

s’effectuait en deux étapes (modèle de type « two-hit »). D’abord, la mutation germinale 
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de Ptch1+/- menait au développement de prénéoplasies. Ensuite, la perte d’hétérozygotie 

(LOH) de Ptch1+/- permettait d’évoluer vers une cellule maligne (14, 15). Des données pu-

bliées par notre laboratoire ont permis de mieux caractériser ce processus en deux 

étapes. En fait, la LOH de Ptch1+/- mène au développement de prénéoplasies visualisées 

chez les souris à deux semaines de vie (16), soit la première étape du processus. Sans 

autre mutation additionnelle, ces cellules prénéoplasiques évoluent vers la sénescence 

cellulaire, constituant ainsi un mécanisme de suppression tumorale. C’est un exemple du 

phénomène nommé sénescence cellulaire induite par un oncogène. Ensuite, l’acquisition 

d’une seconde mutation, soit une mutation p53 ou une inactivation p16ink4a, peut per-

mettre à la cellule d’éviter la sénescence et d’évoluer vers une cellule néoplasique, me-

nant ainsi au développement d’un médulloblastome (16, 17), deuxième étape du proces-

sus.  
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Figure 2. De la GCP à la tumeur maligne : processus en deux étapes 

*Figure provenant de Tamayo-Orrego et al. (16) 

Le développement du médulloblastome est un processus en deux étapes. D’abord, la 

perte d’hétérozygotie du gène Ptch1+/- mène au développement de prénéoplasies. Sans 

mutation additionnelle, ces cellules prénéoplasiques entrent en sénescence cellulaire et 

arrêtent de proliférer. C’est ce qu’on appelle la sénescence cellulaire induite par un on-

cogène. Une mutation additionnelle de p53 ou l’inactivation de p16ink4a permet aux 
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cellules prénéoplasiques d’éviter la sénescence, de proliférer, d’acquérir des caractéris-

tiques malignes et de former un médulloblastome (16).  



Chapitre 2 – Projet de recherche 

 

Les travaux présentés dans cet ouvrage cherchent à poursuivre la caractérisation des mé-

canismes moléculaires sous-jacents au développement du médulloblastome. Nous nous 

concentrerons ici sur la première étape de la transformation maligne de la GCP, soit la 

LOH de Ptch1+/-. Bien que nous connaissions sa nécessité pour parvenir au développement 

de prénéoplasies, le mécanisme par lequel la LOH de Ptch1+/- est acquis restait incertain 

jusqu’à la toute récente publication de notre laboratoire à laquelle j’ai participé, celle-ci 

ayant permis de mieux caractériser ce processus (18).  

 

Comme mentionné plus haut, le ligand Shh sécrété par les cellules de Purkinje permet la 

prolifération des GCPs, processus impliqué dans la physiologie normale du développe-

ment du cervelet (10). Toutefois, une activation trop importante de la voie de signalisa-

tion hedgehog mènera à un stress lié à la réplication de l’ADN, une instabilité génomique, 

ainsi qu’une augmentation des cassures double brin de l’ADN (18). Ce dommage à l’ADN 

peut généralement être réparé par trois processus physiologiques : la réparation par ap-

pariement entre molécules d’ADN simple brin (SSA), la jonction d’extrémités non homo-

logues (NHEJ) et la recombinaison homologue (HR) (19, 20). La HR est généralement la 

voie préférentielle puisqu’en utilisant un brin d’ADN homologue ou une chromatide sœur 

comme gabarit de réparation, elle induit beaucoup moins d’erreurs dans son processus 

de réparation. Toutefois, elle peut mener à des évènements de recombinaisons. Le fait 

d’établir que la LOH de Ptch1+/- correspondait dans une grande proportion des cas à une 

LOH avec nombre de copies neutres (25 % chez l’humain et 82 % chez la souris (18)) nous 

a suggéré que le processus de HR est central dans l’évènement initiateur de la transfor-

mation tumorale des GCPs, soit la perte de LOH de Ptch1+/-. 
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Les travaux de cet ouvrage permettent une meilleure caractérisation de cette étape cru-

ciale de la tumorigenèse en caractérisant davantage le dommage à l’ADN chez les GCPs. 

Il sera d’abord question de l’impact de la latéralisation au niveau du cervelet dans le dom-

mage à l’ADN des GCPs, soit la différence entre le dommage au niveau du vermis par 

rapport aux hémisphères. L’impact du corécepteur Boc sera aussi exploré. Par la suite, 

nous aborderons l’influence de Shh sur le dommage à l’ADN et les évènements de recom-

binaison. Nous poursuivrons en regardant l’impact de la modulation de Rad51, protéine 

clef de la HR, dans les évènements de recombinaison. Finalement, nous explorerons l’im-

pact de Mcm2 sur le stress de réplication et, de façon plus indirecte, sur les évènements 

de recombinaison.  



Chapitre 3 – Méthodologie 

 

Éthique 

Toutes les expériences sur des souris suivent les recommandations du Conseil canadien 

de protection des animaux. Le protocole d’utilisation des animaux FC2016-03 a été ap-

prouvé par le Comité de protection des animaux de l’Institut de recherches cliniques de 

Montréal (IRCM). 

 

Colonies de souris 

Souris C57 : 

Une lignée de souris C57B/6 Elite obtenue de The Jackson Laboratory a été utilisée pour 

nos souris WT et dans les différents croisements murins.  

Souris Ptch1 : 

Une lignée de souris Ptch1-LacZ (Ptch1tm1Mps, Cat 003081) fournie par The Jackson La-

boratory a été utilisée comme allèle inactivé du gène Ptch1. Les souris hétérozygotes pour 

ce gène (Ptch1+/-) ont été grandement étudiées dans la littérature et dans notre labora-

toire en tant que modèles de médulloblastome.  

Souris Boc : 

La lignée de souris mutantes pour le gène Boc générée par notre laboratoire a été déve-

loppée et décrite précédemment par Okada et al. (21).  

Souris Mcm2 : 

La lignée de souris Mcm2 hypomorphiques portant l’allèle Mcm2IRES-CreERT2 a été décrite 

et générée par Pruitt et al. (22). Les souris hétérozygotes pour cet allèle sont nommées 

Mcm2+/- dans cet ouvrage.  
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Souris RaDR-GFP : 

La lignée de souris RaDR-GFP contient l’allèle Rosa26 Direct Repeat-GFP (RaDR-GFP) et a 

été développée dans le laboratoire de Dr Engelward (Massachusetts Institute of Techno-

logy) (23). Les cellules provenant de ces souris sont non fluorescentes. Toutefois, dans le 

cas d’un évènement de recombinaison au sein de l’allèle en question, les cellules vont 

devenir fluorescentes par la production de GFP.  

 

Analyses statistiques 

Les informations sur les tests statistiques utilisés sont présentées dans le texte ou dans 

les figures. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant Prism (GraphPad), R ou 

SPSS Statistics. Le test de logrank a été utilisé pour évaluer la significativité statistique des 

analyses de survie démontrée par des courbes Kaplan-Meier.  

 

Dissociation des GCPs et culture cellulaire 

Le protocole de dissociation des GCPs a été précédemment publié (9) et est un protocole 

modifié d’un protocole précédemment décrit dans la littérature (24). Le cervelet de souris 

âgées de P5-P7 a été disséqué, coupé en petits morceaux et traité avec de la trypsine 

0,25 % et de la DNase1. Les échantillons passent ensuite à travers une phase de tritura-

tion. Les cellules dissociées sont ensuite centrifugées à travers un gradient de Percoll de 

30 % à 65 %. Les GCPs présentes et dissociées à l’interphase du gradient sont alors préle-

vées et cultivées dans un milieu de Neurobasal sans sérum, avec supplémentation de B27, 

GlutaMAX, pyruvate de sodium et pénicilline/streptomycine. Les GCPs sont cultivées en 

présence de Shh 10 nM dans des plats de 24-puits avec une concentration de 2 × 105 

cellules/puit.  
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Histologie 

Les souris ont été anesthésiées avec un mélange de kétamine et xylazine et perfusées 

avec une solution saline et une solution tampon paraformaldéhyde (PFA) 4 % phosphate 

0,12M. Les cerveaux ont été disséqués et fixés au cours de la nuit dans du PFA 4 %. Les 

cervelets ont été cryopréservés dans du sucrose, et congelés dans l’OCT (Tissue Tek). Des 

cryosections de 12 µm ont été réalisées pour les immunofluorescences.  

 

Immunofluorescence 

Le protocole d’immunofluorescence a été réalisé tel que déjà publié par notre laboratoire 

(9, 12, 16, 18). Les GCPs dissociées ont été fixées dans du PFA 4 % pour 15 minutes. Les 

anticorps utilisés sont : chèvre anti-Boc (1:100, R&D), rat anti-BrdU (Abcam; ab6326; 

1:2,000), anti-γ-H2AX-AF647 (Biolegend; 613408; 1:200), anti-Mcm2 (Abcam; ab4461; 

1:2,000), anti-Rad51 (Abcam; ab133534; 1:1,000), lapin anti-GFP (1:1000, Invitrogen), 

souris anti-Ki67 antibody (1:100, Becton-Dickinson). Avant de réaliser l’immunocoloration 

avec l’anticorps anti-Boc, un processus de récupération antigénique (« antigen retrieval ») 

sur les cryosections a été réalisé dans une solution tampon de citrate de sodium à 98°C 

pendant 1h, suivi d’un refroidissement de 20 minutes à température pièce et d’un lavage 

au PBS. Avant de réaliser l’immunocoloration avec l’anticorps anti-Rad51, un processus 

de récupération antigénique (« antigen retrieval ») a été réalisé dans une solution tampon 

de citrate de sodium à 98°C pendant 15 minutes (10mM de citrate de sodium (pH 6,0) et 

Tween 20) avant l’étape de blocage. Tous les anticorps secondaires ont été utilisés avec 

une dilution de 1 :1000. L’acquisition des images a été réalisée sur des microscopes con-

focaux LSM 700 (Zeiss) ou SP8 (Leica).  
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Transplantations orthotopiques et analyse de survie 

Les GCPs de cervelets de souris Ptch1+/-; Boc+/- et Ptch1+/-; Boc-/- entre le jour postnatal 5 

à 7 (P5-P7) ont été prélevées. Le vermis et les hémisphères des cervelets ont été séparés. 

Les GCPs provenant des hémisphères cérébelleux ont été dissociées avec la méthode dé-

crite plus haut. Ces GCPs ont ensuite été directement injectées dans le cervelet de souris 

C57Bl/6 entre P2-P4. Les souris ont ensuite été incluses dans une analyse de survie et 

observées pour surveiller le développement de symptômes pouvant être associés avec 

une tumeur cérébelleuse.  

 

Peignage de l’ADN (DNA combing) 

Le protocole de peignage de l’ADN a été publié antérieurement (18, 25). Pour cette expé-

rience, 1,2 × 107 GCPs ont été cultivées dans des puits de 60 mm pour chacune des con-

ditions pour 24h. Les cellules ont été traitées avec du CldU à 25 mM (Sigma-Aldrich, 

C6891) pour 20 minutes. Un lavage avec du PBS à 37°C est ensuite réalisé. Les GCPs sont 

ensuite traitées avec de l’IdU à 125mM (Sigma-Aldrich, 17125) pour 20 minutes. Par la 

suite, les cellules sont prélevées à l’aide d’une pipette. Des blocs d’agarose (Bioshop, 

AGA101) sont alors réalisés avec une concentration de 5 × 106 GCPs par 3 blocs. Puis, le 

processus de peignage de l’ADN est effectué selon un protocole précédemment publié 

par Gallo et al. (25). Les anticorps utilisés pour détecter l’IdU est le souris anti-BrdU B44 

(BD, 347580) et pour le CldU est le rat anti-BrdU (Abcam, ab6326). Les images sont ac-

quises avec un microscope à champ large (le Leica DM4000 ou le Zeiss AxioPhot) à une 

magnification de 63× ou 40×. Les mesures ont été prises à l’aide du logiciel ImageJ. Les 

fourches de réplication ont été repérées à l’aide l’anticorps anti-ssADN (MAB3034). La 

densité des fourches de réplication a été calculée en divisant le nombre de fourches par 

mégabases d’ADN (Mbp), et normalisée pour la phase S. La vitesse de la fourche de répli-

cation a été calculée en divisant la longueur du signal IdU par 20 minutes (durée d’incu-

bation avec IdU). L’asymétrie de la fourche de réplication est calculée comme suit : 
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asymétrie (%) = ((long IdU – court IdU) – 1) × 100. La distance interorigines est exprimée 

en kbp (18). 

 

Préparation des métaphases 

Le protocole suivant a été adapté à partir d’un protocole publié par notre laboratoire (18). 

Les GCPs ont été cultivées dans un plat de 24 puits sur des lames circulaires recouvertes 

de poly-D-lysine (PDL) avec une densité de 2 × 105 cellules/lame dans 500 μL de milieu 

Neurobasal. Les cellules ont été traitées avec de la colcémide 0,02 μg/mL à 37°C pour 1h. 

350 μL de milieu est retiré et 2 mL de KCl 75 mM à 37°C est ajouté lentement au milieu 

restant. Les cellules sont gardées à 37°C pour 15 minutes. 3 gouttes de fixateur (3 :1 mé-

thanol/acide acétique) sont ajoutées à chacun des puits (préfixation). Après 2 minutes, la 

solution est retirée, et 500 μL de fixateur sont ajoutés à chacun des puits pour 5 minutes 

(fixation). La fixation est reproduite deux autres fois. Les lames sont alors séchées à tem-

pérature pièce pour 15 minutes. Les métaphases sont ensuite utilisées pour l’analyse 

d’échange de chromatides sœurs.  

 

Échange de chromatides sœurs 

Le protocole suivant a été adapté à partir d’un protocole publié par notre laboratoire (18). 

Les GCPs sont cultivées dans 5 μM de BrdU pour 24h en présence de Shh 5 nM (pour 

toutes les conditions). Après 24h, un lavage de 5 minutes avec du Neurobasal à 37°C est 

réalisé pour retirer le BrdU. Les cellules sont alors incubées pour 36h en présence des 

différentes conditions. Les concentrations pour chacune des conditions sont les sui-

vantes : B02 : 5 μM, RI-1 5 μM, B02+RI-1 : 2,5 μM et 2,5 μM respectivement. Lorsque 

celles-ci sont cultivées avec Shh, la concentration est de 10 nM.





Chapitre 4 – Résultats 

 

Facteurs influençant le dommage à l’ADN des GCPs 

 

L’impact de la localisation hémisphérique dans le cervelet et du corécep-

teur Boc sur le dommage à l’ADN 

Comme mentionné dans l’introduction, le ligand Shh sécrété par les cellules de Purkinje 

vient se lier au récepteur transmembranaire Ptch1. La liaison à un corécepteur est toute-

fois requise pour permettre l’activation de la cascade. Trois corécepteurs ont été identi-

fiés, soit Boc, Cdon et Gas1. Il a été démontré que chez les vertébrés, la présence de l’un 

d’eux s’avère nécessaire à l’activation de la voie de signalisation hedgehog, le récepteur 

Ptch1 seul étant insuffisant (9, 11, 12). Un article de 2014 par Mille et al. issu de notre 

laboratoire a étudié le rôle du corécepteur Boc dans le développement du médulloblas-

tome (12). Les données issues de cet ouvrage révèlent que Boc favorise le dommage à 

l’ADN par un mécanisme médié par CyclinD1, active la voie de signalisation hedgehog, 

augmente les chances de LOH de Ptch1, et favorise le développement de médulloblas-

tomes (12). Inversement, l’inactivation du gène Boc diminue l’incidence de médulloblas-

tome comme démontré dans une analyse de survie chez les souris Ptch1+/- (12). Il est à 

noter que Boc ne présente pas d’haploinsuffisance puisque la survie des souris Boc+/+ est 

la même que celle des souris Boc+/- (12). 

 

Par ailleurs, les SHH-MBs se distinguent des autres sous-groupes moléculaires, notam-

ment par leur tendance à se développer dans les hémisphères cérébelleux, en opposition 

au vermis pour les autres sous-groupes. Ceci avait d’abord été observé pour les médullo-

blastomes du sous-type histologique desmoplasique (26), qui a été démontré comme 
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étant fortement associé au SHH-MBs (8). Le lien direct avec les SHH-MBs s’est confirmé 

par la suite (27-31). Il est à noter que les SHH-MBs chez les enfants de moins de 3 ans 

comportent une signature moléculaire différente et se distinguent aussi par leur localisa-

tion dans le vermis (32, 33).  

 

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés à l’impact de la présence du 

corécepteur Boc sur le dommage à l’ADN du cervelet en comparant le vermis aux hémis-

phères cérébelleux (Figure 3). Les résultats attendus étaient une augmentation du dom-

mage à l’ADN étudié par une augmentation du signal γ-H2AX dans les hémisphères (en 

comparaison au vermis) et chez les souris Boc WT (en comparaison avec les souris Boc-/-). 

Nous avons donc prélevé le cervelet de souris P7 Boc WT et Boc-/- en séparant les hémis-

phères du vermis. À la suite de la fixation et de la coupe des spécimens, nous avons pro-

cédé à l’immunocoloration telle que décrite dans la section « Méthodologie » pour Ki-67 

et γ-H2AX. Nous avons alors observé une tendance d’augmentation du signal γ-H2AX dans 

les hémisphères cérébelleux en comparaison avec le vermis des souris Boc-/-. Toutefois, 

de façon surprenante, le signal γ-H2AX avait tendance à être plus élevé chez les souris 

Boc-/- que chez les souris Boc WT (ce résultat atteignant une différence statistiquement 

significative, lorsqu’analysé dans les hémisphères). L’interprétation de ce résultat inat-

tendu sera présentée dans la discussion.  
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Figure 3. Impact du corécepteur Boc sur le dommage à l’ADN  

(A) Immunocoloration de cervelet de souris Ptch1+/-; Boc WT ou Boc-/- d’âge P7. DAPI 

(bleu), Ki-67 (vert), γ-H2AX (rouge). (B) Quantification du nombre moyen de granules de 

g–H2AX par GCP positive pour chacune des conditions. (C) Quantification de la proportion 

de GCPs positives pour g–H2AX pour chacune des conditions. (Vermis (V), hémisphère 

(H)). Nombre d’échantillons par condition : V Boc WT n = 5; V Boc-/- n = 6; H Boc WT n = 5; 

H Boc-/- n = 6. “ * ” indique une p-value < 0.05 par l’analyse post-hoc de Tukey. 

 

 

 

L’impact du corécepteur Boc dans la tumorigenèse  

Pour poursuivre, en allant dans le même sens que ce qui avait été démontré jusque-là 

dans la littérature (12), nous avions émis l’hypothèse que des GCPs Ptch1+/-; Boc+/- (i.e. 

des GCPs qui expriment Boc) seraient plus susceptibles de connaître une augmentation 



 40 
 

du dommage à l’ADN et une transformation maligne par rapport à des GCPs Ptch1+/-; Boc-

/- (il est à noter que, comme mentionné précédemment, nous n’observons pas d’haploin-

suffisance pour le gène Boc (12)). Afin de tester cette hypothèse, nous avons procédé à 

des transplantations orthotopiques de GCPs Ptch1+/-; Boc+/- et Ptch1+/-; Boc-/- dans le cer-

velet de souris Ptch1 WT; Boc WT. Les souris ont ensuite été observées dans une analyse 

de survie. Les souris étaient surveillées dans l’animalerie du centre de recherche quoti-

diennement afin de monitorer le développement de symptômes indiquant la possibilité 

du développement d’une tumeur cérébrale de la fosse postérieure, y compris une dété-

rioration de l’état général, de l’anorexie ou une ataxie. Au moment du développement de 

ces symptômes, les souris étaient euthanasiées et une autopsie était pratiquée afin de 

confirmer la présence d’une tumeur. Nous n’avons pas observé de différence statistique-

ment significative entre les groupes (Figure 4).  
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Figure 4. Impact du gène Boc sur l’oncogénicité des GCPs Ptch1+/- 

Analyse de survie comparant les souris C57Bl/6 (P2) ayant subi une transplantation ortho-

topique cérébelleuse de GCPs Ptch1+/-; Boc+/- (n = 28) versus Ptch1+/-; Boc-/- (n = 26) pro-

venant de souris d’âge P5-8. Aucune différence statistiquement significative n’a été dé-

celée.  
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La perte d’hétérozygotie de Ptch1 et les évènements de recombi-

naison 

 

L’impact de Shh sur les évènements de recombinaison 

Comme mentionné précédemment, des données de notre laboratoire démontrent que 

Shh accroît le stress lié à la réplication de l’ADN, augmente le dommage à l’ADN et aug-

mente les évènements de recombinaison. Cette dernière conclusion a été démontrée par 

la hausse du nombre d’évènements de recombinaison testés par des expériences 

d’échanges de chromatides sœurs (18). Nous voulions tester ceci in vitro à l’aide d’une 

deuxième méthode. Une construction a été précédemment développée permettant d’ex-

primer GFP lors d’évènement de recombinaison (23). En effet, la construction RaDR-GFP 

introduite dans le locus Rosa26 réunit des EGFP assemblés en tandem. À la suite d’un 

évènement de recombinaison, l’alignement des cassettes permet la transcription de GFP 

et à la cellule de devenir fluorescente. Des souris portant cette construction ont été gé-

nérées (23). Nous avons importé ce modèle de souris afin de tester l’impact de Shh sur la 

recombinaison. Nous avons donc prélevé les cervelets de souris RaDR-GFPmut/mut P5-7 à 

partir desquels nous avons dissocié les GCPs. Les GCPs ont été mises en culture cellulaire, 

puis une immunocoloration avec DAPI et GFP a été réalisée (voir la section « Méthodolo-

gie » pour les détails des anticorps). Comme démontré par l’expérience d’échanges de 

chromatides sœurs et comme attendu, nous avons observé une augmentation des évè-

nements de recombinaison par une différence statistiquement significative. Ceci nous a 

donc permis de confirmer par une deuxième méthode l’augmentation des évènements 

de recombinaisons causés par Shh dans les GCPs. 
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Figure 5. Évènements de recombinaison marqués par la construction RaDR-GFP 

*Figure modifiée à partir de l’article de Sukup-Jackson et al. (23). 

(A, B) La construction RaDR-GFP introduite dans le locus Rosa26 réunit des EGFP assem-

blés en tandem. À la suite d’un évènement de recombinaison, l’alignement des cassettes 

permet la transcription de GFP tout en permettant à la cellule de devenir fluorescente. 

(C) Des GCPs cultivées en présence ou non de Shh ont été observées afin d’identifier des 

évènements de recombinaison (DAPI = bleu, GFP = vert; flèches blanches = cellules posi-

tives). (D) Les GCPs cultivées en présence de Shh démontraient de façon statistiquement 

significative une augmentation des évènements de recombinaison (n=4 expériences). 20 

champs ont été photographiés par condition (la sélection des champs a été faite à 

l’aveugle).  
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La recombinaison comme mécanisme de LOH de Ptch1 et RAD51 comme 

cible potentielle 

Comme mentionné en introduction, les travaux issus de notre laboratoire par Tamayo-

Orrego et al. ont démontré que 25 % des SHH-MBs chez l’humain présentent un LOH en 

nombre de copies neutres (Figure 6). Chez la souris Ptch1+/-, ce nombre s’élève à 82 % 

(18). Ce phénomène peut être expliqué par un mécanisme de réparation du dommage à 

l’ADN double brin, soit la HR. La HR est un processus qui se réalise en trois étapes : la 

phase présynaptique, la phase synaptique et la phase post-synaptique (19, 20).  

 

La phase présynaptique consiste à traiter la cassure d’ADN pour étendre la zone de simple 

brin d’ADN par l’action de nucléases et d’hélicases permettant par la suite à la protéine 

RPA de se lier à l’ADN simple brin. La protéine RAD51 vient alors reconnaître RPA et se 

lier au simple brin d’ADN afin de créer des filaments, et ce, à l’aide de protéines para-

logues (19, 20).  

 

La phase synaptique se caractérise par la recherche de séquences homologues par le fila-

ment formé de protéines RAD51. Une fois cette séquence trouvée, le filament RAD51 

procède à l’invasion de celle-ci, formant ainsi une D-loop. La protéine Rad54 s’avère quant 

à elle nécessaire afin de stabiliser la D-loop, puis de dissocier le filament de protéines 

RAD51 afin de préparer le complexe à la synthèse d’ADN (19, 20).  

 

La phase post-synaptique consiste à résoudre le D-loop par une des trois méthodes po-

tentielles pour synthétiser l’ADN requis : la réplication induite par une cassure (BIR), la 

réparation par appariement entre molécules d’ADN simple brin dépendante de la syn-

thèse (SDSA) et la conversion de gène (19). Les évènements de recombinaison sont géné-

ralement générés lorsque le processus de HR est complété via la BIR. Ce processus est 

notamment reconnu pour pouvoir mener à une LOH (19, 20). 
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Figure 6. Perte d’hétérozygotie en nombre de copies neutres 

*Figure inspirée d’une figure provenant de l’article de Tamayo et al.(18) 

A. Schéma démontrant la réplication d’ADN murin contenant une mutation Ptch1 au ni-

veau du chromosome 9q. Ce procédé associé à la recombinaison homologue implique la 

possibilité d’un produit résultant à une LOH de Ptch1 en nombre de copies neutres (sans 

perte d’ADN). B. Schéma démontrant un procédé menant à une LOH de Ptch1 en perte 

de copie suivant une cassure d’ADN. 

 

 

 

Dans notre modèle, notre laboratoire a démontré que, dans les GCPs, le stress réplicatif 

induit par Shh engendrait une augmentation du dommage double brin à l’ADN, ainsi 

qu’une augmentation des évènements de recombinaison (18). Nous avons donc cherché 

à moduler le processus de HR pour tenter de diminuer ces évènements de recombinaison 

et ainsi potentiellement limiter le risque de LOH. Il a été établi que l’inhibition de RAD51 

avec des siRNAs diminue les évènements de recombinaison dans des expériences 

d’échanges de chromatides sœurs (34). De plus, RAD51 est surexprimé dans les médullo-

blastomes de type SHH-MBα en comparaison avec les autres sous-groupes de SHH-MBs 

selon une analyse d’une banque de données de MBs humains (Figure 7) (7). Pour ces rai-

sons et parce que RAD51 joue un rôle central dans la HR, la modulation de RAD51 nous 

semblait une cible idéale pour tenter de moduler les évènements de recombinaison et 

ainsi potentiellement limiter le risque de LOH.  
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Figure 7. L’expression de RAD51 chez les médulloblastomes humains  

Expression de RAD51 dans les différents sous-groupes de SHH-MBs provenant de la base 

de données Cavalli comprenant 223 SHH-MBs (7) (analyse avec R2, analyse statistique par 

un test ANOVA). 
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L’impact de l’inhibition de RAD51 sur les évènements de recombinaison 

Quelques agents ont été développés pour moduler l’activité de RAD51. Nous avons re-

tenu deux inhibiteurs qui semblaient prometteurs à tester dans notre modèle : RI-1 et 

B02. RI-1 se lie de façon covalente à la cystéine 319 située à la surface de la protéine 

RAD51 afin de déstabiliser l’interface utilisée par RAD51 pour créer un oligomère à la 

construction des filaments (35). B02 inhibe spécifiquement l’activité d’échange de brins 

d’ADN par RAD51 (36). Nous avons donc testé l’effet de ces inhibiteurs de Rad51 sur des 

GCPs murines afin d’observer l’effet sur la recombinaison. Nous avons disséqué les cer-

velets de souris P5-7, puis isolé les GCPs grâce à la méthode de dissociation expliquée 

dans la section « Méthodologie ». Les cellules ont ensuite été mises en culture en pré-

sence de Shh. Dans les 24h suivant la mise en culture, les cellules ont été mises en contact 

avec les conditions particulières pour l’expérience, soit les inhibiteurs de Rad51 (ou le 

contrôle DMSO avec ou sans Shh) et Shh. Les métaphases ont été préparées, puis les cel-

lules fixées environ dans les 36h suivant l’exposition aux différentes conditions. L’immu-

nofluorescence et la microscopie ont ensuite été réalisées telles que décrites dans la sec-

tion « Méthodologie ». Bien que les résultats n’aient pas atteint un seuil statistiquement 

significatif, nous observons une tendance à l’augmentation du nombre d’évènements de 

recombinaison avec Shh qui est diminuée avec l’exposition aux inhibiteurs de RAD51 (Fi-

gure 8).  
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Figure 8. Échanges de chromatides sœurs avec modulation de Rad51 

(A) Méthodologie schématisée de l’expérience d’échanges de chromatides sœurs (vous 

référer à la section « Méthodologie » pour plus de détails). (B) Exemple d’image obtenue 

au microscope confocal combinant le signal DAPI au signal BrdU sur lequel on peut obser-

ver des évènements de recombinaison sur quelques chromosomes (flèches blanches). (C) 

Effet des différentes conditions sur le nombre moyen de recombinaisons par chromo-

some pour les conditions suivantes : DMSO, DMSO + Shh 10 nM, B02 5 μM + Shh 10 nM, 

RI-1 5 μM+ Shh 10 nM, B02 2,5 μM + RI-1 2,5 μM + Shh 10 nM. Les données sont issues 

de deux expériences et sont non statistiquement significatives (200 000 cellules/condi-

tion/expérience). Nombre de métaphases analysées par conditions : DMSO = 25, DMSO + 

Shh = 44, B02 + Shh = 44, RI-1 + Shh = 33, RI-1 + B02 + Shh = 31.  
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L’inhibition de Cdc7 et son impact sur la réplication de l’ADN 

Dans les travaux de Tamayo-Orrego et al. publiés par notre laboratoire et auxquels j’ai 

participé, nous démontrons que l’augmentation du dommage double brin à l’ADN induit 

par le stress lié à la réplication de l’ADN est médié par une augmentation du nombre 

d’origines de réplication et de la vitesse des fourches de réplication (18). Chez la souris, 

les origines de réplication sont créées par la liaison de Mcm2 sur l’ADN et sa phosphory-

lation par la kinase Cdc7. Shh induit une augmentation de la liaison de Mcm2, ainsi qu’une 

augmentation de l’activité de Cdc7. En utilisant un inhibiteur de Cdc7, nous avons observé 

une diminution du nombre d’origines de réplications chez les GCPs exposées à Shh (le 

nombre d’origines de réplication étant inversement proportionnel à la distance interori-

gines) (Figure 10). Ceci a été démontré dans une expérience de peignage de l’ADN consis-

tant à marquer l’ADN avec des analogues de la thymidine (CldU et IdU) de façon succes-

sive, puis à utiliser une technique de peignage de l’ADN afin de la dérouler et d’identifier 

les origines de réplication, la distance interorigines et la vitesse de réplication (Figure 9) 

(voir la section « Méthodologie » pour les détails de l’expérience). 



 51 
 

 



 52 
 

Figure 9. Technique de peignage de l’ADN sur des GCPs dissociées 

*Figure (section D) modifiée provenant d’un l’article par Tamayo et al. (18) 

A. Les cervelets de souris P5-7 sont disséqués et les méninges retirées délicatement. Les 

GCPs sont ensuite dissociées et cultivées par une méthode déjà expliquée (voir la section 

« Méthodologie »). B. Les cellules sont séquentiellement exposées à CldU (20 minutes), 

puis IdU (20 minutes). C. Schéma de l’image obtenue après le peignage de l’ADN (voir la 

section « Méthodologie »). Nous pouvons identifier les origines de réplication (OR), ainsi 

que la distance interorigines (IOD). D. Exemple d’image obtenue grâce à un microscope 

confocal (Anticorps et détails de l’imagerie microscopique disponibles dans la section 

« Méthodologie »).  
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Figure 10. Peignage de l’ADN chez des GCPs exposées à un inhibiteur de Cdc7  

*Figure modifiée provenant d’un l’article par Tamayo et al. (18) 

Mesure de la distance interorigines par un procédé de peignage de l’ADN. Des GCPs sont 

cultivées avec ou sans présence de Shh 10 nM et avec ou sans présence de l’inhibiteur de 

Cdc7 (Cdc7i-2 = TAK931) à 200 nM. L’analyse statistique utilise le test de Kruskal-Wallis. 

Voici le nombre de distances interorigines calculées par condition : n= 49 pour Shh-/Cdc7i-

2-, n=108 pour Shh-/Cdc7i-2+, n=173 pour Shh+/Cdc7i-2-, and n=146 pour Shh+/Cdc7i-2+, 

sur une expérience. Les médianes pour chacune des conditions sont indiquées en bleu 

sous le graphique. 
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L’impact du gène Mcm2 sur la réplication de l’ADN 

Puisqu’une diminution de la phosphorylation de Mcm2 avec un inhibiteur de Cdc7 dimi-

nue le nombre d’origines de réplication, nous avons émis l’hypothèse que nous observe-

rions une diminution du nombre d’origines de réplications dans la GCP si l’expression du 

gène Mcm2 était réduite. Nous avons donc utilisé un modèle de souris hétérozygote pour 

le gène Mcm2 pour tester cette hypothèse. Pour ce faire, nous avons dissocié les GCPs 

issues de cervelets de souris de 7 jours de vie. Nous avons cultivé les cellules et avons 

procédé à une expérience de peignage de l’ADN (voir section « Méthodologie »). Comme 

observé avec l’inhibiteur de Cdc7, les souris Mcm2+/- ont démontré une diminution du 

nombre d’origines de réplication mesurées par une distance interorigines augmentée 

comparativement aux souris Mcm2 WT (Figure 11). Ces résultats sont compatibles avec 

un rôle de Mcm2 en aval de Cdc7. 

 

 

 

Figure 11. Peignage de l’ADN chez des GCPs selon leur statut Mcm2  
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*Figure modifiée provenant de Tamayo et al. (18) 

(A) Mesure de la distance interorigines par un procédé de peignage de l’ADN. Des GCPs 

issues de souris P7 Mcm2+/+ ou Mcm2+/- sont cultivées avec ou sans présence de Shh 10 

nM. L’analyse statistique utilise le test d’ANOVA à un facteur contrôlé et le test de post-

hoc de Tukey. Voici le nombre de distances interorigines calculées par condition : n = 40 

pour Mcm2+/+; n = 56 pour Mcm2+/+ + Shh; n = 57 pour Mcm2+/−; n = 78 pour Mcm2+/− + 

Shh, provenant de deux expériences. Les médianes pour chacune des conditions sont in-

diquées en bleu sous le graphique.  





Chapitre 5 – Discussion 

 

Le processus de tumorigenèse permettant à une GCP de se transformer en médulloblas-

tome est complexe. En effet, tel que décrit précédemment, cette transition se caractérise 

par un processus en deux étapes, la première étant la LOH de Ptch1+/- menant vers une 

lésion prénéoplasique qui, sans autre mutation, mènera à la sénescence cellulaire. L’ac-

quisition d’une deuxième mutation, soit une mutation p53 ou une inactivation p16ink4a, 

peut permettre d’éviter la sénescence cellulaire et d’atteindre le statut de tumeur ma-

ligne. Les résultats présentés dans le cadre de cet ouvrage traitent de la première étape 

de cette tumorigenèse et cherchent à mieux caractériser le mécanisme par lequel une 

GCP acquerra la LOH de Ptch1+/-.  

 

Dans la première expérience, nous retrouvons une tendance allant dans le sens de notre 

hypothèse (bien que la différence ne soit pas statistiquement significative), soit que le 

dommage à l’ADN semble plus important dans les hémisphères cérébelleux que le vermis 

chez les souris en développement (Figure 3). Toutefois, nous nous attendions à obtenir 

une diminution du dommage à l’ADN chez les souris Ptch1+/-; Boc-/- par rapport à celles 

Ptch1+/-; Boc WT. Nous avons toutefois observé la tendance contraire (qui s’est avérée 

statistiquement significative dans les hémisphères) (Figure 3). Ceci va à l’encontre de ce 

qui avait été démontré in vitro (12). De plus, la même tendance inattendue, bien que non 

statistiquement significative, a été observée dans l’analyse de survie comparant les souris 

Ptch1+/-; Boc-/- à celles Ptch1+/-; Boc+/- (Figure 4). Ces deux résultats laissent présager la 

possibilité qu’un facteur non identifié altère la fonction du corécepteur Boc in vivo qui ne 

semble pas présent in vitro. Il est également possible que des facteurs compensatoires 

absents in vitro soient présents in vivo. 
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L’impact du ligand Shh sur le stress réplicatif et les évènements de recombinaison ont été 

établis par des analyses d’échanges de chromatides sœurs dans l’article par Tamayo-Or-

rego et al. (18) auquel j’ai participé. Les GCPs issues de cervelets de souris RaDR-GFP mu-

tantes nous ont permis de confirmer cette augmentation des évènements de recombinai-

son par une méthode indépendante et ainsi bonifier cette démonstration (Figure 5). Il est 

maintenant admis que Shh entraîne une augmentation de la recombinaison chez les GCPs.  

 

Nous reprenons ensuite les données précédemment publiées démontrant que, chez les 

GCPs, Shh induit un stress réplicatif menant à une hausse des dommages double brin à 

l’ADN, une augmentation des évènements de recombinaison, augmentant ainsi le risque 

de LOH (18). Ce mécanisme serait à l’origine de la première étape de la tumorigenèse, 

soit la LOH de Ptch1. Plus précisément, ces évènements de recombinaison sont dus au 

mécanisme de réparation de dommage double brin à l’ADN, soit la HR (18). Nous avons 

tenté de moduler l’activité de RAD51, protéine au centre du mécanisme de HR, afin d’en 

observer l’effet sur la HR. L’expérience effectuée présente une tendance de sauvetage de 

l’effet de Shh grâce à RI-1 et B02, deux inhibiteurs de RAD51, bien que les différences 

exposées n’aient pas atteint un seuil statistiquement significatif (Figure 8). Ceci nous em-

mène à penser que l’utilisation de tels inhibiteurs pourrait constituer une avenue promet-

teuse dans la diminution des évènements de recombinaison et la prévention du risque de 

LOH. 

 

Nous avons utilisé la méthode de peignage de l’ADN comme méthode pour tester et ima-

ger l’impact de certaines modulations sur la réplication de l’ADN. Tout d’abord, nous 

avons confirmé l’augmentation du nombre d’origines de réplication causé par le ligand 

Shh sur des GCPs in vitro (Figure 10). Ensuite, en inhibant la kinase Cdc7 responsable de 

la phosphorylation de Mcm2 sur des GCPs postnatales, nous avons démontré une dimi-

nution du nombre d’origines de réplication (Figure 10), annulant ainsi l’impact du ligand 

Shh sur la réplication. Par la suite, nous avons isolé des GCPs issues de souris Mcm2 WT 
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et Mcm2+/- et avons constaté le même effet, soit une diminution de l’augmentation du 

nombre d’origines de réplication et le stress réplicatif causé par Shh (Figure 11). Nous 

prouvons ainsi le rôle de Shh dans le stress réplicatif pouvant induire des dommages 

double brin à l’ADN et que ceci est modulable à l’aide de cibles comme Mcm2 et la kinase 

Cdc7.  

 

   

 





Chapitre 6 – Conclusion 

 

L’ère moléculaire a particulièrement bouleversé la caractérisation, le diagnostic, la prise 

en charge et la recherche en lien avec le médulloblastome. Nous nous sommes rendu 

compte que ce diagnostic englobe en fait des maladies très différentes, de la cellule d’ori-

gine jusqu’aux voies de signalisation impliquées. Les SHH-MBs ont particulièrement été 

étudiés dans les dernières années, permettant de mieux caractériser leur développement 

et d’établir des possibilités de plus en plus réalistes d’atteindre un traitement ciblé pour 

traiter ou même prévenir le développement de ces tumeurs. Cet ouvrage présente une 

tentative de mieux caractériser la première étape de cette tumorigenèse en deux étapes, 

soit la LOH de Ptch1. Le dommage à l’ADN résultant du stress de réplication induit par Shh 

favorise la survenue d’évènement de recombinaisons qui sont à l’origine de cette LOH. 

Cette cascade d’évènement pourrait potentiellement être modulable afin de prévenir 

cette LOH et la suite de la tumorigenèse. Toutefois, des travaux additionnels pour tester 

de nouveaux agents modulant ce mécanisme s’avèrent nécessaires afin d’obtenir des ré-

sultats cliniquement significatifs. Cette avenue semble néanmoins prometteuse et des 

avancées dans ce domaine sont nécessaires afin d’améliorer le devenir des patients affli-

gés par cette maladie qui sont trop nombreux et trop affectés de façon permanente par 

les traitements actuels non ciblés.  
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