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1 INTRODUCTION 

Le cancer est dû à une transformation de cellules ayant la capacité de proliférer excessivement. 

Ces cellules déréglées finissent parfois par former une masse qui a la potentialité de se 

métastaser à différentes parties du corps humain. En outre, ces cellules ont la caractéristique 

d’être une population hétérogène présentant un génome remanié ou des caryotypes complexes 

(1). Les décisions thérapeutiques pour les patients cancéreux reposent principalement sur des 

paramètres cliniques et pathologiques. Certains de ces paramètres pathologiques tels que la 

taille de la tumeur, le type histologique, le grade tumoral, et les données sur la constitution 

moléculaire de la tumeur permettent de déterminer le pronostic et de planifier les stratégies 

thérapeutiques (chirurgie, chimiothérapie, thérapie ciblée etc.) (2).  

L’instabilité génomique est une des caractéristiques des cellules tumorales. Elle est reconnue 

comme une source de variation génétique, favorisant l’adaptation tumorale à un nouvel 

environnement (3). En effet, l’instabilité génomique est la cause fondamentale de la progression 

tumorale et son évaluation procure des indices probants pour déterminer la nature génomique 

ou biologique de la tumeur. La détermination de l’organisation nucléaire des télomères est une 

approche très précise dans l’évaluation de l’instabilité génomique des cellules tumorales à partir 

des préparations pathologiques. L’altération de l’organisation nucléaire des télomères a été 

démontrée comme facteurs de pronostic ou même de réponse thérapeutique dans plusieurs 

pathologies cancéreuses (4–7). 

Le cancer de la vessie est le cancer d’origine urologique le plus fréquemment diagnostiqué dans 

les centres hospitaliers au Mali et présente un des pires pronostics de tous les cancers. Un 

dépistage rapide et l’utilisation de biomarqueurs de pronostic pourraient améliorer la survie des 

patients atteints de ce cancer. Bien que des avancées majeures ont été réalisées dans la 

compréhension génomique du cancer de la vessie, des biomarqueurs en font défaut comme 
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indicateurs de pronostic ou de réponse thérapeutique. Il est donc nécessaire d’explorer des 

approches génomiques innovantes telles que l’évaluation de l’organisation nucléaire des 

télomères pour trouver des biomarqueurs de pronostic dans le cancer de la vessie. Cette étude 

nous permettra d’évaluer pour la première fois l’organisation nucléaire des télomères dans le 

cancer de la vessie et de décrire les caractéristiques de cette organisation qui pourraient être 

utilisées comme éléments de pronostic dans ce cancer.  
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2  OBJECTIFS 

2.1  Objectif général 

Étudier l’organisation nucléaire des télomères dans les cellules circulantes urinaires des 

patients souffrant du cancer de la vessie 

2.2  Objectifs spécifiques 

➢ Décrire les caractéristiques cliniques du cancer de la vessie 

➢ Faire la mise au point de la technique 3D-FISH télomère sur des cellules circulantes 

urinaires dans le cancer de la vessie 

➢ Évaluer les paramètres de l’organisation nucléaire des télomères des cellules normales 

et cancéreuses 

➢ Corréler les données cliniques à celles de l’organisation nucléaire des télomères   
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3  GENERALITES 

3.1  Rappels anatomiques et physiologiques  

La vessie est un lieu de stockage provisoire des urines, située dans la cavité pelvienne (derrière 

le pubis). Chez l’homme, elle est située au-dessus du plancher pelvien et de la prostate, en avant 

et au-dessus du rectum et des vésicules séminales. Chez la femme, elle est placée au-dessus du 

plancher pelvien et en avant de l’utérus et du vagin (8) (Figure 1). 

La vessie est constituée de 4 tuniques : l’urothélium, le tissu conjonctif, le muscle lisse appelé 

muscle détrusor et la couche graisseuse (Figure 2). Au niveau de la jonction entre l’urètre et la 

vessie, ce muscle forme le sphincter interne de l’urètre et le sphincter externe de l’urètre.  

Elle a une fonction de réservoir et d’évacuation. C’est une poche rétractile, plus ou moins 

sphérique. La capacité normale de la vessie est d’environ 300 millilitres et sa capacité maximale 

est de l’ordre de 2 litres. Vue sa fonction de réservoir et d’évacuation de l’urine, la vessie est 

permanemment en contact avec les agents toxiques et infectieux qui peuvent entrainer des 

pathologies inflammatoires, infectieuses ou tumorales.  

Figure 1 : Structure de la vessie. 

Cette figure a été adaptée à partir de l’image se trouvant sur la page web : 

https://quizlet.com/450813591/structure-de-la-vessie-diagram/  
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Figure 2: Différentes couches tissulaires de la vessie.  

Cette figure a été tirée de la page web ayant la référence :  (9).  

 

3.2  Cancer de la vessie 

3.2.1   Définitions  

➢ La vessie est un réservoir musculo-muqueux située en position retro péritonéale 

dans lequel l’urine qui s’écoule par les uretères s’accumule et séjourne entre les mictions (8). 

➢ Le cancer est une croissance anormale de cellules qui est due à de multiples 

changements dans l'expression des gènes conduisant à une rupture de l’équilibre entre la 

prolifération cellulaire et la mort cellulaire. Ce phénomène entraine la formation d’une 

population de cellules qui peuvent envahir des tissus voisins et se métastaser à des sites 

éloignés, causant une morbidité et, en l'absence de traitement, le décès du patient (10,11). 

Ainsi, nous pouvons définir le cancer de la vessie comme étant une néoformation tissulaire 

maligne développée aux dépens des tuniques constitutives de la vessie. C’est une tumeur solide.   

3.2.2  Épidémiologie  

Une tumeur de la vessie est diagnostiquée ou traitée chez 2,7 millions de personnes chaque 

année dans le monde et apparait dans la plupart des cas après 60 ans (12,13) . 

Le cancer de la vessie représente le deuxième cancer urologique après celui de la prostate (14) 

et occupe 10eme rang de cancer le plus fréquent avec 1.650.000 cas dans le monde 

(approximativement 1 300 000 d’hommes et 350 000 femmes) (15). Les taux d’incidence et de 

mortalité sont respectivement de 9,6% et 3,2% pour 100.000 hommes, et le sexe ratio 

homme/femme est estimé à 4:1 (16,17). 

Au plan mondial, en 2018, 549.000 nouveaux cas de cancer de la vessie ont été diagnostiqués 
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avec 200 000 cas de décès. Les taux d’incidence les plus élevés se trouvent en Europe, en 

Amérique du Nord et en Afrique du Nord (15).  

En 2018, la France a enregistré environ 13 100 nouveaux cas de cancer de la vessie dont 80% 

étaient de sexe masculin (18). Il occupait la 4eme place en termes d’incidence et le 7eme des décès 

de tous les cancers confondus. 

Aux USA en 2018, il a été enregistré environ 81190 nouveaux cas de cancer de vessie pour les 

deux sexes confondus (62 380 chez les hommes et 18 810 chez les femmes). Le nombre de 

décès était estimé à 17240 cas soit 12520 cas chez les sujets de sexe masculin et 4 720 cas chez 

les sujets de sexe féminin (13). 

En Afrique, selon GLOBOCAN, la prévalence du cancer de la vessie en 2018 était estimée à 

4% des cancers avec 28 954 nouveaux cas et 16 464 cas de décès (15). Le carcinome à cellule 

transitionnelle représente plus de 90% des cancers de vessie dans les pays occidentaux 

contrairement aux pays d’Afrique de l’est et du Moyen Orient où le carcinome épidermoïde est 

plus représenté avec une fréquence entre 66 à 77% (19). 

D’après une étude de méta-analyse du cancer de la vessie en Afrique, l’incidence cumulée serait 

7,0 pour 100000 chez les hommes et 1,8 pour 100000 chez les femmes (20). Également, 

l’incidence était plus élevée en Afrique du Nord dans les deux sexes comparativement à 

l’Afrique sub-saharienne (20). Selon toujours cette même étude, le taux d’incidence en Afrique 

a significativement augmenté chez les hommes de 5,6 pour 100 000 (1990) à 8,5 pour 100 000 

(2010) (20).  

Selon le registre du cancer au Mali datant de 2010, le cancer de la vessie était le 3ème cancer 

chez l’homme, le 5ème chez la femme et le 5ème pour les deux sexes (21). 

Au Mali en 2014, sur un total de 2000 cas de cancer tous confondus chez les hommes, ceux de 

la vessie représentaient 262 cas, soit un taux de 13,1% selon l’OMS (22). Le cancer de la vessie 

était en 2015 la 3ème cause d’hospitalisation après l’adénome de la prostate et la lithiase urinaire 

dans le service d’urologie du CHU du Point G (23). De janvier 2015 à décembre 2016, une 

étude menée par Badiaga et al. a trouvé parmi 1343 patients hospitalisés dans le service 

d’urologie du CHU du Point G, 185 patients (102 Hommes et 83 Femmes) présentaient une 

tumeur de vessie soit un taux de 14% (24). Le séjour hospitalier des patients a varié de 06 jours 

à 02 mois et durant ce séjour 62 décès soit 34% de l’effectif ont été enregistrés. Le taux actuel 

de cancer de la vessie est sous-estimé dans les pays en développement dont le Mali en raison 

de la faible couverture sanitaire, de l'analphabétisme, du contexte socioculturel et de la 

pauvreté.  Toutefois, selon Globocan 2020, il s'agissait du 6ème cancer parmi les autres cancers 
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en termes d’incidence (703 nouveaux cas soit un taux de 5,0%), de prévalence (1048 cas soit 

un taux de 5,18%), et de mortalité (426 décès soit un taux de 4,2%).  

3.2.3  Facteurs de risque 

Certains facteurs de risque sont associés au développement du cancer de la vessie. Les plus 

courants sont entre autres : l’infection à Schistosomiase, le style de vie comme le tabagisme 

(25,26), l’âge, le sexe (27), la susceptibilité génétique (ATCD familial) (28,29) et certains 

nutriments (26). Les amines aromatiques, l’exposition aux produits chimiques, les métiers à 

risque (peintre, travailleurs de l’industrie chimique, mécaniciens d’auto, chauffeur de camion, 

ou coiffeurs) sont aussi incriminés (29). Les autres facteurs de risque sont : les infections du 

tractus urinaire, le diabète, et certains médicaments (29). 

3.2.4 Diagnostic 

Il est basé sur l’interrogatoire, l’examen clinique et les examens complémentaires. 

3.2.4.1  Circonstances de découverte 

L’hématurie macroscopique, classiquement terminale, constitue le signe clinique le plus 

fréquent (11). Dans 4 à 20% des cas, on retrouve des signes d’irritation vésicale tels que la 

pollakiurie, l’impériosité urinaire, ou des brulures mictionnelles. En absence d’infection 

urinaire, un carcinome vésical pourrait être suspecté en présence de ces symptômes.  

Une tumeur de la vessie peut également être découverte de façon fortuite lors d’un examen 

d’imagerie (échographie, UIV, TDM), ou au cours d’exploration endoscopique portant sur la 

vessie (lithiase vésicale par exemple).  

 Enfin, une tumeur vésicale peut se révéler lors des manifestations métastatiques ou 

d’envahissement locorégional. 

3.2.4.2  Clinique 

➢ Interrogatoire :  

Elle précise l’âge du patient, son adresse, sa profession, son habitude de vie (tabagisme, 

alcoolisme etc.), ses antécédents de pathologies urologiques. 

Elle recherchera également : 

-Des signes d’irritation vésicale comme la pollakiurie nocturne ou diurne, isolée ou associée à 

des brûlures mictionnelles, la dysurie voire la rétention d’urine par caillotage ou par infiltration 

de la base vésicale par la tumeur. 

-Des signes de complication tumorale qui peuvent être des douleurs hypogastriques, lombaires, 

anales ou des coliques néphrétiques causées par obstruction des méats urétéraux. 

➢ Examen physique : 
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Il est peu contributif en cas de tumeur de vessie non infiltrant le muscle (TVNIM). Dans la 

majorité des cas, les patients ne présentent qu’une hématurie isolée ou associée à des signes 

irritatifs. 

En cas de tumeur infiltrant le muscle (TVIM), peuvent apparaitre des signes d’extension 

locorégional ou à distance qui doivent être recherchés systématiquement par un examen 

clinique général et urologique complet. 

Les touchers pelviens (toucher rectal chez l’homme et toucher vaginal chez la femme) sont 

systématiques.  

 Ils recherchent une infiltration du plancher pelvien, surtout lorsque la tumeur est de siège 

trigonal avec un envahissement locorégional important. 

Le reste de l’examen recherchera un globe vésical (sur caillots sanguins), un contact lombaire 

(hydronéphrose obstructive), ou des signes de métastases (nodules hépatiques, ganglions, 

œdèmes des membres inferieur). 

➢ Examens paracliniques 

La cystoscopie est considérée comme l’ « Étalon d’or » dans le diagnostic initial du cancer de 

la vessie (27). La cystoscopie doit décrire toutes les caractéristiques macroscopiques de la 

tumeur (site, taille, nombre et apparence) et les anomalies de la muqueuse (29). L’échographie, 

la UroTDM et l’IRM sont d’importance capital pour le bilan d’extension et assurer une 

meilleure prise en charge. Le diagnostic définitif est basé sur la cytologie et/ou l’examen 

anatomopathologique. 

3.2.4.3  Classification  

Il existe deux types de tumeurs de la vessie par rapport au degré d’infiltration du muscle « le 

détrusor ». Ainsi, on a les tumeurs de vessie n’infiltrant pas le muscle (stade Ta à T1) portant 

la dénomination TVNIM. Ce sont des tumeurs de stade précoce impliquant seulement la paroi 

interne de la vessie (29). Alors que celles avec infiltration tumorale du détrusor sont appelées 

TVIM. Le terme tumeur superficielle de vessie ne doit plus être employé selon les 

recommandations françaises du comité de cancérologie de l’AFU (30).  

II existe plusieurs types histologiques de tumeurs de la vessie. Elles sont entre autres : 

➢ Le carcinome urothélial, aussi appelé carcinome transitionnel, qui représente plus 

de 90 % de tous les cancers de la vessie (31). 

➢ Le carcinome épidermoïde (4 à 6 %) (32), associé souvent à une inflammation ou à 

une infection urinaire chronique. 

➢ L’adénocarcinome de la vessie qui représente 0,5 à 2% de tous les cancers de la 

vessie (33). 
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➢ Le carcinome à petites cellules de la vessie (< 0,5 %), sarcome des tissus mous de 

la vessie (< 0,1%) etc. (33). 

Par contre au Mali, un pays endémique de la schistosomiase, le carcinome épidermoïde occupe 

la première place des types histologiques avec 74-80% (21,34). Le carcinome urothélial arrive 

en 2ème position avec 15-20% (21,34). Cette tendance est observée dans les régions où la 

bilharziose est endémique. 

3.2.4.4  Stadification :  

1. Le stade d’une tumeur fait référence au degré d’envahissement du muscle de l’organe en 

question par la tumeur.  Bien que le stade Tis (stade plus précoce) ne se soit pas répandu 

dans les couches plus profondes de la vessie, il a le potentiel de le faire et peut devenir 

particulièrement agressif s'il n'est pas traité(28). 
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Tableau I: Classification TNM (30)  

 

Stade T Description       Dénomination 

pTa Tumeur papillaire de grade variable sans infiltration de la lamina 

propria       

TVNIM pTis Tumeur plane de haut grade sans infiltration - carcinome in situ 

pT1 Tumeur papillaire de grade variable avec infiltration de la lamina 

propria mais sans infiltration du muscle 

pT2 Tumeur envahissant la musculeuse 

TVIM 

    pT2a Tumeur envahissant la musculeuse superficielle (moitié interne) 

    pT2b Tumeur envahissant la musculeuse profonde (moitié externe) 

pT3 Tumeur envahissant le tissu péri-vésical 

    pT3a Atteinte microscopique 

    pT3b Atteinte macroscopique (masse extra-vésicale) 

pT4 Tumeur envahissant l'une ou l'autre des structures suivantes : 

prostate, vésicule séminale, utérus, vagin, paroi pelvienne ou 

paroi abdominale 

    pT4a Prostate, vésicules séminales, vagin ou utérus 

    pT4b Paroi pelvienne ou paroi abdominale 

N: ganglions lymphatiques régionaux; Nx: renseignements insuffisants pour classer l'atteinte des 

ganglions lymphatiques régionaux; 

N0: pas d'atteinte des ganglions lymphatiques régionaux; 

N1: atteinte d'un seul ganglion lymphatique pelvien (hypogastrique, obturateur, iliaque externe ou 

pré-sacré); N2: atteinte de multiples ganglions lymphatiques pelviens (hypogastrique, obturateur, 

iliaque externe ou pré-sacré); 

N3: atteinte d'un (ou plusieurs) ganglion(s) lymphatiques iliaque(s) primitif(s); 

M: métastase à distance; M0: absence de métastase à distance; M1: métastase(s) à distance 

3.2.4.5  Grade : La classification selon l’OMS 1973 vs 2016  

Le grade d’une tumeur est le degré de différenciation des cellules tumorales par rapport aux 

cellules normales présentes dans cette tumeur. Moins les cellules sont différenciées, plus la 

tumeur est agressive. La classification de l’OMS qui catégorisait seulement en tumeurs de G1, 

G2 et G3 a été davantage stratifiée en tumeur de faible potentiel de malignité, de bas grade et 

haut grade comme indiqué par la représentation schématique ci-dessous (30). 
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Figure 3: Classification selon l'OMS 1973 vs 2016 

Cette figure a été adaptée à partir de la référence (30). 

 

 

3.2.5   Traitements : 

La prise en charge de la tumeur de la vessie est pluridisciplinaire. Les décisions 

thérapeutiques tiennent compte du degré de malignité de la tumeur (le type histologique, le 

stade et le grade). 

3.2.5.1  Traitement pour les TVNIM  

Dans la gestion du cancer de la vessie, les principaux objectifs du traitement sont : 

➢  Traiter définitivement les tumeurs superficielles avec une RTUV ; 

➢ Prévenir la récurrence de la maladie ou sa progression à un stade plus avancé ;    

➢ Éviter la perte de la vessie ; 

➢ Améliorer la qualité de vie et la survie. 

Les TVNIM (stades Ta-T1 et Tis) est géré avec une combinaison de chirurgie (RTUV), 

chimiothérapie et immunothérapie intra vésicale (29). 

3.2.5.2  Traitement pour les TVIM 

Les deux principaux choix de traitement de la TVIM (stade T2 à T3 et Tis) sont la cystectomie 

radicale (ablation complète de la vessie) ou la RTUV, associés à la radiothérapie concomitante 

et la chimiothérapie systémique (thérapie multimodale) (28). Le but du traitement multimodal 

est de préserver la vessie et améliorer la qualité de vie du patient (28). 



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 12 

3.2.6  Évolution et Pronostic 

Le cancer de la vessie peut évoluer rapidement. Cependant, s’il est diagnostiqué et traité à un 

stade précoce, il y a de fortes chances de guérison et de meilleurs résultats pour les patients. 

Sans aucun traitement, environ 54% des patients au stade Tis progressent vers une TVIM (29). 

Cependant, jusqu'à 20% des patients initialement diagnostiqués avec Tis, peuvent avoir une 

invasion non reconnue au-delà de la lamina propria, et ne pas répondre au traitement intra 

vésical (35).  

La cystectomie réalisée avant la progression (TVNIM) donne un taux de survie de 90% à 5 ans 

et 30 à 50% des cas évoluent vers la maladie musculaire invasive. Bien que la plupart des cas 

TVNIM ne mettent pas la vie en danger, il existe un taux de récidive à 3 ans allant jusqu'à 70% 

et environ 15 à 30% de progression vers le stade invasif, en particulier chez les fumeurs (28,35). 

La TVNIM à haut risque est couramment traitée par le Bacille Calmette Guérin (BCG) intra 

vésical, mais ce traitement échoue chez environ 50% des patients après 5 ans. La chimio-

hyperthermie (CHT) entraine une survie spécifique de la maladie à 5 ans comparable à celle de 

la cystectomie radicale dans le traitement de certains patients atteints de TVNIM à haut risque 

après l'échec du BCG (36). 

Chez les patients avec une TVNIM et ayant subi une cystectomie radicale, le taux de survie à 5 

ans sans symptômes dépasse 80% (29). Le bénéfice potentiel d'une cystectomie radicale doit 

être mis en balance avec les risques notamment un taux de mortalité de 1 à 3%, un taux de 

complications supérieures à 30%, la morbidité associée à la perte de vessie (l’impact sur la 

qualité de vie), l'image corporelle (l’impact d'une stomie), et la fonction sexuelle et urinaire, en 

particulier chez le patient plus jeune (29,37). Il faut également tenir compte des facteurs qui 

affectent le bien être du patient (les comorbidités notamment l’insuffisance rénale, le diabète et 

les problèmes cardiaques). L’évaluation de l’état de santé du patient pour la chirurgie radicale 

est impérative pour prédire des résultats de santé favorables (29). 

Bien que les hommes soient plus susceptibles de développer un cancer de la vessie que les 

femmes, le diagnostic chez elles se fait à un stade plus avancé avec un taux de survie plus bas 

(28).  

Le traitement de référence pour les TVIM est la cystectomie radicale qui ne fournit que 5 ans 

de survie chez environ 50% des patients. La chimiothérapie en  néo-adjuvant et en adjuvant 

associée à radiothérapie sont très fortement recommandées surtout lorsqu’il y a des métastases, 

présentes chez 10 à 15% des patients au moment du diagnostic (37). Le taux de survie à 5 ans 

pour les patients atteints d'un cancer métastatique de la vessie est de 10% (27).  
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La prise en charge des malades souffrant de cancer de la vessie pose d’énormes difficultés.  La 

base moléculaire du processus néoplasique du cancer de la vessie est encore mal comprise. Une 

bonne compréhension de cette base moléculaire à travers l’étude des caractéristiques 

essentielles à la carcinogenèse comme l’instabilité génomique aiderait à mieux comprendre 

cette pathologie et d’en dégager de nouvelles stratégies diagnostiques et thérapeutiques afin de 

réduire la mortalité et la morbidité de ce cancer. 

3.3 L’instabilité génomique dans le cancer de la vessie 

L’instabilité génomique est définie comme étant un remaniement dynamique du génome. Cette 

instabilité se retrouve le plus souvent au niveau chromosomique (instabilité chromosomique) 

qu'au niveau des nucléotides (instabilités des microsatellites) dans le cancer de la vessie (38). 

Étant donné que l’instabilité génomique est un processus dynamique qui se définit dans le 

temps, il est souvent difficile de l’évaluer chez un patient à un instant précis c’est-à-dire au 

moment du diagnostic. Néanmoins, la signature génomique des cellules cancéreuses d’une 

tumeur peut permettre d’évaluer l’hétérogénéité tumorale et par conséquent l’instabilité 

génomique (39–41). 

La dynamique évolutive des anomalies chromosomiques et l’altération de l’organisation 

nucléaire des télomères sont parmi les processus pathologiques les plus associés à l’instabilité 

génomique (41). Dans ce présent travail, nous étudierons l’altération de l’organisation nucléaire 

des télomères dans le cancer de la vessie, mais avant nous ferons un rappel sur les principales 

anomalies chromosomiques observées dans ce cancer.  

Le cancer de la vessie est caractérisé par des anomalies chromosomiques récurrentes qui 

peuvent être utilisées comme biomarqueurs pour la détection précoce de cette pathologie. En 

effet, le panel de consensus international sur les marqueurs des tumeurs de la vessie 

recommande le test d'hybridation in situ en fluorescence multicolore pour quantifier le nombre 

de copies des chromosomes 3, 7 et 17, et du locus 9p21 dans les cellules urothéliales exfoliées. 
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Ce test a été approuvé par l’agence américaine des médicaments (FDA) en tant que test de 

diagnostic du cancer de la vessie (42). 

Figure 4: Instabilité chromosomique numérique et structurale. 

Cette figurée a été adaptée de la référence (43). L’instabilité chromosomique numérique et structurale 

survient lors d'erreurs de ségrégation chromosomique mitotique. Une duplication ou une ségrégation 

chromosomique dysfonctionnelle au cours de la mitose peut conduire à des gains ou des pertes de 

chromosomes (instabilité chromosomique numérique) et/ou aux altérations de la structure des 

chromosomes (instabilité chromosomique structurale). Ces altérations de structures peuvent entrainer 

des translocations, les délétions, des inversions chromosomiques. Les altérations numériques et 

structurales des chromosomes prédisposent à d’autres anomalies chromosomiques ultérieures en 

augmentant ainsi l’instabilité chromosomique. L’instabilité chromosomique est un concept induit par 

l’aneuploïdie (44). 

 

3.3.1 Phase précoce de la maladie 

La perte du chromosome 9 est l’anomalie chromosomique la plus observées au cours de  

l’évolution du cancer de la vessie et c’est la seule anomalie chromosomique identifiée aux 

stades (T0 et T1) précoces de la tumeur (45). Il a été indiqué que la perte totale du chromosome 

9 représente un événement initiateur dans la formation de tumeurs de la vessie. En effet, la 

délétion du chromosome 9 entraînent la perte des gènes qui régulent l’expression  des gènes 

Anomalie 

chromosomique 

structurale 

Réplication 

normale 

Anomalie chromosomique 

numérique 
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RB1 et TP53 qui sont connus pour leur rôle essentiel dans le maintien de la stabilité du génome 

en tant que gènes suppresseurs de tumeurs (45). 

3.3.2  Phase progressive de la maladie 

Durant cette phase, plusieurs études ont observé la délétion du chromosome 8 notamment la 

région 8p21–22 dans 25–50% des cas de cancer de la vessie (45–47) et cette délétion ont été 

significativement corrélées à la progression du cancer (47,48). 

3.3.3 Phase invasive et métastatique de la maladie 

La délétion du bras chromosomique  3p a été associée à des tumeurs invasives et on la retrouve 

dans environ 25% des cas de cancer de la vessie (49,50). La perte d’autres chromosomes, 

concomitamment à la perte du chromosome 9, ont été observée (45). Par exemple, la perte du 

chromosome 17 observée dans 60% des cas de cancer de la vessie et a été associée à un stade 

avancé de la maladie (45). La délétion du bras chromosomique 3p ainsi que celle du 

chromosome 17 ont été associée à un stade avancé de la maladie (49,50). 

3.4 Télomères   

3.4.1  Définition   

Les télomères humains constituent les extrémités des chromosomes et sont formés d’un 

complexe nucléoprotéine (Figure 5). 

 

Figure 5: Représentation des différents chromosomes et leurs télomères. 
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Cette figure a été adaptée de l’image sur la page web de : 

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2009/illustrated-information/ 

 

3.4.2  Structure 

La structure des télomères est formée de l’ADN télomérique, des protéines spécifiques aux 

télomères, de l’hétérochromatine télomérique, de nucléosomes télomériques, de l’ARN 

télomérique et des protéines associées. 

➢ La structure de l’ADN télomérique est constituée d’une répétition 5’-TTAGGG-3’ 

dont l’extrémité 3’, riche en guanines, se termine par une extension simple brin (Figure 6). Cette 

extension s’incruste entre le double brin télomérique avec lequel elle forme la courbure 

télomérique, appelée la boucle-t. Ainsi, cette boucle protège l’extrémité des télomères pour 

qu’elle ne soit pas reconnue comme des cassures mono ou bicaténaires d’ADN (51,52).  

 

Figure 6: Représentation de l'ADN télomérique d'un vertébré.  

L'ADN télomérique est formé par une répétition en tandem de six nucléotides. Les télomères se 

terminent par une structure qui ressemble à une cassure bicaténaire de l'ADN et ils présentent une 

extension monocaténaire à leur extrémité 3', appelée extension télomérique. Cette extension se trouve 

sur le brin riche en Guanines (G). Tandis que la séquence terminale du brin riche en G n'est pas 

spécifique, le brin riche en Cytosines se termine le plus souvent par une séquence spécifique ATC-5'. 

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2009/illustrated-information/
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Les télomères sont reliés au reste de l'ADN chromosomique par les régions subtélomériques qui 

contiennent des séquences télomériques dégénérées. La figure 6 et la légende l’accompagnant sont 

tirées de la figure 1 à la page 6 de la référence (54).   

➢ Des protéines télomérique ne sont spécifiques qu’aux télomères c’est-à-dire 

n’interagissent qu’avec l’ADN télomérique. Ces protéines sont au nombre de six et forment un 

réseau protéique (Figure 7). Ce réseau est appelé le complexe de shelterin qui assure d’une part 

le maintien de la boucle télomérique en stabilisant la structure des télomères, et d’autre part il 

veille à l’intégrité des télomères en empêchant qu’elle ne soit reconnue par la machinerie de 

réparation de l’ADN comme des cassures mono ou bicaténaires de l’ADN. En outre, les 

protéines télomériques participent à la régulation et au maintien de la longueur des télomères 

dans les cellules normales (51,53). 

 

Figure 7: Boucles et protéines télomériques.  

Les boules télomériques sont formées par une action de synergique entre l'ADN et les protéines 

télomériques. L'extension télomérique se plie sur elle-même et envahit les deux brins télomériques situés 

en amont. La boucle ainsi formée est la boucle-t. Aussi, l'extension télomérique crée un déplacement du 

brin G et participe à la formation de la boucle D. Cette boucle D peut former des G-quadruplexes. Le 

site d'invasion de l'extension télomérique crée une structure ressemblant à la jonction de Holliday. Les 

protéines télomériques au nombre de six aident à l'établissement des boucles télomériques. Ces protéines 

forment un réseau entre elles pour assurer les fonctions de protection de la structure et de régulation de 

la longueur des télomères. La figure 7 et la légende l’accompagnant sont tirées de la figure 3 à la page 

12 de la de la référence (54). 
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➢ La troisième composante de la structure des télomères est l’hétérochromatine 

télomérique qui est une structure dont les histones sont densément enrichies par des marques 

hétérochromatiennes telles que la méthylation et l’acétylation des histones (55–57) (Figure 8).  

 

Figure 8: Chromatine télomérique. 

La triméthylation de l'histone 3 à la lysine 9 (H3K9me3) se fait par la Suv39hl et Suv39h2 histone-

lysine N-méthyltransférase (HMTases) (Peters et al., 2001 ; Garcia-Cao et al., 2004). L'affinité de la 

protéine 1 hétérochromatine (HP1) pour H3K9me3 conduit au recrutement des HMTases SUV4-20hl et 

SUV4-20h2 au niveau des télomères. Ces HMTases imposent la triméthylation de l'histone H4 au niveau 

de la lysine 20 (H4K20me3). Les protéines de la famille RB (Rbl, Rbl1, et Rbl2) peuvent directement 

interagir avec les SUV4-20H et influencer sur le niveau de la méthylation de H4K20me3. La figure 8 

et la légende l’accompagnant sont tirées de la figure 4 à la page 17 de la référence (54). 

 

➢ D’autres éléments tels que les nucléosomes télomériques, l’ARN télomérique  et des 

protéines associées (51,53) entrent dans la composition de la structure des télomères 

(54). 
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3.4.3 Fonction des télomères 

Le rôle majeur des télomères est d’assurer le maintien et la stabilité du génome en protégeant 

les chromosomes de la perte du matériel génétique. En outre, les télomères participent à 

l’organisation nucléaire des chromosomes qui crée des territoires chromosomiques et jouent un 

rôle primordial dans les processus de recombinaisons et de transcription du génome. Une autre 

fonction des télomères est de permettre l’assemblage harmonieux des chromosomes au niveau 

de la fuseau mitotique pour assurer une meilleure ségrégation au cours de la mitose (51,53,58–

62). 

3.4.4 La longueur des télomères 

L’une des caractéristiques des cellules humaines est le raccourcissement de leurs télomères lors 

des divisions cellulaires (54). La longueur moyenne des télomères des cellules humaines est 

inversement proportionnelle de l’âge de l’individu. En effet, les télomères ont été désignés 

comme l’horloge biologique cellulaire ou de l’individu parce qu’ils diminuent de taille avec les 

divisions cellulaire ou l’âge de l’individu (63–65). La longueur moyenne des télomères d’un 

individu adulte est de 10 à 15 kb. La longueur des télomères varie d’un individu à un autre, 

d’une cellule à une autre chez le même individu et d’un bras chromosomique à un autre dans 

une même cellule (54). La perte des séquences télomériques est moindre dans les cellules 

souches et germinales que dans les autres cellules de l’organisme parce qu’il existe une enzyme, 

la télomérase, qui permet la synthèse des télomères à partir de leurs extrémité 3’ est active. 

Cette enzyme est constituée d’une composante ARN qui sert de substrat pour la synthèse de 

l’ADN télomérique et d’une protéine qui est la composante catalytique de l’enzyme (66,67). 
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3.4.5 Organisation nucléaire des télomères 

Les télomères sont distribués uniformément dans le noyau et ils ont tendance à préférer une 

location à la périphérie nucléaire dans les cellules normales tels les lymphocytes. Pour mieux 

assurer leurs fonctions, les télomères s’attachent à la matrice nucléaire grâce à certaines 

protéines telles la lamine A (68,69). La distribution des télomères dans le noyau dépend du 

cycle cellulaire. En effet, lors des phases G1 et S du cycle cellulaire les télomères sont 

uniformément distribués dans le noyau. Durant les phases G2 et M, ils s’alignent au centre 

nucléaire en formant le disque télomérique (Figure 9 ) qui joue un important rôle lors de la 

ségrégation et l’ascension des chromosomes au cours de la mitose (70,71). 

 

Figure 9: Organisation 3D nucléaire des télomères.  

(A). L'organisation tri dimensionnelle des télomères dans le noyau des cellules de mammifères dépend 

du cycle cellulaire. (B) Trois distributions typiques des télomères. Un noyau est vu dans Phase G0 / G1 

(en haut), phase S (au milieu) et phase G2 (en bas). Tout le noyau est montré en vue de dessus (plan xy), 

en vue de côté (plan xz) et sous forme de visualisation 3D (xyz). On voit bien que les télomères en 

phases G0/G1 et S sont répartis dans tout le noyau, tandis que ceux en phase G2 forme un disque. Ces 

figures sont tirées des références (54,70).  

3.4.6 Télomères dans le cancer 

L’une des caractéristiques fondamentales des cellules cancéreuses est le dysfonctionnement de 

la biologie des télomères. En effet, les cellules cancéreuses se singularisent par des télomères 

très courts lorsqu’on les compare aux cellules normales et cela malgré la présence d’une activité 
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très élevée de la télomérase ou de la voie alternative du maintien de la longueur des télomères 

qui sont des mécanismes qui allongent la longueur des télomères (54). Ces deux mécanismes 

du maintien de la longueur permettent l’immortalisation des cellules cancéreuses (72,73). Il est 

à signaler que les télomères individuels, c’est-à-dire les télomères de chaque bras 

chromosomique, ne présente pas le même dégrée de raccourcissement lors du processus 

néoplasique. En effet, il y a des télomères individuels qui se raccourcissent plus vites que 

d’autres et cela conduirait à des anomalies chromosomiques spécifiques dans certaines 

pathologies néoplasiques telle que la LMC (5,74).  

En plus de leur longueur, l’organisation nucléaire des télomères des cellules cancéreuses est 

altérée. L’un des premiers indices de l’instabilité génomique est l’apparition des agrégats 

télomériques qui sont définis comme étant des grappes de télomères qui ne peuvent pas être 

distingués comme des signaux télomériques uniques à une résolution de 200 nanomètres, la 

limite de résolution spatiale intrinsèque du microscope classique. Ces agrégats télomériques 

peuvent résulter soit de la fusion des extrémités chromosomiques soit de la présence dans un 

environnement très proche de deux ou de plusieurs télomères (62,75). Bien vrai que les agrégats 

télomériques peuvent être présents dans des cellules normales, leur nombre est plus élevé dans 

les cellules cancéreuses. En outre, le nombre élevé d’agrégats télomériques a été associé au 

degré d’instabilité génomique (75,76).  

Un autre élément de la signature de l’altération de l’organisation nucléaire des télomères des 

cellules cancéreuses est le changement de la distribution nucléaire des télomères. Cette 

distribution n’est pas harmonieuse comme dans les cellules normales. Un non alignement des 

télomères lors des phases G2 et M de la division cellulaire pour le disque télomérique qui a été 

associé à la présence d’aneuploïdie (41). En outre, l’indice de distribution des télomères dans 

le noyau peut être indicatif du dégrée de prolifération des cellules cancéreuses (77). 

Les autres composantes de l’organisation nucléaire des télomères sont le nombre et la taille des 

télomères, la distance relative des télomères par rapport au centre nucléaire et le volume du 

noyau. Nous aborderons plus en détails ces différents éléments dans les sections suivantes.  

3.4.7 Dysfonctionnement des télomères dans le cancer de vessie  

Comme décrit précédemment, l’altération de l’organisation nucléaire des télomères joue un rôle 

important dans le processus néoplasique de plusieurs cancers. Bien vrai aucune étude n’a été 

faite pour évaluer cette organisation nucléaire des télomères dans le cancer de la vessie, la 

longueur des télomères qui est un de paramètres définissant cette organisation, a fait l’objet de 

plusieurs études dans le cancer de la vessie (78,79). 
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L’une des premières études rapportant sur la longueur des télomères dans le cancer de la vessie 

a montré que la longueur des télomères des cellules tumorales était plus courte que celle des 

cellules normales adjacentes sur le même tissu tumoral. Dans cette même étude, on retrouvait 

que la longueur des télomères est inversement proportionnelle aux stades évolutifs de la tumeur 

(80). D’autres études récentes ont montré qu’une survie plus faible des patients était associée à 

un raccourcissement des télomères dans le cancer de la vessie (81–84). Enfin, certaines études 

ont rapporté une association significative entre le risque élevé de cancer de la vessie et la 

présence des télomères courts (78,85,86). Ces différentes études montrent que les télomères 

courts seraient caractéristiques du cancer de la vessie et leur évaluation permettrait de 

déterminer des biomarqueurs de pronostic ou prédictif.  

3.4.8 Étude de l’organisation nucléaire des télomères 

L’étude de l’organisation nucléaire ou tridimensionnelle (3D) des télomères se fait par la 

technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH)-3D des télomères, la microscopie 3D et 

l’utilisation d’un logiciel (TeloViewTM) qui analyse les paramètres définissant cette 

organisation nucléaire des télomères.  

3.4.8.1   FISH quantitative en tri dimension 

3.4.8.1.1  Définition : 

 L’hybridation in situ en fluorescence est une technique cytogénétique moléculaire qui permet 

l’hybridation d’une séquence d’acide nucléique couplée à un fluorochrome (sonde) à un brin 

complémentaire de la séquence cible. Cette procédure permet de déterminer la présence d’une 

séquence d’acide nucléique dans une cellule interphasique ou sur des métaphases en détectant 

la fluorescence associée à la sonde grâce à un microscope à fluorescence ou à un cytomètre de 

flux (87) . En utilisant les mêmes principes que la FISH standard, la FISH quantitative (Q-

FISH) permet l’acquisition d’informations quantitatives sur des séquences d’ADN grâce aux 

valeurs cumulatives de l’intensité de fluorescence de chaque sonde hybridée sur sa séquence 

cible. La Q-FISH permet la mesure de la longueur des télomères dans une cellule ou sur un bras 

chromosomique (88). Lorsque cette Q-FISH est appliquée sur des cellules interphasique dont 

les noyaux gardent leur structure 3D, on l’appelle la technique 3D-Q-FISH (70,71,75). 

3.4.8.1.2 But : 

 La technique 3D-Q-FISH permet de déterminer le nombre des télomères, de quantifier 

l’intensité des signaux télomériques qui correspondent à la longueur des télomères, de préciser 

la position et la distribution des télomères en rapport avec la structure 3D du noyau, d’identifier 

des agrégats télomériques, et enfin d’évaluer le volume nucléaire (54,70,71,75).  
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3.4.8.1.3 Principe :  

Le fondement de la technique 3D-Q-FISH est basé sur les propriétés dissociation et de 

réassociation spécifiques aux acides nucléiques. L’ADN télomérique est rendu monocaténaire 

par la dénaturation et mis en contact, dans des conditions permettant leur hybridation, avec la 

sonde télomérique qui est couplée à un fluorochrome. Cette hybridation a lieu grâce à la 

complémentarité entre les bases nucléotidiques de la sonde et celles de la séquence télomérique. 

Les hybrides infidèles et les molécules de sonde non hybridées sont éliminés par des lavages 

successifs. Il est impératif de faire des prétraitements cellulaires avant, pendant et après la 

technique FISH pour que la structure 3D nucléaire soit préservée.  Ensuite, l’acquisition 

microscope en 3D des images des télomères et des noyaux est effectuée. Enfin, l’analyse de ces 

images est faite avec l’aide d’un logiciel, TeloViewTM, qui permet de mesurer les paramètres 

définissant l’organisation nucléaire des télomères (70,71,75). 

3.4.8.1.4  Avantages et limites 

L’évaluation de l’organisation nucléaire permet d’avoir des informations sur la longueur des 

télomères, l’état d’aneuploïdie de la cellule, le grade nucléaire et l’indice de prolifération 

cellulaire des cellules cancéreuses. L’acquisition simultanée de ces éléments dans une même 

cellule accroit davantage leur valeur pronostique et de guide thérapeutique dans le cancer 

(4;54). En outre, on peut évaluer l’hétérogénéité inter cellulaire des différentes composantes de 

l’organisation nucléaire des télomères permettant la détermination de la clonalité des cellules 

cancéreuses et de la dynamique évolutive de l’instabilité génomique. Un autre avantage de 

l’évaluation de l’organisation nucléaire des télomères est la possibilité d’acquérir des données 

moléculaires qui peuvent être superposables et complémentaires à celles de la pathologie 

classique. 

L’accessibilité à la technologie est la limite majeure dans l’évaluation de l’organisation 

nucléaire des télomères. En effet, le microscope à 3D avec différents modules de traitement 

d’image est dispendieux, et le logiciel TeloViewTM est sous la licence d’une compagnie de 

biotechnologie (TeloGenomics, Canada) dont l’autorisation est nécessaire pour son utilisation.  

3.4.8.1.5   Étapes  

3.4.8.1.5.1  Échantillons  

La FISH peut être faite à partir des préparations cytologiques et histologiques provenant de tout 

échantillon d’origine humaine. Les cellules interphasiques obtenues à partir d’une fixation au 

méthanol et à l’acide acétique ou d’une coupe tissulaire (tissus frais ou enrobé à la paraffine) 

sont les préparations les plus utilisées. 
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3.4.8.1.5.2    FISH 3D télomères  

➢ Prétraitement de l’échantillon  

Cette étape permet une meilleure pénétration de la sonde dans le noyau tout en gardant la 

structure 3D des noyaux. Souvent, une digestion protéolytique est nécessaire pour mieux 

perméabiliser la cellule, le noyau, et la chromatine afin qu’ils soient plus accessibles à la sonde 

télomérique. Cependant, il faut s’assurer que le prétraitement soit moins agressif autant que 

possible pour mieux préserver la structure 3D des noyaux. Le traitement au glycérol et à l’azote 

liquide permettent de maintenir la structure nucléaire surtout si on utilise des préparations 

cytologiques (4,89). 

➢ Sondes télomériques 

Les sondes télomérique sont généralement constituées d’acide nucléique peptidique (PNA) et 

constituent un des éléments essentiels de la technique 3D- QFISH. Les sondes PNA sont des 

molécules qui ressemblent aux molécules d’ADN et elles se différencient de celles-ci par la 

présence d’une chaîne pseudo peptidique qui remplace le squelette phosphatidique. Par 

conséquent, les bases puriques et pyrimidiques sont fixées sur cette chaine pseudo peptidique 

par des liaisons carboxyliques (90). Les sondes PNA sont en général des oligonucléotides 

monocaténaires de petite taille. La charge neutre des sondes de PNA fait qu’elles ont une 

température de dissociation (Tm) très élevée d’où leur spécificité plus grande que les sondes à 

ADN. Par conséquent, le ratio signal/bruit de fond est très élevé pour les sondes PNA, ce qui 

est une caractéristique très importante dans la quantification précise de la fluorescence à cause 

du biais qu’introduit le bruit de fond sur la valeur réelle de la fluorescence à mesurer (54). Un 

autre avantage de l’utilisation des sonde PNA est leur stabilité rendant ainsi l’hybridation 

encore plus efficace et stable. La petite taille des sondes PNA assure une meilleure pénétration 

cellulaire et nucléaire sans faire de prétraitements cellulaires agressifs qui peuvent changer la 

structure 3D des noyaux.  En outre, la petite taille des sondes PNA assure une hybridation plus 

rapide en réduisant ainsi la possibilité de diminution de l’intensité de fluorescence au cours de 

l’expérimentation (70,88,90). Les sondes PNA télomériques sont des oligonucléotides 

monocaténaires composés de 18 nucléotides, et la séquence télomérique (5’-CCCTAA-3’)3 

associées au fluorochrome Cy3 est généralement la sonde télomérique la plus utilisée pour la 

technique 3D-QFISH (70,75,88). 

➢ Dénaturation de la séquence télomérique  

Cette étape consiste à séparer par la chaleur les deux brins d’ADN télomérique par rupture des 

liaisons hydrogènes. Une température à 80oC est généralement utilisée et elle a l’avantage d’être 
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au-dessus de la température de fusion de l’ADN et empêche aussi la formation de structure 

secondaire de l’ADN monocaténaire (ADN dénaturé) et de la sonde télomérique (54).  

➢ Hybridation  

À cette étape, la sonde télomérique s’hybride à son brin complémentaire des télomères. Cette 

étape est faite dans un environnement humide à 30oC et l’abri de la lumière.  Elle dure 2 heures 

et ce temps d’hybridation est plus court que celui utilisé pour la technique FISH standard. 

➢ Lavage  

Cette étape permet d’éliminer les hybrides infidèles et les sondes non hybridées pour réduire 

autant que possible le bruit de fond. Elle se fait avec une solution saline associée à un détergent. 

La température de lavage avec la saline est au-dessus de la température d’hybridation et en deçà 

de la température de dénaturation. En plus, une solution de formamide tamponnée avec une 

solution saline est utilisée pour réduire la présence d’hybrides infidèles (70). 

➢ Contre-coloration  

La solution de contre-coloration est composée du DAPI (4′, 6-diamidino-2-phénylindole) 

associée à une solution qui permet de diminuer la vitesse de photoblanchissement du 

fluochrome Cy3 (91). La contre coloration permet de colorer le noyau en bleu, et ainsi on peut 

visualiser simultanément le noyau (colorations bleue) et les télomères associés au fluorochrome 

Cy3 (coloration rouge). 

➢ Stockage  

Les lames hybridées peuvent être stockées dans un congélateur à -20 °C jusqu’au moment de 

l’observation microscopique. La fluorescence est plus stable à une température basse. Aussi, 

les lames doivent être aussi protégées de la lumière. Une température élevée et la lumière 

diminuent l’intensité du signal de la sonde(87,91). 

3.4.8.1.5.3  Microscopie en 3D 

Le système d’acquisition d’images est basé sur l’utilisation d’un microscope à épifluorescence 

muni d’une caméra avec une bonne résolution, de filtres à fluorescence qui permettent la 

visualisation du Cy3 et du DAPI et d’un système de prise d’images en 3D. Ce système permet 

ainsi d’acquérir différents plans focaux d’une même image. La distance entre deux plans focaux 

successifs est de 200 nm et 81 plans focaux sont en général capturés pour qu’une image ayant 

16 um de distance z puisse être reconstituée (Figure 10). Il est aussi essentiel que le système 

microscopique ait la capacité d’acquérir des images automatiquement selon le plan xy pour 

permettre l’acquisition de plusieurs champs d’images. Le système d’imagerie automatisé 

Imager de Zeiss associé au logiciel Zenpro (Zeiss, Canada) permet l’acquisition automatique 
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des images cellulaires selon les axes xyz. L’objectif optique 63X ou 40X avec une grande 

ouverture numérique est utilisé pour l’acquisition des images de noyaux et de télomères. Il est 

à noter que l’objectif 10x ou 20x peut être utilisé pour créer une image « preview » qui permet 

de sélectionner plus de cellules cibles tout en permettant d’avoir une vue plus large du contexte 

cellulaire ou tissulaire de l’échantillon. 

Après la capture des images, on selecte les noyaux cibles (noyaux des cellules cancéreuses ou 

de cellules normales) à partir des images capturées par l’objectif 63x ou 40x.  Ensuite, ces 

images sélectionnées sont traitées d’abord avec le module déconvolution de ZenPro, un 

algorithme mathématique, qui réduit la quantité de contamination de la lumière provenant en 

dehors du foyer d’acquisition (92). En effet, la prise successive de plans focaux d’une image 

entraine une déformation de l’image et crée un flou autour d’elle. Ce flou conduit à une perte 

d’information lors de la quantification des pixels provenant de l’image.  Pour remédier à cette 

déformation et restaurer l’image d’origine, l’algorithme itératif de déconvolution est utilisé 

(92).  

L’image déconvolue est aussi traitée en la transformant en image TIFF de 16 bits sans 

compression. Ainsi chaque image nucléaire en 3D généra 162 images TIFF (81 images pour le 

noyau et 81 images pour les télomères) correspondant aux 81 plans focaux pris pour les deux 

canaux de filtres (bleu pour le noyau et rouge pour les télomères) (Figure 10). 
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Figure 10 : Représentation des plans focaux  

Représentation graphique de cellules prises avec l’objectif 40X. La même image cellulaire est a été 

capturée à 81 différents plans focaux et chaque plan focal est séparé de 200 nm. La reconstruction de 

ces 81 plans focaux constitue l’image 3D. Les noyaux sont représentés en bleu (DAPI) et les télomères 

en rouges (Cy3). 

 

3.4.8.1.5.4  Analyse d’image : 

Les images TIFF sont téléversées dans le logiciel TeloViewTM qui est un logiciel conçu pour 

faire l’analyse de l’organisation nucléaire des télomères. La description mathématique de 

l’algorithme TeloViewTM a été faite dans d’autres études (70, 71). Brièvement, TeloViewTM 

permet de détecter des signaux télomériques en fonction de l’intensité des signaux émise par la 

fluorescence Cy3, ensuite ces signaux sont localisés en fonction du plan de l’image et du plan 

défini par la structure 3D nucléaire (l’intensité de signaux émis par le DAPI). Ainsi la position 

des télomères et leur distribution sont déterminées par rapport au centre nucléaire. 

Subséquemment, TeloViewTM mesure le nombre des télomères, l’intensité des télomères, le 
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nombre d’agrégats télomériques, le volume nucléaire, indice de distribution télomérique, et la 

position des télomères en fonction du centre nucléaire.    

3.4.8.2 Paramètres de l’organisation nucléaire des télomères : 

L’organisation nucléaire des télomères est définie par six paramètres qui sont mesurés par 

TeloView TM.  

3.4.8.2.1  Le nombre de télomères :  

Étant donné que les télomères sont les extrémités des chromosomes, leur nombre représente le 

nombre de chromosome dans le noyau. Une cellule normale diploïde comporte 92 télomères. 

Les cellules cancéreuses se caractérisent par l’aneuploïdie donc, le nombre des télomères 

varient en fonction de cette aneuploïdie. Il est à noter que le nombre des télomères détectée par 

TeloView TM varie en fonction de plusieurs facteurs tels que le type de cellule, l’état de densité 

de la chromatine ou la taille des télomères. Par exemple, les sondes télomériques s’hybrident 

plus facilement sur des télomères des cellules ayant une chromatine relâche que celle présentant 

une chromatine plus dense. Par conséquent, on peut retrouver des cellules normales ayant en 

moyenne 40-50 télomères (5,93). 

3.4.8.2.2  L’intensité des télomères :  

La sonde télomérique est constitué de 18 oligonucléotides dont l’extrémité 3’ est associée à une 

molécule de fluorochrome Cy3. Chaque séquence de sonde télomérique hybridée correspond à 

une molécule de Cy3 qui émet une intensité donnée de fluorescence. Par conséquent, la taille 

des télomères est proportionnelle au nombre de sondes télomériques hybridées et à l’intensité 

de fluorescence Cy3 (88). Étant donné que les cellules normales ont des télomères plus longs 

que celles des cellules cancéreuses, l’intensité télomérique de celles-ci serait moindre que celles 

des cellules normales (54).  

3.4.8.2.3 Les agrégats télomériques :  

Les agrégats télomériques représentent des signaux de fusions télomériques ou lorsque les 

télomères sont très proches rendant leur individualisation difficile lorsque l’observation est faite 

à partir d’un microscope ayant une résolution limite de 200 nm (71). Le nombre d’agrégats 

télomériques est plus élevé dans les cellules cancéreuses que dans celles normales. Un nombre 

plus élevé d’AT est indicateur d’instabilité génomique car les AT ont été rapportés comme étant 

un des premiers signes de l’instabilité génomique à travers des cycles de cassure-pont fusion 

chromosomique (62,75,94). 
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3.4.8.2.4 La distribution nucléaire des télomères  

Les télomères occupent tout le territoire nucléaire et la forme qu’ils prennent au cours de cette 

occupation définit la distribution nucléaire télomérique. Cette distribution des télomères dépend 

du cycle cellulaire dans les cellules normales (Figure 10) et a été associé une prolifération 

accrue dans certaines cellules cancéreuses (70,77) 

Figure 11: Territoire télomérique dans le noyau. 

La distribution des télomères dans le volume du noyau est trouvée en ajustant un ensemble convexe de 

polygones qui contient tous les télomères. Ce volume ressemble généralement à une sphère ou à un 

disque et peut être décrit comme un ellipsoïde. Cette figure a été tirée de la référence (71). 

3.4.8.2.5 La position des télomères 

La position absolue des télomères est déterminée par rapport au centre du noyau. En pratique, 

on utilise plus la position relative qui est le rapport entre la position absolue et le volume 

nucléaire (5). L’utilisation de la position relative est souvent plus précise que celle absolue 

parce la taille du noyau peut influencer sur la distance qui sépare un télomère du centre 

nucléaire. Dans une cellule normale, la distance moyenne des télomères par rapport au centre 

du noyau est en général similaire entre les cellules d’un même type histologique. Par contre, la 

distance moyenne des télomères des cellules provenant d’une même tumeur peut être différente 

d’un groupe de cellules à un autre (54). 

3.4.8.2.6 Le volume nucléaire 

Le volume nucléaire est l’ensemble des voxels que constituent le noyau et son unité est le mm3. 

L’unité représentative d’une image en 3D est le voxel alors qu’elle est le pixel pour celle en 

2D.  Par exemple, le pixel d’une image capturée par le microscope utilisé dans cette étude 

génère un pixel avec un axe X =114 nm et un axe Y= 114 nm. La superposition de 2 pixels 

donne un voxel qui prendra en compte un troisième paramètre qui est la hauteur ou la distance 
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qui sépare les 2 pixels le Z = 200 nm. Ainsi le volume d’un voxel un XxYxZ (114 nm x 114 

nm x 200 nm).  

L’augmentation du volume nucléaire au cours de l’oncogenèse est associée à l’instabilité 

génomique et un mauvais facteur de pronostic dans plusieurs cancers (54). 

Figure 12: Paramètres de l'organisation nucléaire des télomères 

Cette figure a été titrée de la page web : https://www.telodx.com/technology/teloview/. 

 

 

 

 

 

  

https://www.telodx.com/technology/teloview/
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4 METHODOLOGIE 

L’objet de ce travail était d’évaluer l’organisation nucléaire des télomères dans le cancer de la 

vessie à partir des cellules exfoliantes urothéliales en utilisant la technique 3D-FISH 

quantitative.  

4.1 Cadre d’étude 

Nous avons recruté les patients dans les services d’Urologie du CHU Point G, du CHU de 

Kati, de l’hôpital mère-enfant le Luxembourg, de la clinique privée Siramanan. L’analyse 

moléculaire a été faite dans le laboratoire de Neuroscience de la FMOS. 

4.2 Type et période de l’étude  

Il s’agissait d’une étude descriptive, longitudinale qui s’est déroulée sur une période de dix-huit 

(18) mois allant du 1er février 2019 au 31 Aout 2020.  

Nous avons recruté sur une période de 18 mois de février 2019 au mois d’Aout 2021. Pour 

déterminer le taux de survie des patients nous avons fait leur suivie jusqu’au 28 février 2021. 

L’analyse génomique des données a duré 6 mois de novembre 2020 à Avril 2021. 

4.3 Population d’étude 

4.3.1  Critère d’inclusion  

Tous patients dont le cancer de la vessie a été diagnostiqué pour la première fois durant la 

période d’étude ont été inclus. Durant la période d’étude, les données cliniques et les 

échantillons de 30 patients ont été enregistrés. Compte tenu de l’impératif de temps pour la 

réalisation de cette thèse d’exercice, nous n’avons fait que l’étude de l’organisation nucléaire 

des télomères chez 10 patients, choisis aléatoirement parmi les 30 recrutés durant la période 

d’étude. 

4.3.2 Critère de non inclusion : 

Les patients présentant un cancer secondaire de la vessie ou n’ayant pas de culot cellulaire des 

urinaires adéquat n’ont pas été inclus de l’étude. 

4.4 Collecte des données 

4.4.1 Les données cliniques 

Nous avons collecté les données démographiques, cliniques et paracliniques de chaque patient. 

La fiche d’enquête nous a permis de recueillir ces données. 
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4.4.2  Considérations éthiques 

Étant donné que nous devrions recueillir des données cliniques et génomiques des patients, il 

était judicieux qu’ils consentent à l’étude avant la collecte de celles-ci. Par conséquent chaque 

patient a bénéficié d’une explication de l’étude. 

Le but de cette explication était de s’assurer que chaque patient ait compris les détails et les 

points important qui sont : le caractère volontaire, la possibilité de se retirer à tout moment, le 

but, les critères de participation, les procédures, les risques lieu à la participation à l’étude. 

Le formulaire est en annexe de la thèse. 

A noter que nos fiches établies étaient constituées d’un code afin de garantir l’anonymat du 

participant et de la confidentialité des données recueillies. 

4.4.3 Traitement des cellules urinaires 

4.4.3.1  Recueil des urines 

Les échantillons d’urine ont été recueillis à l’état frais par les patients eux-mêmes chez qui 

l’urologue a suspecté une tumeur de la vessie (présence des symptômes ou découverte sur les 

examens complémentaires comme la cystoscopie). Les urines étaient recueillies avant la 

résection dans un tube Falcon de 50 ml. Les échantillons d’urine étaient acheminés dans les 06 

heures qui suivirent leur recueil au laboratoire.  

4.4.3.2  Fixation des cellules exfoliantes urothéliales : 

Nous avons suivi protocole suivant pour la fixation des cellules exfoliantes urothéliales. 

a) Centrifuger l’urine dans un tube à centrifugation de 50 mL à 1800 gr pendant 10 

minutes à une température de (20-25°C). 

b) Enlever le surnageant en laissant environ 1-2 mL du culot cellulaire, en faisant attention 

de ne pas déranger le culot. 

c) Remettre le culot en suspension avec 10 mL de 1X PBS (137 mM NaCl ; 2.7 mM KCl 

; 4.3 mM Na2HPO4 ; 1.47 mM KH2PO4) et transférer le contenu dans un tube conique 

de 15 mL. 

d) Centrifuger le tube de 15 mL à 1800 gr pendant 10 minutes à la température ambiante. 

e) Retirer le surnageant jusqu'à environ 0,5 mL du culot cellulaire. 

f) Remettre le culot en suspension et ajouter lentement 5 ml de solution de fixation Carnoy 

(3 volumes de méthanol : 1 volume d’acide acétique), goutte à goutte au début, avec 

agitation fréquente. 

g) Laisser l’échantillon fixé à 4°C pendant 30 minutes. 

h) Centrifuger l’échantillon à 1800 gr pendant 5 minutes à 20-25°C  
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i) Retirer délicatement le surnageant. 

j) Répéter les étapes f à i deux fois. 

k) Remettre le culot cellulaire en suspension en ajoutant le fixateur pour atteindre un 

volume de 1 mL.  

l) Transférer le culot cellulaire dans un tube Eppendorf de 1,5 ml et garder l’échantillon à 

-20° C jusqu’au moment de réaliser la technique 3D-FISH. 

4.4.3.3   Étalement 

Les cellules fixées ont été étalées sur les lames de microscope en suivant le protocole ci-

dessous. 

a) Retirer le surnageant. 

b) Ajouter 1mL de la solution de fixation Carnoy. 

c) Centrifuger à 2000 gr pendant 5 minutes à 20o-25oC. 

d) Retirer le surnageant. 

e) Ajouter une petite quantité de solution fixative en fonction du culot cellulaire. 

f) Étaler 5-10 µL sur une lame et laisser sécher à l'air pendant 1 minute. 

g) Observer au microscope à fond clair pour évaluer la qualité de l’étalement et la densité 

cellulaire. 

h)   Procéder immédiatement à technique 3D-FISH. 

4.4.4 Protocole de la technique 3D-FISH télomère 

Nous avons suivi le protocole suivant pour réaliser la technique 3D-FISH télomère. 

4.4.4.1  Les solutions 

Les solutions et les réactifs suivants ont été utilisés pour la technique 3D-FISH télomère. 

➢ 1 L de solution de 10X TBS (200 mM Tris ; 1,5 M NaCl) 

• 24 g de Tris 

• 88 g NaCl 

• Ajuster le volume avec 1 L de H2O distillée. 

• Ajuster le pH à 7,4 

➢ 200 mL de solution de 1X TBS 

• 20 mL de solution de 10x TBS (200 mM Tris ; 1,5 M NaCl) 

• 180 mL de H2O distillée. 

• Ajuster le pH à 7,4 

➢ 40 mL de formaldéhyde à 1% dans 1X TBS 

• 1,08 mL de formaldéhyde à 37% 
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• 4 mL de 10X TBS (200 mM Tris ; 1,5 M NaCl) 

• 34,92 mL de H2O distillée. 

➢ 40 mL de formaldéhyde à 3,7% dans 1X TBS 

● 4 mL de formaldéhyde à 37% 

● 4 mL de TBS X10 

● 32 mL de H2O distillée. 

➢ 10 mL de HCl 0,01N 

● 100 µL de HCl 1N 

● 10 mL de H2O distillée 

➢ 0,05% de 0,01N HCl de solution de pepsine 

● 50 µL de 10% de la solution de pepsine 

● 10 mL de 0,01 N de HCl 

➢ 40 mL de formamide 70% / 1X TBS (dupliquer la solution) 

● 28 mL de formamide à 100% 

● 4 mL de 10x TBS 

● 8 mL de H2O distillée 

➢ 50 mL de solution de lavage à 1X  

● 1 mL de solution de lavage à 50X de « Telomere PNA Kit » (Agilent Dako, Canada).  

● 49 mL de H2O distillée 

➢ 50 ml de solution de rinçage à 1X (Agilent Dako Canada). 

● 1 mL de solution de rinçage à 50X de « Telomere PNA Kit » (Agilent Dako, 

Canada).  

● 49 mL de H2O distillée 

➢ La sonde PNA télomérique (Agilent Dako, Canada).  

➢ Solution de montage : DAPI avec du Vectashield (Vectolabs, Canada).  

4.4.4.2  Procédure 

Nous avons suivi la procédure suivante pour faire la technique 3D-FISH télomère. 

a) Fixer dans 3,7% de formaldéhyde pendant 10 minutes à 20o-25oC. 

b) Laver les lames dans une solution de 1X TBS pendant 5 minutes à 20o-25oC. 

c) Laver les lames dans une autre solution de 1X TBS pendant 5 minutes à 20o-25oC. 

d) Incuber les lames dans la solution de 0,05% de pepsine / 0,01 N HCl pendant 10 minutes 

à 37° C. 

e) Laver les lames dans une solution de 1X TBS pendant 5 minutes à 20o-25oC. 
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f) Fixer les lames dans 1% de formaldéhyde pendant 5 minutes à 20o-25oC. 

g) Laver les lames dans une solution de 1X TBS pendant 5 minutes à 20o-25oC. 

h) Laver les lames dans une autre solution de 1X TBS pendant 5 minutes à 20o-25oC. 

i) Déshydrater les lames par immersion dans des solutions successives d'éthanol à 70% 

pendant 2 minutes, 85% d'éthanol pendant 2 min et, 100% d'éthanol pendant 2 minutes 

à 20o-25oC. 

j) Laisser sécher les lames pendant 5 minutes à 20o-25oC.      

k) A partir de cette étape, la procédure doit être effectuée dans une pièce sombre. 

l) Préchauffer la quantité de sonde télomérique requise pour les lames pendant 10 minutes 

à 85° C. 

m) Mettre 6 µL de sonde télomérique sur chaque lame et déposer sur une lamelle de 18 x 

18 mm sur chaque lame. 

n) Placer les lames dans la Thermobrite System (Illinois, USA) et exécuter le programme 

suivant : 85°C pendant 10 minutes (dénaturation) et 30°C pendant 2 heures 

(hybridation).  

o) Après hybridation, immerger les lames dans la solution de lavage 1X pour enlever les 

lamelles.  

p) Laver les lames dans la solution de 70% formamide /1X TBS pendant 15 minutes. 

q) Ensuite, laver les lames dans une autre solution de 70% de formamide /1X TBS pendant 

15 minutes. 

r) Laver les lames dans la solution de lavage 1X à 55°C pendant 10 minutes. 

s) Laver les lames dans la solution de rinçage 1X à 20o-25oC pendant 5 minutes. 

t)   Déshydrater les lames avec des solutions successives d'éthanol à 70% pendant 1 minute, 

85% d'éthanol pendant 1 minute et, 100% d'éthanol pendant 1 minute à 20o-25oC. 

u) Appliquer 20 µl de solution de montage contenant du DAPI et le Vectashield sur chaque 

lame et mettre une lamelle de 24 x 60 mm. Garder les lames dans un congélateur à-20° C.  

4.4.5 Acquisition d’images au microscope 

Nous avons utilisé le système microscopique Axio Imager 2 de Zeiss, muni du logiciel ZenPro 

(Zeiss, Canada) et associé à une caméra Axiocam 506 mono (Zeiss, Canada). 

Les lames ont été d’abord scannées à l’objectif 10X pour créer une image de vue d’ensemble 

de l’échantillon. À partir de cette image, nous avons sélectionné des régions de l’image 

contenant de probables cellules cancéreuses. Ensuite, nous avons pris des images de ces régions 

présélectionnées par un objectif 40X ayant une ouverture numérique de 1.4.  Pour chaque image 
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prise à 40X, 80 plans focaux ont été réalisés pour chacun des filtres (le DAPI et le Cy3). Les 

temps d’exposition étaient de 250 millisecondes pour et le Cy3 et variable pour le DAPI.  

4.4.6 Sélection des cellules 

Chez chaque patient, nous avons choisi 220 cellules soit 110 cellules normales et 110 cellules 

pathologiques.  Il est à noter que dans cette section, cellules et noyaux sont interchangeables 

car ce sont les images des noyaux dont nous disposons qui nous permettent de mentionner si un 

noyau provient d’une cellule cancéreuse ou non. Le DAPI ne colore que le noyau et non 

l’ensemble de la cellule, et c’est à partir de cette coloration, qu’on a choisi les noyaux des 

cellules cancéreuses. Le choix des cellules pathologiques a été faite en fonction des critères 

édictés par le kit UroVysion de Abbott Molecular (https://www.molecular.abbott/sal/en-

us/staticAssets/UroVysion-package-insert-R6---watermark.pdf). Ce kit est approuvé par 

l’Agence Américaine de Médicament pour le diagnostic du cancer de la vessie à partir des 

cellules urothéliales dans les urines. En plus de ces critères, nous avons inclus la densité 

chromatinienne comme critères. Les cellules normales ont été choisies en se basant sur les 

critères suivants : la petite taille du noyau, la rondeur du noyau, une chromatine dense et 

uniforme du noyau. Nous savons que d’autres cellules normales étaient présentes, mais nous 

avons décidé de choisir des cellules dont les noyaux ressemblent à ceux des lymphocytes ou 

des monocytes. Toutes les cellules sélectionnées ont été vérifiées par un spécialiste en 

pathologie moléculaire.  

À partir de l’image 40X, les noyaux cibles (noyaux des cellules normales et pathologiques) ont 

été sélectionnés et coupés grâce au logiciel ZEN 3.1 (Zeiss, Canada).  

4.4.7 Traitement d’images 

Les images sélectionnées ont été traitées par le module de déconvolution itérative de ZenPro 

(Zeiss, Canada). Ensuite, les images déconvolues ont été transformées en images TIFF de 16 

bits sans compression. La transformation des images en TIFF est obligatoire parce que le 

logiciel TeloViewTM ne reconnait que ce format d’image.   

4.4.8 Analyse par TeloViewTM 

Le logiciel TeloViewTM permet d’analyser les cellules normales et pathologiques d’un même 

échantillon dans une seule et unique pipeline pour éviter le mélange des données. En effet, on 

a répertorié 120 cellules normales et 120 cellules pathologiques dans le pipeline TeloViewTM 

pour l’analyse d’un échantillon donné. Ensuite, on a choisi parmi celles-ci, 100 cellules 

normales et 100 pathologiques pour l’analyse d’un échantillon donné. Le logiciel TeloViewTM 

permet de mieux apprécier la structure 3D des noyaux, de l’état de la chromatine et de la qualité 
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de l’hybridation. Cette deuxième sélection à partir du logiciel TeloViewTM permet d’être plus 

strict et précis dans la sélection des cellules. Par conséquent, les paramètres de l’organisation 

nucléaire des télomères ont été générés dans un fichier Excel pour chacune des 200 cellules 

d’un échantillon donné. Il est important de mentionner que les études antérieures sur 

l’organisation nucléaire télomères à partir des préparations cytologiques provenant d’autres 

types cellulaires tels que les cellules sanguines n’ont analysé que 30 cellules par échantillons 

(95). Un des objectifs de notre étude était faire une mise au point de la technique 3D-FISH 

télomère, pour la première fois, sur une préparation cytologique dans le cancer de la vessie. Il 

était donc essentiel d’inclure le maximum de cellules analysables afin de pouvoir déterminer 

un seuil minimal de cellules à analyser sur des bases statistiques même si cela a entrainé une 

augmentation considérable du temps de travail et la durée de cette thèse. 

4.5 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectué à l’aide des logiciels SPSS Statistics 25 (IBM, USA), 

Excel (Microsoft, USA) et Pyton (Python Software Foundation, USA). 

TeloView a généré un fichier Excel pour chaque échantillon. Pour chaque type cellulaire d’un 

échantillon donné, nous avions les données suivantes : [i] l’intensité de chaque signal 

télomérique détecté dans une cellule, [ii] le nombre total de signaux télomériques dans une 

cellule, [iii] le nombre d’agrégats télomériques dans une cellule, [iv] l’index de distribution 

nucléaire des télomères d’une cellule, [v] la position de chaque télomère par rapport au centre 

nucléaire d’une cellule, et [vi] le volume nucléaire d’une cellule. Nous avons fait les analyses 

statistiques à partir de ces données de base.  

La position de chaque télomère par rapport au centre nucléaire d’une cellule permet de générer 

une distance qui est un indice de la localisation relative centrale ou périphérique du dit télomère. 

Cependant, le volume nucléaire peut influencer sur cette distance. Nous nous sommes référés à 

la méthodologie adoptée par Samassekou qui consistait de diviser la distance moyenne des 

télomères du centre nucléaire par le volume du noyau (54). 

Une autre originalité de cette thèse est l’analyse statistique utilisée pour déterminer 

l’hétérogénéité cellulaire à partir du nombre et de l’intensité des télomères au sein de chaque 

type cellulaire d’un échantillon donné. Selon la littérature, aucune étude n’avait déterminé 

l’hétérogénéité cellulaire à partir de l’évaluation de l’organisation nucléaire des télomères. 

Dans cette étude, nous avons utilisé deux (nombre et intensité des télomères) des six paramètres 

qui définissent l’organisation nucléaire des télomères pour déterminer l’hétérogénéité cellulaire 

au sein d’un type cellulaire provenant d’un échantillon donné. Il est à noter que nous nous 

sommes limités seulement à ces deux paramètres dans cette thèse bien vrai que tous les six 
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paramètres pouvaient être utilisés. Notre objectif dans le présent travail est d’introduire cette 

nouvelle méthode d’étude de l’hétérogénéité cellulaire en se basant sur les deux paramètres les 

plus altérés de l’organisation nucléaire des télomères des cellules cancéreuses (54). 

Pour définir l’index d’hétérogénéité d’un type cellulaire provenant d’un échantillon donné, 

nous avons utilisé la mesure de similarité en calculant la distance Euclidienne entre les cellules 

du type cellulaire de l’échantillon. La mesure de similarité en génétique en utilisant la distance 

Euclidienne a été rapportée ailleurs (96). Par exemple, si on veut déterminer la similarité entre 

trois cellules A, B et C (en fonction de deux caractéristiques x et y), on mesure les distances 

Euclidiennes de ces cellules entre elles. Les cellules A et B seront similaires entre elles plus 

que les cellules A et C lorsque la distance entre A et B est plus petite que celle entre A et C. 

Nous avons utilisé le même concept pour déterminer l’hétérogénéité cellulaire des cellules 

pathologiques et des cellules normales pour chaque patient en utilisant le nombre total des 

télomères et l’intensité moyenne des télomères d’une cellules. 

Étant donné que le nombre des télomères et l’intensité télomérique ne sont pas à la même 

échelle de valeur, on ne peut mesurer la distance Euclidienne des points définis par ces deux 

variables qu’en les normalisant (Figure 13. I). Ainsi, nous avons utilisé la normalisation z (97) 

et les données normalisées nous ont permis de mesurer la distance entre deux points (cellules). 

Subséquemment, nous avons mesuré itérativement la distance entre une cellule donnée et 

chacune des 99 autres cellules de chaque type cellulaire d’un échantillon donné (Figure 13. I et 

II). Cette mesure a été effectuée pour chacune des 100 cellules constituant un type cellulaire 

d’un échantillon donné. Par exemple, pour l’échantillon d’un patient, nous avons mesuré 4950 

distances pour le type cellulaire normal et le même chiffre a été généré pour les cellules 

pathologiques. Ensuite, nous avons déterminé l’index d’hétérogénéité cellulaire pour chaque 

type cellulaire en calculant la distance moyenne entre les 4950 distances définissant ce type 

cellulaire (Figure 13. III). Par conséquent, pour chaque échantillon, nous avons déterminé un 

index d’hétérogénéité pour les cellules normales et un pour celles pathologiques. L’index 

d’hétérogénéité généré en utilisant le nombre total des télomères et l’intensité moyenne est 

nommé index d’hétérogénéité en 2D (Figure 13. IV). Nous avons aussi utilisé la même 

méthodologie pour générer l’index d’hétérogénéité en 3D en associant le coefficient de 

variation de l’intensité moyenne des télomères aux deux autres paramètres qui sont le nombre 

total des télomères et l’intensité moyenne des télomères. L’association du coefficient de 

variation donne plus de précision aux données. 

Il est à noter que pour les 10 échantillons étudiés dans ce travail, nous avons mesuré 198 000 

distances (Figure 13. IV). Il était extrêmement difficile pour nous de générer ces données en 
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utilisant les méthodes usuelles de calcul, donc un algorithme a été développé par Mr. Modibo 

Goita (Étudiant thésard en pharmacie) pour générer ces données. Les explications et le script 

de l’algorithme se trouvent aux annexes de cette thèse. 

 

I- Normalisation : mettre les variables sur la même échelle 

 

Chaque cellule est définie par les coordonnées suivantes : 

 

 

II-Représentation graphique des cellules 
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III- Calcul des distance 

IV- Calcul de l’index d’hétérogénéité d’un type 

cellulaire 

 

 

 

 

Figure 13: Représentation schématique de la méthode statistique pour calculer l'index 

d'hétérogénéité cellulaire  

Nous avons utilisé la moyenne lorsque la distribution était normale et la médiane lorsqu’elle ne 

l’était pas. Par conséquent, les tests statistiques ont été faits en fonction de cette distribution. 

Nous avons utilisé test t pour la comparaison des moyennes et le test non paramétrique de 

Mann -Whitney pour celle des médianes. Le test a été considéré statistiquement significatif 

lorsque le p<0.05. 
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5 RESULTATS 

 

5.1  Données Cliniques : 

 

5.1.1  Sexe 

Tableau II: Répartition des patients en fonction du sexe. 

Sexes Effectifs Pourcentages 

Féminin 6 60 

Masculin 4 40 

Grand Total 10 100 

Les femmes étaient les plus touchées avec 6 sur 10 patients. 

 

5.1.2  Age  

 

Figure 14: Répartition des patients en fonction de l’âge. 

Les tranches d’âge les plus représentées étaient de 40-50 ans et 60-70 ans. L’âge moyen des 

patients était de 56 ans avec des extrêmes de 33 ans et 87 ans. 
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5.1.3  Motif de consultation 

 

Figure 15: Répartition des patients en fonction du motif de consultation 

Nous avons noté qu’un nombre égal de patients se présentaient en consultation pour dysurie (4 

sur 10 patients) et une hématurie terminale (4 sur 10 patients).  

5.1.4 L’aspect macroscopique des urines 

 

Tableau III: Répartition des patients en fonction de l'aspect macroscopique des urines. 

Aspect Urine Effectifs Pourcentages 

Jaunâtre 1 10 

Sanguinolent 6 60 

Trouble 3 30 

Total 10 100 

Chez 6 patients sur 10, nous avons observé des urines sanguinolentes. 
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5.1.5  Types histologiques 

 

Figure 16: Répartition des patients en fonction du type histologique 

Étant donné qu’on n’a pas pu déterminer le type histologique chez 3 des 10 patients, par 

conséquent, la fréquence du carcinome épidermoïde était de 4/7. 

 

5.1.6  Types histologiques et antécédents de schistosomiase : 

Tableau IV: Répartition des patients en fonction du type histologique et l'antécédent de 

schistosomiase. 

Types histologiques 
Antécédents de 

Schistosomiase 
Total 

Adénocarcinome 1 1 

Carcinome épidermoïde 4 4 

Carcinome urothélial 2 2 

N/A 3 3 

Total 10 10 

Chez l’ensemble des 10 patients, nous avons retrouvé un antécédent de Schistosomiase et cet 

antécédent était indépendants du type histologique. 

10%

40%

20%

30%

Total

Adénocarcinome

Carcinome epidermoïde

Carcinome urothélial

N/A



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 44 

5.1.7 Taux de survie des patients 

 

 

Figure 17: Diagramme de Kaplan Meier. 

La médiane de survie des patients était de 90 jours avec un intervalle de confiance à 95%. 

 

 

 

 

 

 

 



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 45 

Tableau V: Probabilité de décès. 

Temps de suivi (jours) Probabilités (%) de décès 

0 100 

1 90 

30 60 

60 50 

120 40 

128 40 

179 40 

230 40 

 

Après 120 jours, 6 des 10 patients étaient décédés. 
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5.2  Données sur la mise au point de la technique 3D FISH : 

 

Tableau VI: Dégrée de digestion nucléaire en fonction de la concentration et du temps de 

traitement par la pepsine. 

 

Temps de traitement en minutes 

Concentration de pepsine en % 

0,01 0,025 0,05 0,1 

5 --- --- - ++ 

10 ---- -- +/- +++ 

20 --- -- + +++ 

- ou -- ou ---: Moins digéré   

+/- : Digestion adéquate   

+ ou ++ ou +++ : Trop digéré 

 

Le degré de la digestion nucléaire par la pepsine a été évalué en fonction de l’intensité des 

signaux télomériques et de la structure 3D nucléaire en fonction de la coloration DAPI. Les 

concentrations 0.01% et 0.025% de pepsine aux différents temps de digestion n’étaient pas 

adéquates car l’intensité des signaux télomériques était très faible. À l’autre extrême, une 

concentration à 0,1% donnait une digestion nucléaire très prononcée qui s’était manifestée par 

un changement de la structure 3D nucléaire (réduction de l’épaisseur nucléaire et aspect chevelu 

du noyau). La concentration 0,05% à 10 minutes était appropriée car les signaux télomériques 

étaient intenses et la structure 3D nucléaire était conservée. La concentration de pepsine à 

0.05% avec un temps de traitement de 10 min été retenue pour le protocole utilisé dans 

l’évaluation des paramètres 3D télomériques. 
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Tableau VII: Qualité de l'hybridation en fonction de la température et du temps d'hybridation 

avec la sonde télomérique. 

 

Temps d’hybridation en minutes 

Température en degré Celsius 

80 85 

3 + ++ 

5 + +++ 

10 ++ +++ 

 

+ : Hybridation insuffisante  

++ : Hybridation moyenne  

+++ : Bonne Hybridation  

 

La qualité de l’hybridation a été appréciée en fonction de l’intensité des signaux télomériques. 

Plus les signaux télomériques étaient intenses, plus l’hybridation était de bonne qualité. La 

température d’hybridation à 85o C pendant 10 minutes a été retenue pour le protocole utilisé 

dans l’évaluation des paramètres 3D télomériques. 

 

 

 

 



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 48 

Tableau VIII: Rapport intensité du signal télomérique sur bruit de fond en fonction de la 

température et du temps de lavage de la solution de lavage 1X. 

 

Temps de lavage en minutes 

Température en degré Celsius 

37 55 65 

5 --- + - 

10 --- +++ -- 

20 -- +++ --- 

 

- ou – ou --- : Hybridation de mauvaise qualité 

+ : Hybridation de qualité moyenne 

+++ : Hybridation de bonne qualité 

 

 

La qualité de l’hybridation a été évaluée en fonction de l’intensité télomérique et du bruit de 

fond. Le lavage à 37o C a donné une mauvaise qualité d’hybridation car le bruit de fond était 

très élevé. Une bonne qualité d’hybridation a été observée avec une température de lavage à 

55o C (10 ou 20 minutes). La température du lavage à 55o C aussi donnait une hybridation de 

qualité moindre car l’intensité des signaux télomériques était faible. La température de lavage 

à 55o C pendant 10 minutes a été retenue pour le protocole utilisé dans l’évaluation des 

paramètres 3D télomériques. 
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Tableau IX: Caractéristiques de l'imagerie cellulaire 

Patients 

Caractéristiques de l’imagerie cellulaire 

Nombre de 

champ de 40X 

Nombre de cellules 

par champ 

Nombre de cellules 

pathologiques par champ 

Nombre d’heures 

consacré dans le 

choix des cellules 

P1 170 114,33 4,62 73 

P2 80 185,4 4,5 23 

P3 40 215.5 9,58 94 

P4 146 155.2 2,76 25 

P5 90 142,29 1,76 70 

 P6 80 214,6 1,98 12 

 P7 140 189,6 4,58 49 

 P8 50 189,6 3,71 49 

 P9 80 173 2 47 

 P10 66 31.07 2,1 11 

Total 942  1610,59 37,59 453 

 

Nous avons analysé 942 champs microscopiques pour choisir les cellules cibles de l’ensemble 

des 10 patients. Par conséquent, nous avons analysé environ 1 517 176 cellules pour l’ensemble 

des patients, et parmi ces cellules, 2200 cellules cibles (normales et cancéreuses) ont été 

choisies pour l’analyse 3D des télomères. Pour choisir ces cellules, nous avons consacré environ 

453 heures et le choix des cellules a été le plus long pour le patient P3 (94 heures). Enfin, ce 

même patient P3 présentaient le plus de densité cellulaire cancéreuse que les autres patients. 
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Figure 18: Image microscope à l'objectif 10X.  

Représentation d’un champ microscopique à l’objectif 10X de l’étalement cellulaire de 

l’échantillon d’un patient. I). Les noyaux sont représentés par des points bleus (coloration 

DAPI). L’image II représente un agrandissement d’une section l’image I (partie encadrée). 

 

   

I 

II 
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Figure 19: Image microscopique à l'objectif 40X. 

 

Champ microscopique à l’objectif 40X de l’étalement cellulaire d’un patient. Sur l’image I), 

des dizaines de cellules normales sont présentes, et parmi elle, on peut identifier une cellule 

cancéreuse. L’Image II) représente un élargissement d’une section de l’image I) (encadrée). On 

II 

I 
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remarque la présence d’une cellule cancéreuse indiquée par la flèche blanche. Cette cellule se 

caractérise par des signaux télomériques d’intensité très faible alors que les cellules normales 

(indiquées par des flèches rouges) autour d’elle présentent des signaux télomérique plus 

intenses.  

5.3   Données sur l’organisation nucléaire des télomères  

5.3.1 Paramètres télomériques 

Tableau X : Répartition des paramètres télomériques des patients pris globalement en 

fonction du type cellulaire. 

Paramètres télomériques 
Type cellulaire (médiane par cellule) 

Normales Pathologiques Valeur p 

Nombre total de signaux 

télomériques 

26,00 45,00 < 0,001 

Intensité moyenne de signaux 

télomériques 

8770,16 7164,71 < 0,001 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 

2 5 < 0,001 

Indice de distribution nucléaire 

 

2,39 5,58 < 0,001 

Volume nucléaire (µm3) 

 

303,28 655,91 < 0,001 

Distance télomérique à partir du 

centre du noyau 

2,20 1,52 < 0,001 

 

Les cellules cancéreuses présentaient plus de télomères et d’agrégats télomériques, mais des 

télomères plus courts sont ceux des cellules normales. Les noyaux des cellules tumorales étaient 

deux fois grands que ceux des cellules normales. L’indice de distribution nucléaires des 

télomères qui correspond à l’index de prolifération cellulaire était aussi deux fois plus élevé 

dans les cellules cancéreuses que dans les cellules normales. Enfin, les télomères des cellules 

cancéreuses avaient une localisation nucléaire plus centrale que périphérique lorsqu’ils sont 

comparés à ceux des cellules normales. 
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5.3.2  Nombre de signaux télomériques  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: Représentation du nombre des signaux télomériques par le diagramme de boite à 

moustaches. 

Nous observons que chez chaque patient la médiane du nombre de signaux télomériques par 

cellule était est plus élevée dans les cellules pathologiques que celui des cellules normales.  En 

outre, les cellules pathologiques étaient plus hétérogènes en terme du nombre des télomères par 

cellule que les cellules normales. Chez au moins 4 patients, on retrouvait plus de 200 télomères 

par noyau dans certaines cellules pathologiques. Les 3 patients P4, P9 et P2 avaient plus de 

télomères dans leur cellules cancéreuses que les autres patients. 
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5.3.3  Intensité des signaux télomériques  

 

 

Figure 21: Représentation de l’intensité des signaux télomériques par le diagramme de boite 

à moustaches. 

Nous avons constaté chez chaque patient que la médiane l’intensité télomérique dans les cellules 

pathologiques sont plus faible par rapport aux cellules normales. 
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5.3.4  Nombre d’agrégats télomériques 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Représentation du nombre médian d’agrégats télomériques par cellule par le 

diagramme en Barres.  

Chez tous les patients à l’exception de P3, les cellules cancéreuses présentaient plus d’agrégats 

télomériques que celles normales. Les trois patients qui avaient plus d’agrégats télomériques 

dans leurs cellules tumorales que les autres étaient P2, P4 et P9. 
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5.3.5  Indice de distribution nucléaire des télomères : 

  

 

 

Figure 23: Représentation de l’indice de distribution nucléaire des télomères par le 

diagramme en Barres.  

L’indice de distribution nucléaire des télomères était plus élevé dans les cellules pathologiques 

que dans celles normales chez tous les patients. Cet index   était au-delà de quatre par cellule 

dans les cellules cancéreuses de tous les patients. Les cellules tumorales des patients P10, P9 et 

P5 présentaient plus de désorganisation nucléaire des télomères que celles des autres patients. 
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5.3.6 Distance des télomères à partir du centre du noyau 

 

 

 

Figure 24: Représentation de la relative distance des télomères à partir du centre nucléaire 

par le diagramme en Barres.  

Tous les patients avaient des cellules pathologiques dont les télomères étaient situés plus près 

du centre nucléaire par rapport aux cellules normales. Les cellules normales des patients P6, 

P7 et P2 présentaient des télomères qui étaient situés plus à la périphérie par rapport aux 

autres patients.  
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5.3.7 Volume nucléaire :  

 

 

 

Figure 25: : Représentation du volume nucléaire par le diagramme en Barres.  

Les noyaux des cellules tumorales étaient plus volumineux que ceux des cellules normales chez tous les 

patients. Chez les patients P4, P9 et P10, le volume médian nucléaire des cellules pathologiques étaient 

au-delà de 1000 mm3. 
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5.3.8 Hétérogénéité cellulaire 

 

Figure 26 : Diagramme de dispersion cellulaire.  

La figure 26.A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 26.B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

A 

B 
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fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de 

l’intensité télomérique 

Les diagrammes de dispersions A et B montrent que les cellules pathologiques sont plus 

dispersées par rapport aux cellules normales. Donc elles sont plus hétérogènes que les cellules 

normales (p<0,000001). 
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5.4 Corrélation entre les données cliniques et télogénomiques 

5.4.1 Description clinique et télogénomique des patients 

Patient P1 :  

Il s’agit d’un patient de 33 ans avec un ATCD de schistosomiase urinaire ayant présenté, 6 mois 

avant de consulter en urologie, une dysurie, une hématurie terminale et des brulures 

mictionnelles. L’examen physique a retrouvé une douleur à la palpation de l’hypogastre et du 

plancher vésical et une pâleur des conjonctives palpébrales. 

Le bilan biologique a montré une anémie, une infection urinaire à pseudomonas Spp et une 

fonction rénale conservée. À l’uro-scanner, on a retrouvé un processus tumoral vésical avec des 

localisations secondaires ganglionnaires satellites, une urétéro- hydronéphrose bilatérale et un 

nodule condensant de T12. 

Après la résection de la tumeur, l’examen anatomopathologique a précisé le diagnostic d’un 

carcinome épidermoïde moyennement différencié, associé à une cystite bilharzienne. La 

musculeuse était infiltrée par la tumeur. L’évolution a été marqué par le décès du patient 4 mois 

après le diagnostic. 

Les données génomiques des télomères montraient une altération de leur organisation nucléaire 

dans les cellules pathologiques (Figure 27) et tous les paramètres définissant cette organisation 

étaient affectés (Tableau XII). En outre, on a retrouvé une hétérogénéité cellulaire (Figure 28). 

Cependant, l’index définissant cette hétérogénéité et celui de la distribution nucléaire des 

télomères étaient parmi les moins élevés des 10 patients.  
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Figure 27 :  Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P1. 

I 

II 

I 

II 
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Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2. 

 Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux était environ 8,5 µm. Le nombre des télomères était moins élevé que 

dans les noyaux des cellules cancéreuses.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux de cellules cancéreuses et elles présentaient 

un pléomorphisme nucléaire avec des contours irréguliers de leur noyau. La chromatine des 

noyaux de ces cellules cancéreuses était lâche avec une distribution irrégulière. La mesure 

moyenne du grand axe de ces noyaux était environ 20 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  
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Tableau XI: Répartition des paramètres télomériques de P1 en fonction du type cellulaire. 

 

Paramètres télomériques 
 

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
23,50 38,50 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
8352,09 6924,24 0,003 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
2 5 < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,76 4,23 < 0,001 

Volume nucléaire 319,41 586,56 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du 

noyau 

2,10 1,57 < 0,001 

 

Les paramètres télomériques suivants des cellules pathologiques : le nombre total de signaux 

télomériques, le nombre total d'agrégats télomériques, l’indice de distribution, le volume 

nucléaire e étaient statistiquement plus élevés que ceux des cellules normales. 
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Figure 28 : Diagramme de dispersion cellulaire. 

La figure 28. A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 27. B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

A 

B 
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fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. 

 L’index d’hétérogénéité cellulaire en 2D était plus élevé dans les cellules cancéreuses (1.5782) 

que celles normales (1.4236), (p=3,8811E-14) En 3D, il n’y avait pas de différence statistique 

(p=0,099.) les index d’hétérogénéité des cellules cancéreuses (2.0375) et celles normales 

(2.0011). 
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Patient P2  

C’est un patient de 64 ans ayant des antécédents de bilharziose urinaire. Il a présenté une 

dysurie, une hématurie terminale et des brulures mictionnelles 6 mois avant d’effectuer une 

consultation urologique. L’examen physique a montré une douleur hypogastrique à la palpation. 

Les conjonctives palpébrales étaient pales. 

L’examen biologique a montré une anémie, une infection urinaire à Pantoea Sp et une fonction 

rénale altérée. L’échographique pelvienne a conclu à la présence d’une masse tumorale 

vésicale, une urétéro-hydronéphrose et une hypertrophie modérée de la prostate avec une 

calcification. À la cystoscopie, on a retrouvé une volumineuse tumeur de la vessie envahissant 

l’urètre. L’uro-scanner a montré un processus tumoral de la vessie avec une infiltration 

prostatique et une urétéro- hydronéphrose bilatérale.   

Après la résection de la tumeur, l’examen anatomopathologique a retrouvé un carcinome 

urothélial infiltrant le muscle de la vessie. L’évolution a été marqué par le décès du patient 2 

mois après le diagnostic. 

L’organisation nucléaire des télomères étaient altérée dans les cellules cancéreuses (Figure 29) 

et les paramètres caractérisant cette altération étaient très prononcés dans ces cellules 

cancéreuses du patient (Tableau XIII). Par exemple, le nombre et les agrégats télomériques des 

cellules cancéreuses étaient plus le double de ceux des cellules normales. En plus, le volume 

nucléaire des cellules cancéreuses représentait plus du triple de celui des cellules normales et 

les télomères avaient une localisation nucléaire plus périphérique. Il est à noter aussi que les 

télomères des cellules cancéreuses étaient plus courts et leur distribution nucléaire était très 

désorganisée. Enfin, les cellules cancéreuses étaient plus hétérogènes et formaient un groupe 

cellulaire très distinct de celles normales. 

En conclusion, le stade avancé clinique était en concordance avec le dégrée de l’instabilité 

génomique définit par le niveau prononcé de l’altération nucléaire des télomères. 
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Figure 29 :  Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P2. 

Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2.  

II 

I 
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Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient formes sphériques avec des contours réguliers et une chromatine moins dense. La 

mesure moyenne du grand axe de ces noyaux était environ 7,5 µm. Les télomères de ces cellules 

normales étaient plus intenses que ceux des cellules cancéreuses. Cependant, le nombre des 

télomères était plus bas dans les cellules dans les cellules normales.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux des cellules cancéreuses. Les noyaux des 

cellules cancéreuses présentaient différentes tailles et avec des contours irréguliers de leur 

noyau. La chromatine des noyaux de ces cellules cancéreuses était très décondensée avec une 

distribution irrégulière. La mesure moyenne du grand axe de ces noyaux était environ 19 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  
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Tableau XII: Répartition des paramètres télomériques de P2 en fonction du type cellulaire. 

 

Paramètres télomériques  

Type Cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques 
  

Nombre total de signaux 

télomériques 

34,00 68,00 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 

7202,34 6237,41 0,016 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 

4 9 < 0,001 

Index de distribution 

nucléaire  

2,25 5,95 < 0,001 

Volume nucléaire 160,71 481,72 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du noyau 

4,18 2,07 < 0,001 

 

Les paramètres télomériques des cellules pathologiques étaient différents de ceux des cellules 

normales.  
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Figure 30: Diagramme de dispersion cellulaire. 

La figure 30. A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 30.B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. 

B 

A 
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 Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1.4079 et 1,4837 pour les 

cellules pathologiques et normales, respectivement (p=0,000050). En 3D, l’index 

d’hétérogénéité cellulaire des cellules pathologiques (1,8279) étaient statistiquement moins 

élevés que celui des cellules normales (2,0980) (p=1,1594E-38). Patiente P3  

Il s’agit d’une patiente de 68 ans avec un ATCD de schistosomiase urinaire. La patiente a 

présenté une hématurie caillotante totale un mois avant la consultation urologique. L’examen 

physique a montré un pelvis mobile avec une induration de la base vésicale.  

L’examen biologique a montré une anémie, une infection à Escherichia coli et une fonction 

rénale conservée. À l’uro-scanner, on a retrouvé un épaississement pariétal tumoral de la vessie 

sur séquelles de bilharziose, une infiltration tumorale de la graisse péri-vésicale, un 

envahissement du méat urétéral droit avec une urétéro- hydronéphrose homolatérale, et une 

adénopathie inguinale gauche. 

Après la pelvectomie antérieure de Bricker, la patiente est décédée le lendemain de 

l’intervention et l’examen anatomopathologique de la tumeur n’a pas pu être réalisé. 

L’étude des télomères a montré une altération nucléaire de leur organisation (Figure 31). 

Cependant, cette altération n’affectait que quatre des six paramètres définissant l’organisation 

nucléaire des télomères (Tableau XIV). Les cellules cancéreuses étaient plus hétérogènes que 

celles normales, mais un pourcentage élevé d’entre elles étaient similaires au regard du nombre 

et de l'intensité des télomères (Figure 32). Il est à noter que les cellules cancéreuses de la 

patiente présentaient un nombre d'agrégats télomériques plus bas que celui des autres patients 

(Figure 31). Bien vrai que la patiente présentait un envahissement locorégional de la tumeur, 

les cellules cancéreuses étaient génomiquement moins instable que celles des autres patients. 

La nature pathologique A l'exception de l'intensité moyenne des télomères et du nombre 

d’agrégats télomériques, tous les autres paramètres étaient statistiquement différents entre Les 

cellules pathologiques et celles normales. La tumeur et les facteurs liés au décès post opératoire 

de 24 heures pourraient nous édifier davantage 
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Figure 31 :  Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P3. 

I 

II 
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Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2.  

Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. La plupart 

des noyaux sont sphériques avec une chromatine dense distribuée de façon homogène. La 

mesure moyenne du grand axe de ces noyaux est environ 9 µm. Les télomères de ces cellules 

normales sont plus intenses que ceux des cellules cancéreuses.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux des cellules cancéreuses et ces noyaux ont des 

formes différentes avec des contours irréguliers. La chromatine des noyaux de ces cellules 

cancéreuses est décondensée et cette décondensation varie en fonction de la cellule cancéreuse. 

La mesure moyenne du grand axe de ces noyaux est environ 19 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  
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Tableau XIII: Répartition des paramètres télomériques de P3 en fonction du type cellulaire. 

 

Paramètres télomériques  

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
32,00 36,00 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
8580,65 8561,64    0,888 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
3 4    0,554 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,89 4,77 < 0,001 

Volume nucléaire 349,20 480,39 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du 

noyau 

2,04 1,81     0,034 

 

À l'exception de l'intensité moyenne des télomères et du nombre d’agrégats télomériques, tous 

les autres paramètres étaient statistiquement différents entre les cellules pathologiques et celles 

normales. 
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Figure 32 : Diagramme de dispersion cellulaire. 

La figure 32. A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 32. B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

B 
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fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de 

l’intensité télomérique. 

 Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1.6598 et1.2536 pour les 

cellules pathologiques et normales, respectivement (p=1,4856E-54). En 3D, l’index 

d’hétérogénéité cellulaire des cellules pathologiques (2.1813) étaient statistiquement plus 

élevés que celui des cellules normales (1.7729) (p=1,1018E-49). 

Patiente P4 

Une patiente de 48 ans avec un ATCD de bilharziose urinaire a présenté progressivement une 

dysurie, une hématurie terminale et des brulures mictionnelles 6 mois avant d’effectuer une 

consultation urologique. À l’examen physique, on a retrouvé une douleur à la palpation de 

l’hypogastrique et du plancher vésical. Les conjonctives palpébrales étaient pales. 

L’examen biologique a montré une anémie, une infection à Pantoea Sp et une fonction rénale 

altérée. L’examen échographique pelvien a montré une masse vésicale d’allure tumorale, une 

urétéro-hydronéphrose. À la cystoscopie, on a retrouvé une volumineuse tumeur de la vessie 

envahissant l’urètre. L’uro-scanner a montré un processus néoplasique de la vessie avec une 

carcinose péritonéale pelvienne et une infiltration focale du sigmoïde.  

Après la résection de la tumeur, l'examen anatomopathologique a retrouvé un adénocarcinome 

moyennement différencié de la vessie avec infiltration de la musculeuse. La patiente a été mise 

sous chimiothérapie était vivante à la fin d’étude (2 mois de suivi). 

L’analyse de l’organisation nucléaire des télomères (Figure 33) a montré une instabilité 

génomique des cellules pathologiques avec tous les paramètres télomérique significativement 

différente entre les cellules cancéreuses et normales (Tableau XV et Figure 34). Le volume 

nucléaire et le nombre total d’agrégats télomériques des cellules cancéreuses étaient le triple de 

ceux des cellules normales.  
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Figure 33:  Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P4. 

Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2.  

I 

II 
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Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

sont sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux est environ 8 µm, ils ont des télomères plus intenses que ceux des 

cellules cancéreuses. Par contre, le nombre des télomères de ces cellules normales était moindre 

que celui des cellules cancéreuses.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux des cellules cancéreuses. Les noyaux de ces 

cellules sont polymorphes avec un remodelage prononcé de la chromatine. La mesure moyenne 

du grand axe de ces noyaux est environ 16 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  

 

Tableau XIV: Répartition des paramètres télomériques de P4 en fonction du type cellulaire. 

 

 

Paramètres télomériques  

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 

28,00 78,50 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 

8925,65 6649,66 < 0,001 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
3 9  < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,38 5,08 < 0,001 

Volume nucléaire 379,21 1130,14 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du 

noyau 

1,90 1,04  < 0,001 

 

Tous les paramètres télomériques étaient statistiquement différents entre les cellules 

pathologiques et celles normales. 
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Figure 34: Diagramme de dispersion cellulaire. 

La figure 34. A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 34. B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. 

B 
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Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1,6036 et 1,0994 pour les 

cellules pathologiques et normales, respectivement. En 3D, les valeurs de l’index 

d’hétérogénéité cellulaire des cellules pathologiques étaient de 2,0992 et 1,3053 pour les 

cellules normales. Les valeurs de ces index étaient statistiquement plus élevées dans les cellules 

pathologiques par rapport aux cellules normales en 2D (p=4,632E-154) et 3D (p=1,4952E-

197atiente P5  

C’est une patiente de 47 ans avec un ATCD d’infection urinaire à schistosomiase urinaire. Elle 

a présenté une dysurie, une hématurie totale et des brûlures mictionnelles deux ans avant la 

consultation urologique. À l’examen physique, a retrouvé une douleur hypogastrique et du 

plancher vésical, et des conjonctives palpébrales pales. 

L’examen biologique a montré une anémie, une infection à Echerichia Coli et une fonction 

rénale altérée. On a observé à l’examen échographique un épaississement irrégulier et diffus de 

la paroi vésicale. La cystoscopie a montré une tumeur multifocale. L’uroscanner a retrouvé un 

processus tumoral vésical envahissant le 1/3 du vagin, avec des localisations secondaires 

ganglionnaires satellites et une urétéro- hydronéphrose bilatérale, et un nodule condensant de 

T12. La résection de la tumeur n’a pu être effectuée, et la patiente est décédée 1 mois après le 

diagnostic.  

L’architecture nucléaire des télomères des cellules cancéreuses de la patiente était remodelée 

(Figure 35). L’analyse des paramètres télomériques (Tableau XVI) a montré que le nombre des 

signaux télomériques et le volume nucléaire étaient deux fois plus élevés dans les cellules 

tumorales par rapport aux cellules normale. De même, le nombre d’agrégats télomériques 

étaient le triple dans les cellules pathologiques par rapport aux cellules normale. Enfin, les 

cellules cancéreuses étaient plus hétérogènes que celles normales (Figure 36).  

 



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 82 

  

Figure 35: Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P5. 

 

Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2.  

I 

II 
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Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

sont sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux est environ 8 µm. Le nombre des télomères était moins élevé dans les 

cellules normales que dans celles cancéreuses. 

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux de cellules cancéreuses et elles présentaient 

un pléomorphisme nucléaire avec des contours irréguliers de leur noyau. La chromatine des 

noyaux de ces cellules cancéreuses était décondensée et remodelée. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux était environ 19 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  
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Tableau XV: Répartition des paramètres télomériques de P5 en fonction des 2 catégories de 

cellules 

 

Paramètres télomériques 
 

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
24,00 45,00 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
9871,70 6028,50  < 0,001 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
2 6  < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,33 6,07 < 0,001 

Volume nucléaire 300,35 796,48 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du 

noyau 

2,14 1,24  < 0,001 

 

Les paramètres télomériques des cellules pathologiques étaient statistiquement plus élevés 

que ceux des cellules normales.  
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Figure 36 : Diagramme de dispersion cellulaire. 
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La figure 36.A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 36.B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. 

Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1,5980 et 1,1820 pour les 

cellules pathologiques et normales, respectivement. En 3D, les valeurs de l’index 

d’hétérogénéité cellulaire des cellules pathologiques étaient de 2,1311 et 1,4879 pour les 

cellules normales. L’index d’hétérogénéité était statistiquement plus élevé dans les cellules 

pathologiques par rapport aux cellules normales en 2D (p=2,0864E-134) et 3D (p=3,0706E-202). 

Patiente P6  

Il s’agit d’une patiente de 50 ans avec un ATCD de schistosomiase urinaire. La présente 

symptomatologie constituée de pollakiurie, de brûlures mictionnelles et d’hématurie totale avait 

commencé 2 ans avant la première consultation urologique. À l’examen physique, on avait 

retrouvé une douleur hypogastrique à la palpation et une masse au niveau du plancher inférieur 

de la vessie.  

L’examen biologique a montré une anémie, une infection urinaire à Escherichia coli et une 

fonction rénale conservée. L’échographie a montré une masse vésicale sans retentissement sur 

les reins. À la cystoscopie, une masse occupant la quasi-totalité de la vessie était présente.  

Après la résection de la tumeur, l'examen anatomopathologique concluait à un carcinome 

épidermoïde moyennement invasif et kératinisant de la vessie avec infiltration de la 

musculeuse. La patiente a bénéficié d’un traitement à base de chimiothérapie et de 

radiothérapie, et elle était vivante à la fin de l’étude (5 mois de suivi). 

Les données génomiques des télomères montraient une altération de leur organisation nucléaire 

dans les cellules pathologiques (Figure 37), et tous les paramètres définissant cette organisation 

étaient significativement entre les cellules cancéreuses et celles normales sauf l’intensité 

télomérique (Tableau XVII). En outre, on a retrouvé une hétérogénéité cellulaire (Figure 38). 

Bien vrai qu’on a remarqué une différence significative entre les cellules normales et 

pathologique, les cellules pathologiques ne présentaient pas une altération prononcée de leur 

organisation nucléaire des télomères.  

En conclusion, les cellules tumorales de la patiente étaient génomiquement moins instable, ce 

qui pourrait expliquer sa survie relativement longue. 
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Figure 37: Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P6. 

Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2.  

I 
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Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux était environ 8 µm. L’intensité des télomères des cellules normales 

était similaire à celle des cellules cancéreuses. 

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux des cellules cancéreuses et elles présentaient 

de noyaux différents en fonction de leur forme et de taille. La chromatine des noyaux de ces 

cellules cancéreuses était moins décondensée. La mesure moyenne du grand axe de ces noyaux 

est environ 14 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  

 

Tableau XVI: Répartition des paramètres télomériques de P6 en fonction du type cellulaire. 

 

Paramètres télomériques  

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
26,00 33,50 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
7321,73 6781,82  0,16 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
3 4    0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,39 5,42 < 0,001 

Volume nucléaire 159,67 276,07 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du noyau 
3,41 2,90  < 0,001 

 

Les paramètres télomériques sont tous statistiquement plus élevés dans les cellules 

pathologiques que ceux des cellules normales, sauf l’intensité télomérique. 
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Figure 38 : Diagramme de dispersion cellulaire. 

Les diagrammes de dispersions Figure 38.A et Figure 38.B sont schématiquement les 2D et 3D 

de l’hétérogénéité cellulaire, respectivement. Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des 

télomères étaient de 1,8251 et 1,2743 pour les cellules pathologiques et normales, 

respectivement (p=7,2621E-160). En 3D, l’index d’hétérogénéité cellulaire des cellules 

pathologiques (2,3256) étaient statistiquement plus élevées que celui des cellules normales 

(1,6584) (p=9,6039E-194).  
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Patient P7  

Le patient P7 était âgé de 50 ans au moment du diagnostic et avait des antécédents de bilharziose 

urinaire et de tabagisme. La symptomatologie clinique qui a débuté progressivement 2 ans avant 

la consultation urologique a été marquée par une douleur hypogastrique, une hématurie 

terminale, et des brûlures mictionnelles. À l’examen physique, on a retrouvé une douleur à la 

palpation de l’hypogastre et une hypertrophie bénigne de la prostate. 

L’examen biologique a montré une anémie et une fonction rénale conservée. L’uro-scanner a 

objectivé un processus tumoral vésical bourgeonnant de siège antérieur et latéral droit sans 

atteinte des organes de voisinage.   

Après la résection tumorale, l’examen anatomopathologique a permis de faire le diagnostic de 

carcinome épidermoïde moyennement différencié de la vessie. Le patient a été mis sous 

chimiothérapie et a présenté une évolution favorable (suivi de 7 mois).  

Ce patient également présentait un remodelage de l’architecture nucléaire des télomères (Figure 

39). En effet, la majorité des paramètres télomériques dans cellules pathologiques 

comparativement aux cellules normales. En effet, le nombre de signaux télomériques, le volume 

nucléaire, l’index de distribution des télomères, le nombre d’agrégats télomériques et le volume 

nucléaire étaient plus de quatre fois élevés dans les cellules tumorales par rapport aux cellules 

normales. De même, l’intensité moyenne des télomères était moins accentuée dans les cellules 

pathologiques par rapport aux cellules normale (Tableau XVIII). Enfin, les cellules cancéreuses 

et normales présentaient une hétérogénéité cellulaire semblable (Figure 40). 
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Figure 39:  Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P7. 

Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2. 

 Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

I 
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grand axe de ces noyaux était environ 7 µm. Le nombre des télomères était moins élevé que 

dans les noyaux des cellules cancéreuses.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux de cellules cancéreuses et elles présentaient 

un pléomorphisme nucléaire avec des contours irréguliers de leur noyau. La chromatine des 

noyaux de ces cellules cancéreuses était remaniée avec des zones libres d’ADN (pas de 

coloration DAPI). La mesure moyenne du grand axe de ces noyaux était environ 21 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  

Tableau XVII: Répartition des paramètres télomériques de P7 en fonction du type cellulaire. 

Paramètres télomériques 

Type cellulaire (médiane) Valeurs de p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
9,00 44,00 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
11125,09 8197,95  < 0,001 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
1 5  < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
1,89 5,64 < 0,001 

Volume nucléaire 141,09 687,66 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du 

noyau 

3,85 1,56  < 0,001 

 

Les paramètres télomériques étaient tous statistiquement différents entre les deux types 

cellulaires.  
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Figure 40: Diagramme de dispersion cellulaire. 
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Les diagrammes de dispersions Figure 40.A et Figure 40.B sont schématiquement les 2D et 3D 

de l’hétérogénéité cellulaire, respectivement. 

Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1,3846 et 1,2650 pour les 

cellules tumorales et normales, respectivement. En 3D, les valeurs de l’index d’hétérogénéité 

cellulaire des cellules tumorales étaient de 1,8470 et 1,8042 pour les cellules normales. L’index 

d’hétérogénéité était plus statistiquement plus élevé dans les cellules tumorales que dans les 

cellules normales en 2D (p=5,1183E-10) mais pas en 3D (p=0,064). 

Patiente P8  

Il s’agit d’une patiente de 44 ans ayant un ATCD de schistosomiase urinaire. Elle a présenté 

des épisodes intermittents d’hématurie sur une période de six mois avant de faire une 

consultation urologique. Une douleur pelvienne associée à une induration du plancher vésical 

étaient les principaux signes à l’examen physique.  

L’examen biologique a montré une anémie, une infection urinaire bacille à gram négatif et une 

fonction rénale conservée. À l’échographie, une masse tissulaire intra-vésicale et vascularisée 

était présente.  L’uro-scanner a montré un aspect tumoral du plancher vésical avec une urétéro- 

hydronéphrose bilatérale et des ganglions loco-régionaux non spécifiques, sans lésion des 

autres organes.  

Après la résection tumorale, l’examen anatomopathologique a montré un carcinome 

épidermoïde moyennement différencié associé à une cystite bilharzienne. La pelvectomie 

antérieure de Bricker a été faite, et la patiente est décédée 2 semaines après l’intervention.  Une 

embolie pulmonaire serait probablement la cause. 

L’analyse télogénomique a montré une altération de l’organisation nucléaire des télomères des 

cellules néoplasiques (Figure 41), et cinq des six paramètres de cette organisation était 

statistiquement différents entre les cellules normales et pathologiques (Tableau XIX). Bien vrai 

que les cellules cancéreuses présentaient une organisation altérée de leurs télomères, l’analyse 

des paramètres télomériques évoquait une instabilité génomique moindre.  En effet, la longueur 

des télomères des cellules néoplasiques étaient statistiquement similaires à celle des cellules 

normales. En outre, on n’a pas observé une augmentation considérable du nombre des télomères 

et des agrégats télomériques ainsi que le volume nucléaire dans les cellules cancéreuses qui 

étaient aussi hétérogènes (Tableau XIX et Figure 42). En conclusion, le degré moindre de 

l’instabilité génomique était en concordance avec les données pathologiques et cliniques. 
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Figure 41 :  Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P8. 

Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2. 

 Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

I 

II 
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grand axe de ces noyaux était environ 7,5 µm. Le nombre des télomères était moins élevé que 

dans les noyaux des cellules cancéreuses.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux de cellules cancéreuses et elles présentaient 

un pléomorphisme nucléaire avec des contours irréguliers de leur noyau. La chromatine des 

noyaux de ces cellules cancéreuses était décondensée et complètement remaniée. La mesure 

moyenne du grand axe de ces noyaux était environ 17 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  
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Tableau XVIII: Répartition des paramètres télomériques de P8 en fonction du type 

cellulaire. 

 

 

 

A l’exception de l’intensité télomérique, tous les paramètres étaient statistiquement différents 

entre les cellules normales et cancéreuses.  

 

 

  

  

Paramètres télomériques   

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 

23,50 34,50 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 

9049,72 9091,12 0,888 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
3 4  < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,04 5,22 < 0,001 

Volume nucléaire 352,98 671,24 < 0,001 

 

Distance télomérique à 

partir du centre du noyau 

1,96 1,49  < 0,001 
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Figure 42: Diagramme de dispersion cellulaire. 
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Les Figure 42.A et Figures 42.B sont les représentations 2D et 3D de l’hétérogénéité cellulaire, 

respectivement. Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1,7668 et 

1,3524 pour les cellules cancéreuses et normales, respectivement (p=6,7805E-87). En 3D, 

l’index d’hétérogénéité cellulaire des cellules cancéreuses (2.2264) étaient statistiquement plus 

élevés que celui des cellules normales (1,7987), (p=2,9586E-71). 

Patiente P9 (SITA) 

Il s’agit d’une patiente de 87 ans ayant un ATCD d’infection urinaire à schistosomiase. La 

symptomatologie a commencé un an avant de consulter en urologie, et elle était marquée par 

une dysurie et une hématurie terminale. À l’examen physique, une masse hypogastrique 

douloureuse à la palpation était présente. Le plancher vésical était dur au toucher vaginal et la 

sonde urinaire ramenait des urines purulentes.  

L’examen biologique a montré une anémie, une infection urinaire à Enterococcus faecalis et 

une fonction rénale conservée. À la cytologie urinaire, on a retrouvé des cellules atypiques avec 

une forte suspicion de malignité. 

L’échographie a montré un épaississement irrégulier de la paroi vésicale avec infiltration de la 

graisse adjacente associée à une urétéro- hydronéphrose gauche modérée. La TDM abdomino-

pelvienne a montré un processus expansif de la paroi vésicale avec envahissement du sigmoïde 

et importante urétéro- hydronéphrose gauche. 

La résection n’a pas pu être réalisée à cause de l’état général altéré de la patiente. La patiente 

est décédée un mois après le diagnostic clinique. 

Les cellules cancéreuses présentaient un remodelage nucléaire et une altération de l’architecture 

nucléaire des télomères (Figure 43). L’analyse télogénomique a montré une instabilité 

génomique très prononcée des cellules pathologiques (Tableau XX). En effet, le nombre de 

signaux télomériques, l’index de distribution des télomères, le nombre d’agrégats télomériques 

étaient deux fois plus élevés dans les cellules tumorales par rapport aux cellules normales et le 

volume nucléaire était le triple. L’hétérogénéité cellulaire était plus marquée dans les cellules 

cancéreuses que celles normales (Figure 44). 

En conclusion, instabilité génomique très prononcée des cellules tumorales et la localisation 

secondaire tumorale et l’âge de la patiente pouvaient expliquer le mauvais pronostic de la 

patiente. 



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 100 

 

Figure 43 : Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P9. 

I 
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Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2. 

 Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux était environ 8 µm. Dans les cellules normales, le nombre des 

télomères était moindre que dans celles cancéreuses.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux de cellules cancéreuses et elles présentaient 

un pléomorphisme nucléaire avec des contours irréguliers de leur noyau. En outre, les noyaux 

des cellules cancéreuses étaient complètement remodelés et ceux étaient polymorphes. La 

chromatine était légèrement décondensée. La mesure moyenne du grand axe de ces noyaux était 

environ 19 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  
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Tableau XIX: Répartition des paramètres télomériques de P9 en fonction du type cellulaire. 

Paramètres télomériques   

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
27,00 68,00 < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
8346,86 6733,90 < 0,001 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
3 7 < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,74 6,30 < 0,001 

Volume nucléaire 369,18 1119,27 < 0,001 

Distance moyenne des 

télomères à partir du 

centre nucléaire 

2,08 1,12  < 0,001 

 

Les paramètres télomériques suivants des cellules cancéreuses : le nombre total de signaux 

télomériques, le nombre total d'agrégats télomériques, l’indice de distribution télomérique, le 

volume nucléaire et la distance moyenne des télomères à partir du centre nucléaire sont tous 

statistiquement plus élevés que ceux des cellules normales. 
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Figure 44: Diagramme de dispersion cellulaire. 
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La figure 44. A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 44. B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. 

La représentation graphique 2D montre une hétérogénéité des cellules cancéreuses avec un 

index d’hétérogénéité d’une moyenne de 1.6213 que les cellules normales d’une moyenne de 

1.1965 (p=1,0863E-118). La représentation graphique en 3D de l’intensité moyenne des 

télomères par cellule, le coefficient de variation des intensités télomériques et le nombre des 

signaux télomériques montre que les cellules cancéreuses sont plus hétérogènes avec un index 

d’hétérogénéité 1.9747 que les cellules normales avec un index de 1.8585 (p=4,9081E-8). 

 

Patient P10 

Le patient P10 était âgé de 60 ans au moment du diagnostic et avait un ATCD d’infection 

urinaire à schistosoma. La symptomatologie clinique a débuté 3 ans avant le diagnostic et elle 

était essentiellement marquée par une dysurie. À l’examen physique, l’hypogastrique et le 

plancher vésical étaient douloureux à la palpation, et les conjonctives palpébrales étaient pâles. 

L’examen biologique a montré une anémie, une infection urinaire à Staphylococcus aureus et 

une fonction rénale altérée.  À l’uro-scanner, on a retrouvé des masses tumorales vésicales de 

localisation principale au niveau du trigone ainsi que deux autres localisations : l’une au dôme 

et l’autre pariétale antérieure sans signe de localisation secondaire et la présence d’une urétéro- 

hydronéphrose bilatérale de grade II. 

Après la résection de la tumeur, l'examen anatomopathologique a conclu un carcinome 

urothélial papillaire de haut grade de la vessie sans signe d’infiltration. Le patient a été mis sous 

chimiothérapie et la radiothérapie était un survivant (180 jours) à la fin de l’étude. 

L’analyse des données télogénomiques évoque une altération de l’organisation nucléaire des 

télomères des cellules néoplasiques (Figure 45). En effet, les cellules cancéreuses étaient deux 

plus grosses avec trois fois plus d’agrégats télomériques et deux fois plus de signaux 

télomériques comparativement aux cellules normales. De plus, les télomères dans les cellules 

cancéreuses étaient plus désorganisés et présentaient une capacité proliférative plus élevée avec 

un indice de distribution télomérique trois fois plus élevé que celui des cellules normales. 

(Tableau XXI). Enfin, l’hétérogénéité cellulaire était plus prononcée au niveau des cellules 

cancéreuses que celles normales (Figure 46). 
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En conclusion, le grade élevé de la tumeur était en concordance avec le degré prononcé 

d’instabilité génomique des cellules pathologiques même si la présentation clinique n’évoquait 

pas de localisation secondaire.  

Figure 45: Images en 2D et 3D représentatives des cellules de l’échantillon P10. 

I 
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Les images 2D (I) et 3D (II) des noyaux cellulaires (bleu) et de leurs télomères (rouge) ont été 

capturées et visualisées avec le logiciel ZenPro2. 

 Les images IA, IB et IC représentent des noyaux provenant de cellules normales. Ces noyaux 

étaient sphériques avec des contours réguliers et une chromatine dense. La mesure moyenne du 

grand axe de ces noyaux était environ 8 µm. Le nombre des télomères était moins élevé que 

dans les noyaux des cellules cancéreuses que dans ceux des cellules normales.  

Les images ID, IE et IF représentent des noyaux de cellules cancéreuses et elles présentaient 

un pléomorphisme nucléaire avec des contours irréguliers de leur noyau. La chromatine des 

noyaux de ces cellules cancéreuses était très décondensée. La mesure moyenne du grand axe 

de ces noyaux était environ 22 µm.  

Les images IIA (noyau seul), IIB (télomères seuls) et IIC (noyau et télomères) sont la 

représentation 3D de l’image ID. Les image IID, IIE et IIF sont les projections des différents 

axes xy, xz et yz de l’image ID.  

 

Tableau XX : Répartition des paramètres télomériques de P10 en fonction du type cellulaire. 

Paramètres télomériques  

Type cellulaire (médiane) Valeur p 

Normales Pathologiques  

Nombre total de signaux 

télomériques 
24,00 50,00   < 0,001 

Intensité moyenne de 

signaux télomériques 
9196,11 6988,10  < 0,001 

Nombre total d'agrégats 

télomériques 
2 6  < 0,001 

Indice de distribution 

nucléaire 
2,27 9,61 < 0,001 

Volume nucléaire 408,93 1153,69 < 0,001 

Distance télomérique à 

partir du centre du noyau 
1,81 0,99  < 0,001 

 

Les paramètres télomériques des cellules cancéreuses sont statistiquement différents de ceux 

des cellules normales. 
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Figure 46: Diagramme de dispersion cellulaire.  
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La figure 55. A) est la représentation de la dispersion cellulaire en 2D en fonction du nombre 

des télomères et de leur intensité. La figure 55. B) représente la dispersion cellulaire en 3D 

fonction du nombre des télomères, de leur intensité, et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. 

Les index d’hétérogénéité cellulaire en 2D des télomères étaient de 1,4033 et 1,2734 pour les 

cellules cancéreuses et normales, respectivement (p=1,8207E-14). En 3D, l’index 

d’hétérogénéité cellulaire des cellules cancéreuses (2,0128) étaient statistiquement plus élevées 

que celui des cellules normales (1,6186) (p=3,7111E-87). 
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5.4.2  Résumé des données cliniques et télogénomique des patients 

Tableau XXI : Résumé des données cliniques des patients. 

 

+ : Présent 

- : Absent 

N/A : Pas de données disponibles 

 

Nous avons retrouvé chez 7 des 9 patients dont les données étaient disponibles, la présence 

d’invasion ganglionnaire de la tumeur et/ou de métastases (invasion locorégionale ou 

métastases à distance). Lorsque les données anatomopathologiques étaient disponibles, la 

tumeur était moyennement différenciée ou de haut grade. En général, les patients qui ont 

présenté un taux de survie relativement long n’avaient pas de métastases. 

  

Patients 

Paramètres cliniques 

Présence de 

ganglions 

Présence de 

métastases 

Différentiation 

tumorale 

Infiltration de la 

musculeuse 

Taux de survie 

(Jours) 

P1 + + 
Moyennement 

+ 120  

P2 N/A + 
N/A 

+ 60  

P3 + + 
N/A 

N/A 1  

P4 N/A + 
Moyennement 

+ 210  

P5 + + 
N/A 

N/A 30  

P6 N/A N/A Moyennement 

(épidermoïde) 

+ 150  

P7 - - Moyennement 

(épidermoïde) 

- 210  

P8 + - Moyennement 

(épidermoïde) 

- 270  

P9 N/A + 
N/A 

N/A 30  

P10 - - Haut grade 

(uropapillaire) 

- 180  
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Tableau XXII: Comparaison entre les paramètres de l’organisation nucléaire des télomères 

des cellules normales et ceux des cellules cancéreuses.  

 

Paramètres télomériques 

Patients 

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 

Nombre total de signaux télomériques + + + + + + + + + + 

Intensité moyenne de signaux 

télomériques 

+ + - + + - + - + + 

Nombre total d'agrégats télomériques + + - + + + + + + + 

Indice de distribution nucléaire + + + + + + + + + + 

Volume nucléaire + + + + + + + + + + 

Distance télomérique à partir du 

centre du noyau 

+ + + + + + + + + + 

+ : Présence différence statistique significative (p<0.05) entre les cellules normales et 

cancéreuses 

- : Absence de différence statistique significative (p>0.05) entre les cellules normales et 

cancéreuses 

 

  



Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans les Cellules Circulantes Urinaires du Cancer de la Vessie 

 

 111 

 

 

Figure 47: Résumé des paramètres télomériques des patients 

 

Les valeurs des paramètres des cellules pathologiques ont été divisées par celles des cellules 

normales. 
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

L’instabilité génomique est une des caractéristiques du cancer de la vessie et cette instabilité 

est plus prononcée au cours de l’évolution de la maladie (43-47). L’altération de l’organisation 

nucléaire des télomères est un des indicateurs précoces de l’instabilité génomique (75,76) et 

cette altération a été utilisée dans plusieurs cancers comme biomarqueurs de diagnostic, de 

pronostic ou de surveillances thérapeutiques (4-7). Dans la perspective de développer un 

biomarqueur de pronostic ou de suivi thérapeutique dans le cancer de la vessie, nous avons 

développé une approche innovante qui est d’étudier l’organisation nucléaire des télomères des 

cellules circulantes urinaires dans le cancer de la vessie. C’est dans ce cadre que nous avons 

mené cette étude prospective qui s’est déroulée de février 2019 à avril 2021 à l’hôpital du Point 

G et la FMOS. Nous avons collecté des données cliniques chez 10 patients atteints du cancer 

de la vessie. Ensuite, nous avons fait la mise au point de la technique Q-FISH-3D télomère sur 

des cellules circulantes urinaires et évalué les paramètres définissant l’organisation nucléaire 

des télomères (données télogénomiques). Enfin, nous avons corrélé les données cliniques à 

celles télogénomiques chez l’ensemble des 10 patients.   

Bien vrai que la population d’étude était de petite taille, les profils cliniques et pathologiques 

des patients de notre étude étaient similaires aux études précédentes (21,23,34,97). En effet, 

chez l’ensemble des patients, nous avons noté des antécédents de bilharziose qui ont été 

incriminés dans plusieurs études faites au Mali et en Afrique comme le facteur de risque majeur 

dans la survenue du cancer de la vessie (98). En outre, nous avons observé que 4 patients sur 7 

présentaient, sur le plan anatomopathologique, un carcinome épidermoïde. D’autres études 

faites au Mali corroborent ces données pathologiques car le carcinome épidermoïde est le type 

histologique le plus fréquent au Mali avec une proportion variant de 74 à 80% (21,34). La 

fréquence élevée du carcinome épidermoïde dans nos contrées est due à son association avec la 

bilharziose urinaire (16,23,97). La majorité des patients (8/10) était diagnostiquée à un stade 

avancé de la maladie et ceux-ci présentaient soient une invasion de la musculeuse, une atteinte 

des ganglions, une invasion locorégionale ou des métastases à distance. Les études faites au 

Mali ont trouvé des données comparables aux nôtres (23,34). Le stade avancé du cancer de la 

vessie au Mali est dû à son diagnostic tardif car c’est une pathologie qui évolue à bas bruit 

(23,34). La conséquence immédiate du stade avancé de cette pathologie est son taux de 

mortalité très élevé. En effet, la médiane de survie des 10 patients dans notre étude était de 90 

jours après le diagnostic. La petite taille de l’échantillon ne permet pas de faire des conclusions 

définitives, mais notre étude montre une tendance vers un taux de survie très bas du cancer de 
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la vessie au Mali. Le taux bas de survie du cancer de la vessie a été attesté par d’autres études 

faites au Mali et en Afrique (23,99–101). Pour juguler à cette mortalité élevée associée au 

cancer de la vessie, il faut trouver des biomarqueurs qui permettent de faire le diagnostic 

précoce, prédire le pronostic des patients et faire la surveillance thérapeutique.    

La mise au point de la technique Q-FISH-3D télomère sur des cellules circulantes urinaires 

provenant des patients atteints du cancer de la vessie entre dans ce cadre de recherche de 

biomarqueurs. À notre connaissance dans la littérature, c’est une première dans le monde 

qu’une étude utilise la technique Q-FISH-3D télomère dans le cancer de vessie et sur des 

cellules circulantes urinaires. En effet, la technique Q-FISH-3D télomère a été appliquée sur 

plusieurs types de cancers tels que le cancer de la prostate, le cancer de l’œsophage, les 

gioblastomes, le myélome multiple, le syndrome myélodysplasique, la leucémie myéloïde 

chronique, la maladie de Hodgkin etc. comme outils de diagnostic, de pronostic ou de 

surveillance thérapeutique (4–7,76,77,95). Une autre originalité de notre étude est l’application 

de cette technique sur les cellules circulantes urinaires. Il est à signaler que des études 

antérieures ont montré l’application de la technique Q-FISH-3D télomère sur différents types 

cellulaires et différentes préparations pathologiques (4–7,76,77,95). L’application la plus 

proche à la nôtre a été faite sur des cellules tumorales circulantes du le sang provenant du cancer 

de la prostate (7). 

Après avoir fait la mise au point de la technique Q-FISH-3D télomère sur les cellules circulantes 

urinaires dans le cancer de la vessie, nous avons évalué les paramètres définissant l’organisation 

nucléaire de leurs télomères dans les cellules normales et cancéreuses. Cette étude est l’une des 

rares qui a fait des comparaisons entre les profils 3D-télomères des cellules normales et 

cancéreuses. L’intérêt majeur de cette comparaison est que dans chaque échantillon on aura un 

contrôle interne expérimental et biologique. En outre, les données sur l’organisation nucléaire 

des télomères permettent l’analyse de plusieurs caractéristiques de la biologie néoplasique dans 

une même cellule tumorale (7, 54,101). 

En faisant une comparaison globale entre les cellules normales et celles cancéreuses des 

échantillons de l’ensemble des 10 patients, nous avons observé que tous les paramètres des 

cellules cancéreuses étaient statistiquement différents de ceux des cellules normales. Ces 

résultats attestent qu’on peut faire une différence entre l’organisation nucléaire des télomères 

entre les cellules normales et celles cancéreuses à partir des cellules circulantes urinaires des 

patients atteints du cancer de la vessie.  

Ensuite, nous avons analysé les échantillons (cellules normales comparées aux cellules 

cancéreuses) de chaque patient. Nous avons trouvé que 4 des 6 paramètres qui sont le nombre 
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des télomères par cellules, l’index de distribution nucléaire des télomères, la distance relative 

des télomères par rapport au centre nucléaire, et le volume nucléaire étaient plus élevés dans 

les cellules cancéreuses que celles normales chez chaque patient. En outre, chez 9 des 10 

patients, les agrégats télomériques étaient aussi plus nombreux dans les cellules cancéreuses 

que dans celles normales. L’élévation de ces différents paramètres est un indicateur d’un degré 

plus élevé de l’instabilité génomique et par conséquent du stade avancé de ces cellules 

tumorales (54).  

Le nombre élevé des télomères est un indicateur d’aneuploïdie. Le changement du nombre de 

copies chromosomiques est caractéristique du cancer de la vessie. En effet, l’augmentation du 

nombre de copies de certains chromosomes a été associée à un mauvais pronostic dans le cancer 

de la vessie (102,105). Nous avons observé une augmentation de l’index de distribution 

nucléaire des télomères chez tous les patients et une élévation de la valeur de cet index a été 

associée à une prolifération excessive des cellules cancéreuses (70,77). Il a été démontré que 

des tumeurs vésicales présentant une prolifération cellulaire accrue est associée à un stade 

pathologique avancé de la maladie (103). L’augmentation du volume nucléaire, le 

pléomorphisme nucléaire, l’irrégularité du contour nucléaire et le relâchement de la chromatine 

étaient des caractéristiques nucléaires des cellules cancéreuses qu’on a observées chez chaque 

patient. Ces différentes caractéristiques attestent que ces cellules étaient de haut grade qui est 

un facteur de mauvais pronostic dans le cancer de la vessie (104). Un autre élément de 

l’altération de l’organisation nucléaire des télomères des cellules cancéreuses vésicales que 

nous avons retrouvé dans cette étude était l’augmentation du nombre d’agrégats télomériques. 

Un nombre élevé d’agrégats télomériques témoigne de réarrangements chromosomiques et 

d’instabilité génomique plus accrue (54,74,101). Dans cette étude, les télomères des cellules 

cancéreuses vésicales avaient une localisation nucléaire plus centrale que celles des cellules 

normales. Très peu d’études ont été faites pour élucider l’impact biologique de la location 

nucléaire des télomères dans les cellules cancéreuses. Il a été quand même suggéré que le 

changement de la position des télomères est associé à des anomalies chromosomiques et à un 

remaniement de l’échafaudage nucléaire (54,68). Enfin, nous avons observé que l’intensité des 

télomères, qui est l’indicateur de la longueur des télomères, était diminuée dans les cellules 

cancéreuses de 7 des 10 patients. Le raccourcissement des télomères a été associé aux stades 

avancés de la néoplasie vésicale et à un mauvais pronostic des patients (81–84).  

Dans cette étude, nous avons aussi fait une analyse statistique, qui n’a jamais été faite 

auparavant, pour déterminer l’hétérogénéité cellulaire à partir de l’évaluation de l’organisation 

nucléaire des télomères. Nous avons comparé les deux catégories de cellules (cancéreuses et 
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normales) en termes d’homogénéité cellulaire. Nous avons constaté que chez 9 des 10 patients, 

les cellules cancéreuses étaient plus hétérogènes, en fonction de la longueur des télomères et de 

leur nombre, que celles normales. Cette hétérogénéité peut évoquer une évolution clonale et 

une instabilité génomique. Cependant, nous devons analyser plusieurs échantillons pour 

pouvoir démontrer cette évolution clonale. Cette nouvelle méthode d’analyse des données 

télogénomiques ouvre des perspectives pour déterminer avec plus de précision des 

caractéristiques des cellules cancéreuses telles que l’évolution clonale, l’instabilité génomique, 

l’expansion tumorale et le processus d’invasion du stroma et des tissus de voisinage. 

Nous n’avons pas pu faire des analyses statistiques pour déterminer la corrélation entre les 

données cliniques et télogénomiques à cause de la petite taille de l’échantillon. Cependant, à 

partir de la description clinique et télogénomique de chaque patient, on peut suggérer qu’il y a 

une tendance vers une association entre le stade avancé du cancer de la vessie et le niveau 

d’altération de l’organisation nucléaire des télomères. Par conséquent, il est essentiel d’étudier 

des échantillons provenant d’un nombre important de patients. Ainsi, cette étude permettra de 

faire des analyses statistiques de corrélation et d’association dans la perspective de découvrir 

des biomarqueurs de diagnostic, de pronostic, prédictif ou de surveillance thérapeutique dans 

le cancer de la vessie. 
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7 CONCLUSION  

 Le cancer de la vessie est un véritable problème de santé publique au Mali. L’acquisition 

d’un biomarqueur pourrait être un tournant décisif dans la prise en charge de cette 

pathologie au Mali et même dans le monde. Les études de l'instabilité génomique et 

d'hétérogénéité génétique sont essentielles pour comprendre l'initiation, l'évolution et la 

progression du cancer. Beaucoup d’auteurs ont utilisé l'analyse 3D des télomères pour 

l’identification et validation de nouveaux marqueurs du cancer. Ils ont également utilisé 

les cellules circulantes pour suivre les changements génétiques acquises au cours de la 

croissance et du développement de la tumeur et pour surveiller la progression d’une 

tumeur et la résistance au traitement. Avec certains avantages et limites, les analyses 3D 

des télomères dans les cellules isolées dans les urines des patients peuvent ajouter une 

valeur prédictive et pronostique importante. Enfin vue le nombre restreint de notre 

échantillon et les résultats obtenus nous pourrions dire qu’il pourrait avoir une corrélation 

entre l'altération de l’organisation des télomères et l’agressivité du cancer de la vessie. 

D’autres études avec des échantillons plus élargies sont nécessaires pour nous éclairer 

plus sur nos résultats obtenus. 
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8 RECOMMANDATIONS 

➢ Aux autorités  

• Renforcer la communication sur le cancer en général en particulier sur le cancer de la 

vessie. 

• Promouvoir la recherche sur le cancer de la vessie. 

• Renforcer les compétences des prestataires des structures sanitaires de premier échelon 

au diagnostic du cancer de la vessie. 

• Lutter efficacement contre la bilharziose urinaire. 

• Encourager les étudiants à aller vers la rechercher en leur offrant un prix de thèse ou 

une bourse. 

• Introduire et développer les tests génétiques comme outils de diagnostic, de pronostic 

et surveillance du cancer. 

➢ Aux personnels soignants 

• Sensibiliser la population sur la nécessité d’une prise en charge rapide face à un des 

symptômes du cancer de la vessie. 

• Rendre disponible les données épidémiologiques, cliniques et biologiques des patients 

atteints du cancer de la vessie. 

• Participer à la recherche sur le cancer de la vessie. 

➢ A la population 

• S’informer sur le cancer de la vessie. 

• Éviter les retards de consultation face aux symptômes évoquant le cancer de la vessie. 

• Réduire les risques liés au cancer de la vessie tels que : le tabagisme, la bilharziose, les 

produits chimiques etc. 
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ANNEXES 

FICHE SIGNALITIQUE 

Nom : Doumbia  

Prénom : Ousmane  

Email : ousbidoum1990@gmail.com 

Pays d’origine : Mali 

Année universitaire : 2020-2021 

Ville de soutenance : Bamako 

Titre de la thèse : Étude de l’Organisation Nucléaire dans les Cellules Circulantes Urinaires 

du Cancer de la Vessie  

Lieu de dépôt : Bibliothèque de la Faculté de Médecine et d’Odontostomatologie (FMOS) de 

Bamako. 

Secteur d’intérêt : Urologie, Oncologie, Biologie moléculaire, Génétique, Recherche 

scientifique. 

Résumé : Le cancer de la vessie est dû à une prolifération excessive de cellules anormales de 

la paroi vésicale. Il est considéré comme le 3ème et le 5ème cancer chez l'homme et la femme, 

respectivement, selon le registre malien des cancers. En 2015, elle était la première cause de 

décès par cancer dans le service d'urologie du CHU-Point G. Le pronostic sombre des patients 

atteints du cancer de la vessie pourrait être dû à la présence de formes agressives, associées à 

une instabilité génomique. Cette instabilité pourrait être déterminée en étudiant l'organisation 

nucléaire télomérique des cellules cancéreuses. 

Objectifs : Étudier l’organisation nucléaire des télomères dans les cellules circulantes urinaires 

des patients souffrant du cancer de la vessie. 

Méthodologie : Les données cliniques ont été collectées à partir des dossiers cliniques des 

patients. Nous avons utilisé des préparations cytologiques à partir de cellules circulantes 

urinaires des patients pour évaluer l’organisation nucléaire des télomères. La technique 3D-

FISH télomères, la microscopique à epifluoresence 3D et le logiciel TeloView d’analyse des 

télomères ont été utilisés pour évaluer l’organisation nucléaires des télomères. Les données 

cliniques et télogénomiques ont fait l’objet d’analyses statistiques.   

Résultats : Nous avons observé que 6 des 10 patients étaient des femmes. Les tranches d’âge 

les plus représentées étaient 40-50 ans et 60-70 ans. L’âge moyen des patients était de 56 ans 

avec des extrêmes de 33 ans et 87 ans. Le carcinome épidermoïde était le type histologique le 
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plus représenté. La médiane de survie des patients était de 90 jours et la majorité des patients 

était décédée au cours des 120 jours après le diagnostic. 

Nous avons mis au point la technique 3D-FISH télomères pour évaluer l’organisation nucléaire 

des télomères à partir de cellules urinaires circulantes. La concentration et le temps de pepsine, 

la température et le temps d’hybridation, et le temps et la température de lavage étaient les 

conditions techniques qui ont été optimisées. 

Nous avons observé que les cellules cancéreuses présentaient plus de télomères et d’agrégats 

télomériques, mais des télomères plus courts que ceux des cellules normales. Les noyaux des 

cellules tumorales étaient deux fois plus grands que ceux des cellules normales. L’indice de 

distribution nucléaires des télomères qui correspond à l’index de prolifération cellulaire était 

aussi deux fois plus élevé dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales. Enfin, 

les télomères des cellules cancéreuses avaient une localisation nucléaire plus centrale que ceux 

des cellules normales. En outre, nous avons constaté que les cellules cancéreuses étaient plus 

hétérogènes que cellules normales. Enfin, nous avons remarqué qu’il y avait une tendance vers 

une association entre le stade avancé du cancer de la vessie et le niveau d’altération de 

l’organisation nucléaire des télomères. 

En conclusion le cancer de la vessie est un véritable problème de santé publique au Mali. 

L’acquisition d’un biomarqueur pourrait être un tournant décisif dans la prise en charge de cette 

pathologie au Mali et même dans le monde. 
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FORMULAIRE DE CONSENTEMENT 
 

 

                                                                                                           
 

 

Consentement de participation à une étude de recherche 

 

IDENTIFICATION 

 

Nom de l’étude : 
Étude de l’Organisation Nucléaire des Télomères dans le Cancer de la 

Vessie  

Étudiant-chercheur responsable de l’étude :  Ousmane Doumbia 

Téléphone :  71607966 /66922460 

 

Nom du participant :  

 

Age :  Sexe :                                                         Contact :  

 

Introduction : 
Vous êtes invité à prendre part à la présente étude de recherche entrant dans le cadre d’une thèse de 

Doctorat en médecine de la Faculté de Médecine, et d’odontostomatologie (FMOS) de l’université de 

Bamako (Mali). 

Nous tenons à ce que vous ayez connaissance des points suivants : 

- La participation à cette étude de recherche est entièrement volontaire. 

-Vous pouvez choisir de ne pas y participer ou vous pouvez vous retirer de l’étude à tout moment; dans 

ce cas, les renseignements vous concernant seront détruits. 

- Vous demeurez libre de ne pas répondre à une question que vous estimez embarrassante. 

- Il se peut que votre participation ne vous procure aucun avantage financier. La recherche peut nous 

apporter des connaissances nous permettant de vous aider et d’aider d’autres personnes dans l’avenir. 

BUT GÉNÉRAL :  

Le but de cette étude consiste à déterminer le désordre génétique dans le cancer de la vessie et le corréler avec le 

pronostic des patients. Cette étude est réalisée dans le cadre d’une thèse de Doctorat en médecine réalisé 

sous la direction du professeur Mahamadou Traore et du Docteur Oumar Samassekou de la faculté de 

médecine et d’odontostomatologie de l’USTTB.  

PROCÉDURE(S) OU TÂCHES DEMANDÉES AU PARTICIPANT : 

Un questionnaire vous sera soumis sur votre maladie et sur vos antécédents personnels et familiaux entre 

autres. Un prélèvement de votre sang périphérique; d’urine et de morceau de tissu après chirurgie qui 

seront pris en charge au cours de la visite au laboratoire de neuroscience du point G. 

    

Des tests génétiques suivants seront réalisés sur les cellules provenant de votre urine; sang et une partie 

de la tumeur qui a servi au diagnostic du cancer: 

-Réaction en chaîne par polymérase (PCR)  

-Séquençage 

- Technique d’hybridation in situ fluorescente 
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Risques et avantages : 
-Lors du remplissage du questionnaire vous pouvez vous sentir mal à l’aise en raison de la difficulté de 

partager des renseignements personnels sur vos antécédents. 

-Lors de la prise de sang il se peut que vous sentiez un léger inconfort et fassiez un bleu au site de 

ponction à l’aiguille. Il existe un faible risque d’évanouissement ou d’infection au niveau de la zone 

d’insertion de l’aiguille. 

-Pour les tests génétiques la confidentialité de toutes les informations génétiques sera assurée. 

Votre participation à cette étude peut ne pas vous procurez un avantage direct, mais peut nous permettre 

d’acquérir des informations susceptibles de nous aider à notre étude de recherche 

 ANONYMAT ET CONFIDENTIALITÉ 

Il est entendu que les renseignements recueillis lors de l’entrevue sont confidentiels et que seuls, le 

responsable de l’étude et son directeur de recherche le professeur Mahamadou Traoré et Docteur Oumar 

Samassekou auront accès aux données de cette étude. Le matériel de recherche ainsi que votre formulaire 

de consentement seront conservés séparément sous clé par l’étudiant-chercheur responsable de l’étude. 

COMPENSATION FINANCIÈRE 

Votre participation à ce projet est offerte gratuitement. Un résumé des résultats de recherche vous sera 

transmis au moment opportun. Ce travail est effectué dans le cadre d’une thèse de doctorat en médecine 

DES QUESTIONS SUR L’ETUDE OU SUR VOS DROITS : 

Vous pouvez contacter l’étudiant-chercheur responsable de l’étude au numéro 71607966/66922460 ou 

ousbidoum1990@gmail.com pour des questions additionnelles.  

Vous pouvez également échanger avec le directeur de recherche Professeur Mahamadou Traore au 

numéro : 66723208 ou sur E-mail seybatraore@yahoo.fr ou avec le Professeur Berthé Honoré J.G au 

66783938 ou berthonore@hotmail.com des conditions dans lesquelles se déroule votre participation 

et de vos droits en tant que participant à cette recherche.  

REMERCIEMENTS 

Votre collaboration est importante à la réalisation de ce projet et nous tenons à vous en remercier par 

avance. 

SIGNATURES  

Je reconnais avoir lu le présent formulaire de consentement libre et éclairé et consens volontairement à 

participer à cette étude de recherche. Je reconnais aussi que le responsable de l’étude a répondu à mes 

questions de manière satisfaisante et que j’ai disposé suffisamment de temps pour réfléchir à ma décision 

de participer. Je comprends que ma participation à cette recherche est totalement volontaire et que je 

peux y mettre fin en tout temps, sans pénalité d’aucune forme ni justification à donner. Il me suffit d’en 

informer le responsable de l’étude. 

 

Signature du participant :  Date  

 

Nom du Témoin : 

 

Signature du Témoin :  Date  

 

Je déclare avoir expliqué le but, la nature, les avantages, les risques de l’étude et avoir répondu au 

meilleur de ma connaissance aux questions posées. 

 

Signature de l’étudiant-chercheur 

responsable de l’étude: 

 Date  

 

  

mailto:ousbidoum1990@gmail.com
mailto:seybatraore@yahoo.fr
mailto:berthonore@hotmail.com
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FICHE D’ENQUETE 

 

Fiche No :                                                                                            Code ID du Patient : 

 

                                            I.  Identité du Patient  

Nom :                                       Prénom :                                                          Age : 

Sexe :                                       Profession :                                                   Ethnie : 

Alphabétisé :     1= Oui       2= Non  

Adresse :                                  Nationalité                                                    Tel : 

Statut Matrimoniale :                                                          Médecin traitant : 

                                                  II. Antécédents 

 Personnels : 

Médicaux : 

Chirurgicaux : 

Gynéco obstétricaux : 

Familiaux : 

Autres : 

                                                   III. Facteurs de Risques 

   Oui = 1 ; Non = 2 ; Pas d’info = 3 

1Tabagisme ………………………………………………………………/…./ 

Sevrage…………………………………………………………………./…./ 

Durée (en année)………………………………………………………./…./ 

Infections urinaires chroniques………………………………………../…./ 

Schistosomiase………………………………………………………./…./ 

Exposition chimique……………………………………………….../…./ 

Nom du Produit : 

Autres : 

                                                   IV. Données Cliniques 

Motif d’Hospitalisation : 

Etat général au moment du diagnostic : 

Hématurie :     1=Terminale, 2=Totale ;   3=Initiale  

Dysurie :                           1=Oui    2=Non 

Douleur sus Pubienne :     1=Oui    2= Non 

Lombalgie :                       1= Oui   2=Non 
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Rétention Aigue d’Urine : 1=Oui    2=Non 

Rétention Chronique d’Urine : 1=Oui    2=Non 

Pollakiurie :                       1=Oui    2=Non 

Brulure mictionnelle :       1=Oui     2=Non 

Douleur osseuse :              1=Oui     2=Non 

Adénopathie :                    1=Oui     2=Non 

Stade de la Maladie : 

Aspect de l’urine : 

Diagnostic principal : 

                                            V. Données Paracliniques  

                                                        NFS à l’entrée :  

Globules R Hémoglobine CCMHVGM Globules B Plaquettes Lymphocytes 

       

Créatininémie : 

Acide Urique : 

Urée : 

ECBU + Antibiogramme : 

Bandelettes urinaires : 1= Hématurie, 2= leucocytes, 3= protéinurie, 4=pH…. 

Présence de granulome bilharzien : 

Les types de prélèvements : …………………………………………………………/... / 

1= cystectomie totale ; 2= cystectomie partielle ; 3= copeaux de résection ; 4= biopsie 

Date de la biopsie :  

Aspects macroscopiques : ………………. ……………………………………………../…/ 

1= polypoïde ; 2= Bourgeonnante ; 3= papillaire ; 3= Autres à préciser 

Type histologique : ……………………………………………………………………/…. / 

1= Carcinome urothélial ; 2= Carcinome épidermoïde ; 3= Adénocarcinome ; 4= Carcinome 

indifférencié 

Présence de métastase ou l’invasion locale : 

 Résultat de la cystoscopie : 

Résultat de l’échographie : 

Résultat de l’Uroscanner : 

Type de traitement médical : 

Type de chirurgie : 

Date de l’intervention : 
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                                             VI. Données des télomères 

Nombre moyen de signaux de télomères par cellule 

Intensité télomérique par cellule : 

Nombre moyen d'agrégats par cellule : 

Moyenne du volume nucléaire par cellule : 

Indice de distribution nucléaire des télomères : 

Distance moyenne des télomères du centre nucléaire : 
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SCRIPT D’ANALYSE DE L’HETEROGENEITE CELLULAIRE 

➢ Objectif : 

L’objectif de ce script est de calculer l’index d’hétérogénéité cellulaire à partir de données de 

l’intensité télomérique, du nombre de télomères et du coefficient de variation de l’intensité 

télomérique. Ces données ont été générée à partir de l’étude de Mr Ousmane Doumbia.   

➢ Méthodologie : 

Auteur : Modibo K Goita  

Date :22-Fevrier-2021 

Langage de programmation utilisée : Python (version 3.9) 

Integrated Development Environment (IDE) utilize: Pycharm (version 2021.1.1) 

➢ Packages Utilisés : 

Pandas : Offres des structures de donnée qui permettent de manipuler les données. Ici nous 

l’avons utilisé pour filtrer en fonction des patients et de type cellulaire. Site web officiel 

SciPy : Est un librairie Python, gratuit et très populaire utilisé dans l’ingénierie de 

l’informatique. Contient plusieurs modules notamment Stats (scipy.stats) qui contient les 

fonctions statistiques dont zscore pour normaliser les donnée d’un échantillon formule : 𝑧 =

(𝑥𝑖 − 𝜇)/𝜎  où xi = valeur observer, µ = moyenne de l’échantillon et 𝜎 =

𝑙𝑎 𝑑𝑒𝑣𝑖𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 𝑑𝑒 𝑙′é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛(𝑙′é𝑐𝑎𝑟𝑡 − 𝑡𝑦𝑝𝑒) Site officiel 

Csv : Une librairie native de Python pour la création, la modification des fichiers de type csv 

(séparateur des valeurs par virgule)  

Itertools : Module native de python qui permet aussi la manipulation des données, notamment 

ici utilisé pour générer des combinaisons de point, et à changer de type cellulaire en fonction 

de l’identifiant d’un patient dans les conditions de loop for. Documentation 

Math : Aussi un package natif de python qui contient toutes les fonctions mathématiques ; ici 

la fonction racine carrée a été pour calculer les distance formule :  

𝑑𝑖𝑠𝑡2𝐷 =  √(𝑥2 − 𝑥1)2 + (𝑦2 − 𝑦1)2 ,      𝑑𝑖𝑠𝑡3𝐷 = √(𝑥2 − 𝑥1)2 + (𝑦2 − 𝑦1)2 + (𝑧2 − 𝑧1)2  

➢ Organisation du script : 

Le script contient deux principales fonctions : 

1- Fonction normal_data : 

● Filtre le fichier csv des donnée brute (Cell_data) par patient en fonction de type 

cellulaire (Cellule normales, Cellule pathologique) ; 

● A partir du filtre les données sont normalisé (signifie l'ajustement des valeurs 

mesurées sur différentes échelles à une échelle théoriquement commune), et 

https://pandas.pydata.org/
https://www.scipy.org/
https://docs.python.org/3/library/itertools.html
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stocké dans un fichier csv appelé Cell_Data_normal.csv qui sera utilisé par la 

seconde fonction pour calculer les distances 

2- Fonction distance_calc : 

● Filtre le fichier csv Cell_Data_normal.csv par patient 

● Génère une combinaison de point de coordonnée x, y puis x, y et z entre chaque 

variable 

● La distance est calculée entre chaque point x et y (distance 2D) puis x, y et z 

(distance 3D) 

● Le résultat est stocké dans un fichier csv appelé Distance. 

NB : Apres la normalisation, si nous la moyenne de l’échantillon (M1+M2+……+M10 /10) =0 

et la déviation standard =1. 

 

➢ Script 

Import pandas as pd 

import os 

from scipy.stats import zscore 

import csv 

import itertools 

from math import sqrt 

 

""" 

 Ce script a pour objectif de normaliser les données brute indepandemment du type cellulaire 

 En générant un fichier csv nommé Cell_data_normal.csv à la fin qui sera utilisé par la suite 

 pour calculer les distance.  

 Les packages utilisées sont:  pandas et itertools doivent être installer si c'est déja fait 

 Avec le pronpt shell faite pip install pandas pour install pandas 

 et pip install itertools pour installer itertools 

 

 Auteurs Modibo K Goita 

 Date 22/2/2021 

 

""" 

 

id_patient = ["P1", "P2", "P3", "P4", "P5", "P6", "P7", "P8", "P9", "P10"] 
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cell_type = ["Cellules normales", "Cellules pathologiques"] 

headerlist = ['Patient', 'Cell_type', 'Intesites_telomerique', 'Signaux_telomerique', 

'Variation_intensites'] 

headerlist1 = ['Patient', 'Cell_type', 'Distance_2d', 'Distance_3d'] 

couple_point = [] 

 

# Definitions des fonctions 

 

def normalize_csv(file): 

    '''Fonction pour créer un ficher csv qui contiendra les données normalisé''' 

    with open(file, 'w', newline='') as f: 

        writer = csv.DictWriter(f, fieldnames=headerlist) 

        writer.writeheader() 

    return None 

 

 

def distance_csv(file): 

    '''Fonction pour créer un ficher csv qui contiendra les distances''' 

    with open(file, 'w', newline='') as f: 

        writer = csv.DictWriter(f, fieldnames=headerlist1) 

        writer.writeheader() 

    return None 

 

 

def dist_d2(x1, x2, y1, y2): 

    """ Fonction de calcule de la distance 2 dimension""" 

    d2_dist = sqrt((x2 - x1)**2 + (y2 - y1)**2) 

    return d2_dist 

 

 

def dist_d3(x1, x2, y1, y2, z1, z2): 

    """ Fonction de calcule de la distance 3 dimension""" 

    d3_dist = sqrt((x2 - x1)**2 + (y2 - y1)**2 + (z2 - z1)**2) 

    return d3_dist 
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normalize_csv('Cell_Data_normal.csv') 

distance_csv('Distance.csv') 

 

'''' 

La fonction ci-dessous permet le filtrage  et la normalisation de: Intensites telomeriques,  

Nombre de Signaux telomeriques et la Variation de  l'intensites telomeriques. La sortie est un 

fichier 

cvs du nom de Cell_Data_normal.csv qui sera par la suite utilisé pour calculer les distance 

''' 

 

def normal_data(id_patient, cell_type, file): 

    data = pd.read_table(file, sep=',', decimal='.') 

    data_short = data.loc[(data['Patients'] == id_patient) & (data['Type_cellulaire'] == 

cell_type), :] 

    zcr_intensite = list(zscore(data_short['Intensites_telomeriques'][:])) 

    zcr_signaux = list(zscore(data_short['Signaux_telomeriques'][:])) 

    zcr_variation = list(zscore(data_short['Variation_intensites_telomeriques'][:])) 

    with open('Cell_Data_normal.csv', "a", newline='') as file: 

        write = csv.writer(file) 

        for (m, n, k) in zip(zcr_intensite, zcr_signaux, zcr_variation): 

            write.writerow([id_patient, cell_type, m, n, k]) 

    return None 

 

 

# La fonction pour le calcule des distances 

 

def distance_calc(id_patient1, cell_type1, file): 

    data = pd.read_table(file, sep=',', decimal='.') 

    short_file = data.loc[(data['Patient'] == id_patient1) & (data['Cell_type'] == cell_type1), :] 

    nombre_telomerique = list(short_file['Signaux_telomerique'][:]) 

    itensite_moy = list(short_file['Intesites_telomerique'][:]) 

    variation = list(short_file['Variation_intensites'][:]) 
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    # Génération de combinaison entre les points 

    for x, y, z in zip(nombre_telomerique, itensite_moy, variation): 

        couple_point.append(list([x, y, z])) 

 

    all_comb = list(itertools.combinations(couple_point, 2)) 

 

    # Calcule de distance entre chaque points 

    for k in all_comb: 

        pt1, pt2 = k[0], k[1] 

        x1, y1, z1 = pt1[0], pt1[1], pt1[2] 

        x2, y2, z2 = pt2[0], pt2[1], pt2[2] 

        distance_2d = dist_d2(x1, x2, y1, y2) 

        distance_3d = dist_d3(x1, x2, y1, y2, z1, z2) 

        # le nom du fichier ici doit être le même que vous avez donné en haut 

        with open('Distance.csv', "a", newline='') as file: 

            write = csv.writer(file) 

            write.writerow([id_patient1, cell_type1, distance_2d, distance_3d]) 

    couple_point.clear() 

    return None 

 

 

# Appel à la fonction dans un loop for pour permuter les id_patient et type cellulaire 

# le nom du fichier dans la fonction depend du nom de votre fichier qui contient les données 

for i, j in itertools.product(id_patient, cell_type): 

    normal_data(i, j, 'Cell_Data.csv') 

 

# Appel à la fonction dans un loop for pour permuter les id_patient et type cellulaire 

# Ici on ne change pas le nom du fichier csv 

for i, j in itertools.product(id_patient, cell_type): 

    distance_calc(i, j, 'Cell_Data_normal.csv') 

 

 

os.remove("Cell_Data_normal.csv") 
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SERMENT D’HYPPOCRATE 

En présence des maîtres de cette faculté, de mes chers condisciples, devant l’effigie 

d’Hippocrate, je promets et je jure au nom de l’être suprême d’être fidèle aux lois de 

l’honneur et de la probité dans l’exercice de la médecine. 

 Je donnerai mes soins gratuits à l’indigent et n’exigerai jamais un salaire au-dessus de 

mon travail, je ne participerai à aucun partage clandestin d’honoraires. 

 Admis à l’intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira 

les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas à corrompre les mœurs ni à 

favoriser le crime. 

 Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de race, de parti ou de 

classe sociale viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient. Je garderai le respect 

absolu de la vie humaine dès la conception. 

 Même sous la menace, je n’admettrai pas de faire usage de mes connaissances médicales 

contre les lois de l’humanité.  

Respectueux et reconnaissant envers mes maîtres, je rendrai à leurs enfants l’instruction 

que j’ai reçu de leurs pères.  

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses. Que je sois 

couvert d’opprobre et méprisé de mes confrères si j’y manque. 

Je le jure ! 

 

 

 


