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INTRODUCTION

|. Généralités

I.1 Epidémiologie

Le cancer bronchique est la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde

(1). En France il représente le deuxieme cancer le plus fréquent chez I'lhomme, et le

troisieme chez la femme. Il s’agit de la premiére cause de décés par cancer chez ’lhomme et

de la troisieme chez la femme (annexe 1).

Comme dans le reste du monde la prévalence et la mortalité diminuent chez

I’'hnomme alors qu’elles augmentent chez la femme (2), (3).

Figure IV-1

Evolution par périodes de cing ans de la mortalité des cancers ayant les
taux les plus élevés chez I’homme entre les périodes 1983-87 et 2003-07.

Projections pour l’année 2010
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Figure 1: mortalité par cancer chez I'hnomme (3)
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Figure IV-2 Evolution par periodes de cing ans de la mortalité des cancers ayant les
taux les plus élevés chez la femme entre les périodes 1983-87 et 2003-07.
Projections pour l'année 2010
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Figure 2: mortalité par cancer chez la femme (3)

1.2 Histologie

Les carcinomes bronchiques se divisent en deux grands groupes : les carcinomes
bronchiques a petites cellules (CBPC) et les carcinomes bronchiques non a petites cellules

(CBNPC).

Parmi les CBNPC, on distingue les carcinomes épidermoides et les adénocarcinomes.
Historiguement, les carcinomes épidermoides étaient les plus fréquents mais ils ont été
supplantés par les adénocarcinomes, en raison semble-t-il de la modification des habitudes

tabagiques (1).

En 2011 une nouvelle classification histologique des adénocarcinomes a été proposée
par I'lASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) afin d’harmoniser la
terminologie et de supprimer le vaste groupe des adénocarcinomes de sous type mixte de la

classification OMS (Organisation Mondiale de la Santé) 2004 (4).

Le terme bronchioloalvéolaire est supprimé pour étre remplacé par le terme

Iépidique. L’ancien carcinome bronchioloalvéolaire (BAC) devient adénocarcinome in situ, et
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I'entité anciennement dénommée BAC a invasion minime devient adénocarcinome a

invasion minime. Dans leur définition ces deux Iésions mesurent moins de 3 cm.

Enfin les adénocarcinomes infiltrants sont désormais classés selon leur architecture

prédominante en 5 catégories: a prédominance Iépidique, acineux, papillaire,

micropapillaire et solide.

On reconnait également dans cette classification différentes variantes

d’adénocarcinomes infiltrants : mucineux, colloide, foetal, et entérique.

TABLE 1. ASLC/ATS/ERS Classification of Lung
Adenocarcinoma in Resection Specimens

Preinvasive lesions
Atypical adenomatous hyperplasia
Adenocarcinoma i situ (=3 cm formerly BAC)
Nonmucinous
Mucinous
Mixed mucinous/nonmucinous

Minimally invasive adenocarcinoma (=3 cm lepidic predominant tumor
with =5 mm nvasion)

Nonmucimous
Mucinous
Mixed mucinous/nonmucinous
Invasive adenocarcinoma
Leprdic predominant (formerly nonmucinous BAC pattern, with =5 mm
mvasion)
Acinar predominant
Papillary predominant
Micropapillary predominant
Solid predomimant with mucin production
Variants of invasive adenocarcmoma
Invasive mucinous adenocarcinoma (formerly mucinous BAC)
Caollowd
Fetal (low and high grade)
Enteric

BAC, bronchioloalveolar carcmoma; IASLC, Intermational Association for the
Study of Lung Cancer, ATS, American Thomacic Soviely; ERS, Huropean Respiratory
Society,

Figure 3: classification IASLC des adénocarcinomes
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[.3 Stade TNM

La classification actuellement utilisée est celle proposée par I’AJCC (American Joint
Committee on Cancer) en 2009 et reprise dans la 7°™ &dition TNM de I'UICC (Union for
Internationnal Cancer Control). Cette édition a profondément modifié la classification TNM
des cancers bronchiques afin de mieux corréler chaque sous-groupe T, N et M a la survie

globale (5) (annexe 2 et 3).
I.4 Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques les plus classiqguement admis dans le carcinome

bronchique sont I'age, le sexe, le performance-status et le stade TNM.

La nouvelle classification IASLC introduit un nouveau facteur pronostique,
notamment pour les adénocarcinomes de stade |: le sous-type histologique des
adénocarcinomes. La plupart des études s’accordent pour définir 3 groupes pronostiques en

fonction notamment du risque de survenue des métastases et de la survie (6)(7)(8)(9).

Le groupe «bas grade» regroupe les adénocarcinomes in situ et les
adénocarcinomes a invasion minime. Ces deux entités ont une survie globale et une survie

sans récidive a 5 ans proches de 100% (7)(10).

L’adénocarcinome a prédominance |Iépidique, avec une survie a 5 ans proche de 90%,

est soit classé dans le groupe « bas grade » soit dans le groupe « grade intermédiaire ».

Le groupe « grade intermédiaire » regroupe les adénocarcinomes d’architecture

acineuse et papillaire avec une survie a 5 ans aux alentours de 70 % (7).

Enfin, le groupe « haut grade » regroupe les adénocarcinomes d’architecture solide

et micropapillaire.
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ll. HuR (ou ELAV-likel)

II.1 La protéine

HuR est une protéine de 36kDa, dont le géne est situé sur le chromosome 19 (11), qui
appartient a la famille des protéines ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision) décrite par
analogie avec le géne Elav de la mouche drosophile. Cette famille protéique comporte
également les protéines HuB, HuC, HuD. Chez 'homme ces dernieres protéines sont
présentes dans les noyaux des neurones matures et sont impliquées dans
I’encéphalomyélite paranéoplasique et la neuropathie sensorielle paranéoplasique. HuR est

quant a elle exprimée de fagon ubiquitaire (12).
I1.2. Sa fonction

HuR est une protéine de liaison a I’ARN (acide ribonucléique) Ces protéines sont
dénommées RBP (RNA Binding Protein). Les RBP sont impliquées dans la maturation et la
stabilisation des ARNm (ARN messagers). Elles ont en commun de posséder des domaines de
liaison a ’ARN appelés RRM (RNA Recognition Motif). Ces domaines se lient aux ARNs simple
brin. lls contiennent environ 90 acides aminés et sont souvent présents plusieurs fois au sein
d’une méme protéine. Plus d’une trentaine de motifs différents ont été décrits (13)(14). HuR
possede trois RRM, qui reconnaissent spécifiquement des séquences d’ARN riche en

adénosine et en uracile (AREs) situées dans la région 3’ de nombreux ARNm (15)(16).
I1.3. Sa localisation

HuR est de localisation essentiellement nucléaire. Cependant sa capacité a stabiliser
et/ou a moduler la traduction de nombreux ARNm est étroitement liée a sa translocation
dans le cytoplasme (17). Ce transport a travers la membrane nucléaire est sous la
dépendance du domaine HNS (HuR Nuclear Shuttling) (18). L’activation de ce domaine
dépend d’une grande variété de stimuli aussi bien endogenes qu’exogenes (19), qui
aboutissent a des modifications post traductionnelles de HuR, telles que la phosphorylation,

I’acétylation ou la méthylation (19)(20).

La méthylation de HuR est sous la dépendance de CARM-1 (Coactivator-Associated

Arginine Methyltransferase 1), une arginine méthyl-transférase, qui agit principalement sur
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I'arginine en position 217 (20). Cette arginine est située au niveau du domaine HNS entre les

domaines RRM1 et RRM2.

Ser 100 Arg 217
Ser 88 Thr 118 Ser 202

| 1 | |

RRM1 RRM2 HR RRM3
119 106 103 | 189 | 245 I 3z
Ser 158 Ser 221 .. Ser31§
Ser 221

205 RRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGYNVP 237
Figure 4: les différents domaines de HuR (19)

Les conséquences de la méthylation de HuR et les éventuelles modifications de
fonction qu’elle pourrait entrainer sont a ce jour mal connues, méme si le fait que I'arginine
méthylée se situe dans le domaine HNS suggére une modification dans le passage de HuR a
travers la membrane nucléaire. Ainsi la méthylation de HuR pourrait favoriser son passage

dans le cytoplasme et /ou inhiber sa réintroduction dans le noyau (19).
I.4. Ses genes cibles

Parmi les ARNm possédant des séquences ARE, qui sont les cibles potentielles de

HuR, nombreux sont ceux impliqués dans la cancérogénese (21).
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Figure 5: les génes cibles de HuR (21)

En effet, il a été démontré que HuR avantage I'expression de génes codant pour des
protéines qui augmentent la prolifération (EGF, Fos, Myc, cyclines, etc..), inhibent I'apoptose
(PRoTalpha), favorisent I'angiogenése (VEGF, HIFlalpha), réduisent la réponse immunitaire

(TGFBeta, galectine 1) et facilitent I'invasion cellulaire (MMP9, uPA).
I1.5. HuR et cancers

Dans une étude portant sur 182 tumeurs d’origine gastrique, pulmonaire, colique,
thyroidienne et rénale, I'expression de la protéine HuR a été analysée par marquage
immunohistochimique (22). Il ressort de cette étude que le niveau d’expression de la
protéine HuUR est largement augmenté dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus non
tumoraux. La protéine HuR est principalement retrouvée dans le noyau, de maniere faible a
modérée, dans les tissus non tumoraux. A l'inverse, dans les tissus tumoraux le taux de

protéine HuR est fortement augmenté avec une présence accrue dans le cytoplasme (22).

Des études récentes ont recherché dans différents cancers des corrélations possibles
entre le niveau d’'HuR dans les tissus et le grade de la tumeur mais aussi la possible valeur

diagnostique, pronostique et thérapeutique de la protéine. Ainsi, 'augmentation du niveau

30



de la protéine HuR dans le cytoplasme est associée a des tumeurs de haut grade, de grande
taille et présentant une activité mitotique importante dans le cancer du sein (23)(24), les
carcinomes ovariens (25), les mésothéliomes (26), le cancer de la prostate (27), les
carcinomes épidermoides laryngés (28). Une étude réalisée sur les carcinomes ovariens a
également montré que l'augmentation du niveau d’HuR nucléaire était associée a des

tumeurs de haut grade et a un mauvais pronostic (29).

D’aprés nos connaissances, une seule étude a analysé I'expression de méthyl-HuR
dans les tissus tumoraux humains. Vasquez-Chantada et al. ont étudié le role de HuR et
méthyl-Hur durant la dédifférenciation hépatique aboutissant a des carcinomes
hépatocellulaires. Il apparait dans cette étude que le taux de méthyl-Hur est fortement

diminué dans les tissus tumoraux (30).

En 2003, Blaxall et al. ont mis évidence une surexpression cytoplasmique de HuR
dans des tumeurs pulmonaires induites chez la souris ainsi que dans des lignées cellulaires a

croissance rapide (31).

Par la suite dans une série portant sur 81 CBNPC, Wang et al. ont démontré une
association entre la surexpression cytoplasmique de Hur et un risque plus élevé d'extension
métastatique ganglionnaire (32)(33). La méme équipe a réalisé en 2011 une étude portant
sur 132 patients opérés de CBNPC, parmi lesquels 74 carcinomes épidermoides et 50
adénocarcinomes, de stades |, Il et Ill. L'expression de HuR a fait I'objet d'une évaluation
semi-quantitative, a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules tumorales, pour
aboutir a la classification des tumeurs en deux groupes: marquage négatif/faible vs
marquage modéré/intense. Cette étude a mis en évidence, en analyse univariée, une
corrélation entre I'expression cytoplasmique de HuR et, a la fois la survie globale et la survie
sans récidive. En analyse multivariée, I'expression cytoplasmique de HuR ressort comme un

facteur pronostique aux cotés du stade (33).

Plus récemment Lauriola et al. sont parvenus a des conclusions similaires en étudiant
54 adénocarcinomes de stade | et Il. Il ressort de cette étude que |'expression cytoplasmique
de HuR est non seulement corrélée a la survie mais également au risque métastatique. Enfin,
c'est ici un faible rapport entre I'expression nucléaire et |'expression cytoplasmique de HuR

qui apparait comme un facteur de mauvais pronostic (34).
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En revanche, Kim et al. sur une série de 244 patients dont 151 carcinomes
épidermoides et 93 adénocarcinomes, en utilisant également une évaluation semi-
quantitative du niveau d'expression de HuR, ne sont pas parvenus a mettre en évidence de

lien statistiquement significatif entre Hur et la survie (35).

. Ki-67 et MCM6

.1 Ki-67

Ki-67 est une protéine non histone exprimée lors de la fin de la phase G1, et des
phases S, G2 et M du cycle cellulaire et dont la quantité augmente tout au long de ce cycle
(36)(37).

Phase S :
réplication de 'ADN _

Phase G2 :
croissance, préparation
de 1a mitose

| PhaseGl:
croissance, préparation de\
1a réplication N

Stade Go:
hors du cycle cellulaire

Figure 6: schéma du cycle cellulaire d’aprés http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/

Son expression uniqguement par les cellules en cycle (hors GO) en fait un marqueur
reconnu d’estimation de la prolifération des tumeurs (38), et est corrélée dans certaines

études a I'évolution clinique.

Ainsi, le niveau de marquage par Ki67 intervient dans le grade des tumeurs
endocrines digestives selon I'OMS 2010 (39) et devient un argument décisionnel important
dans les prises en charge des adénocarcinomes mammaires, notamment de grade SBR Il

(Scarff Bloom and Richardson) (40).
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Dans les carcinomes bronchiques, de nombreuses études ont tenté de démontrer le
role pronostique du nombre de cellules tumorales marquées par I'anticorps anti-Ki67. Les
résultats sont divergents (41) : sur les 29 études intéressant des CBNPC, 10 ne montraient
pas de lien statistique entre le nombre de cellules tumorales marquées par Ki-67 et un
mauvais pronostic. En revanche la méta-analyse réalisée a partir des 16 études éligibles

retrouvait une association significative entre Ki67 et mauvais pronostic.

Cagini, 2000 Q
Damico, 1999

Demarchi, 2000 ——
Fontanini, 1996 e
Harpole, 1995 -
Hayashi Adeno, 1993 _——
Hayashi Squamous, 1993 ==
Hommura, 2000 [ S —
Ishida, 1997 -
Mehdi, 1998 —B—
Minami, 2002
Nguyen, 2000 —
Pence, 1993 ——————
Puaglisi, 2001 !—Q:—4
Shiba, 2000
Tsoli, 2001 D—D—%—G
vande Vaart, 2000 —
.’
0.0 25 5.0 75 10.0

Results of the meta-analysis with all NSCLC studies. A hazard ratio (HR)>1 implies a worse sarvival for the group with no increased
Ki-67 expression. The square size is proportional to the number of patients included in each study. The centre of the lozenge gives the
combined HR for the meta-analysis and its extremities the 5% confidence interval.

Figure 7: résultat de la méta-analyse sur les 16 études éligibles (41)

1.2 MCM6

MCM 6 (MiniChromosome Maintenance Protein 6) est une protéine indispensable a
la réplication cellulaire. Elle appartient au complexe MCM qui comprend 6 protéines (MCM?2
a MCM?7) et qui fait lui-méme partie du complexe pré-réplicatif. Ce complexe MCM a une
activité hélicase et intervient au début de la phase S du cycle cellulaire, lors des étapes
d’initiation et d’élongation. Comme Ki-67, MCM6 est exprimée dans les phases G1, S, G2 et

M du cycle cellulaire, mais avec une expression plus précoce au cours de G1 que la protéine
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Ki-67, permettant ainsi d’obtenir un marquage d’une proportion plus importante de cellules

en cycle.

Prereplication Complex
r 1

Helicase Loader Helicase
r Y G1 phase

Cdcé Cdtl Mcm(2-7)

S phase

Origin of
Bidirectional Replication

Figure 8 : complexe pré-réplicatif (42).

De par leur implication dans la prolifération cellulaire, les protéines du complexe
MCM on fait 'objet de nombreuses études cherchant a déterminer un éventuel role
pronostique dans I'évolution des tumeurs (43)(44)(45)(46). Nous avons par exemple
démontré dans les méningiomes une forte corrélation entre I'expression de MCM6 et le
grade histologique ainsi que la survie sans récidive (47). Dans les CBNPC, seule la protéine
MCM 7 a été identifiée comme un marqueur de mauvais pronostic, chez des patients atteint
d’adénocarcinomes classés pT1l (46). Dans cette étude un grand nombre de cellules
marquées par MCM7 a un impact sur la survie globale, sans corrélation au stade TNM. Il n’y

a pas a notre connaissance d’étude portant sur MCM6 dans les cancers du poumon.
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IV. Les micro-ARNs (miARNSs)

IV.l Role et mode d’action des miARNSs

Les micro-ARNs sont de courts ARN simple brin, d’environ 22 nucléotides, qui ont un
role de régulateur post-transcriptionnel. lls interagissent avec certains ARNm cibles via la

reconnaissance d’une séquence complémentaire.

La plupart des micro-ARNs régulent négativement I'expression de leurs génes soit par

la dégradation de I'ARNm soit en inhibant leur traduction en protéines.

Avant d’étre actifs sous leur forme mature les micro-ARNs subissent de multiples
étapes. Les molécules précurseurs qui sont codées par les genes des miARNs sont beaucoup
plus longues que le miARN mature. Deux ribonucléases, Drosha et Dicer, traitent le transcrit
primaire (ou pri-miARN) pour générer un miARN mature. Les transcrits primaires
comportent environ 70 nucléotides et contiennent une ou plusieurs structures « tige-
boucle ». Ces structures sont constituées par complémentarité de bases entre la premiéere
moitié et la deuxieme moitié de sa séquence. La ribonucléase Drosha excise la structure
« tige-boucle » pour former le précurseur, un pré-miARN. Apres l'exportation dans le
cytoplasme, le pré-miARN est clivé par la ribonucléase Dicer pour générer un ARN double
brin. Aprés détorsion, un des brins d’ARN devient le miARN mature simple brin alors que

I'autre brin est dégradé.

La séquence complémentaire des miARNs est généralement située sur I'extrémité
3’UTR des ARNSs cibles. Afin d’effectuer son activité régulatrice, le miARN doit étre intégré au

complexe RISC (RNA-induced silencing complex).
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Figure 9: genése des micro-ARNs(48)
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Certains de ces micro-ARNs ayant une activité oncogénique sont dénommés

« oncomiRs » (49). D’autres en revanche auraient un role suppresseur de tumeur.

D’une maniere générale une baisse globale du niveau des miARNs a été observée

dans les tissus tumoraux humains par rapport aux tissus non tumoraux correspondants (50).

Dans les carcinomes bronchiques de multiples études ont permis I'identification de

plusieurs micro-ARNs dont le niveau d’expression est soit augmenté soit diminué (51).

IV.2 MiR et HuR

HuR est un gene cible potentiel de deux micro-ARNs, entre autres, miR 16 et miR 519.
Les données de la littérature suggérent que miR 16 régulerait négativement I'expression de
HuR dans les carcinomes mammaires (52). MiR 519 diminue la prolifération tumorale et la
croissance tumorale en réduisant le niveau d’expression de la protéine HuR, sans
modification du taux d’ARNm de HuR(53)(54). De plus un niveau d’expression de miR 16
dérégulé dans le tissu tumoral par comparaison au tissu sain a été démontré comme étant

un facteur de mauvais pronostic dans les CBNPC (55).
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OBIJECTIFS DE L'ETUDE

L’objectif principal de I’étude est de rechercher une surexpression de HuR dans les

cellules tumorales de CBNPC et de déterminer s’il s’agit d’un facteur pronostique.

Les objectifs secondaires sont :

- étudier la distribution et le niveau d’expression de méthyl-HuR

- déterminer s’il existe une corrélation entre I'expression de HuR et les marqueurs de

prolifération Ki-67 et MCM6.

- déterminer le niveau d’expression des micro-ARNs miR16 et miR519 dans les tissus

tumoraux, et déterminer s'il existe une corrélation avec I'expression de HuR.
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MATERIEL ET METHODES

I. Population

190 patients opérés entre 2005 et 2007 d’adénocarcinomes et de carcinomes
épidermoides bronchiques au Centre Hospitalier Universitaire de Nancy ont été inclus de
facon consécutive. Les données cliniques et pathologiques ont été extraites des données
recueillies par le Centre de Ressource Biologique (CRB) au sein de la cohorte « Cancers
bronchiques et mésothéliomes pleuraux » et complétées si besoin. Parmi ces patients on
dénombre 122 adénocarcinomes et 68 carcinomes épidermoides. Les patients ont tous subit
une résection chirurgicale carcinologique associée a un curage hilaire et médiastinal. Aucun
des patients n’avait recu de chimiothérapie néoadjuvante. L’age moyen lors de la chirurgie
est de 62 ans. Le sous type histologique des adénocarcinomes a été déterminé selon la
classification IASLC proposée en 2010. Le stade TNM a été défini d’apres 7éme édition de la

classification TNM.

[l. Etude immunohistochimique de I'’expression de HuR, méthyl-Hur, Ki67 et MCM6

I1.1 Principe et protocole

Le but des techniques immunohistochimiques est la mise en évidence de protéines
par une reconnaissance antigene-anticorps. On utilise pour cela un anticorps primaire puis
un systeme de révélation reposant sur le systéme Flex + Envision (Dako), sur I'automate

DakoAutostainer Plus (Dako).

L'antigéne au niveau du tissu est détecté par un anticorps primaire de lapin, de
souris ou de chevre. Pour amplifier le signal celui-ci se lie a un anticorps secondaire anti-
lapin ou anti-souris (LINKER). Dans le cas d’un anticorps de chévre une étape supplémentaire
avec un anticorps secondaire anti-chévre produit chez le lapin (Dako) est nécessaire. Ce
dernier se fixe a un polymere composé d’un dextrane lié a des anticorps de chévre se fixant
aux immunoglobulines de lapin ou de souris et a de multiples molécules de peroxydase

(Envision FLEX/HRP). Le montage est ensuite révélé par un systéme chromogéne-substrat
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avec I'ajout de peroxyde d’hydrogéne et de diaminobenzidine (DAB). Le protocole complet

est disponible en annexe 4.
[1.2 Anticorps utilisés

Les anticorps suivants ont été utilisés lors de I'analyse immunohistochimique :

Tableau 1: dilution des anticorps primaires utilisés en immunohistochimie

protéine clone fournisseur dilution
Monoclonal, souris, Santa Cruz
HUR 19F12 Biotechnology 1/400
METHYL HUR Polyclonal, lapin Anticorps « maison » 1/2000
. Monoclonal, souris,
Ki-67 MIB 1 Dako 1/200
Polyclonal, chévre, N- | Santa Cruz
MCM 1
cMé 19 Biotechnology /800
I1.3 Analyse

Ki-67 et MCM6

Le nombre de cellules tumorales marquées par Ki-67 et MCM6 a été établi sur 500

cellules par 2 observateurs, de fagcon indépendante, dans la méme zone de la lame

correspondant a la zone de plus fort marquage.

HuR

Pour HuR, l'intensité de marquage a été évaluée de fagon semi-quantitative, avec un

score de 0 a 300. L’ensemble de la lame a été étudié.

Un score nucléaire et un score cytoplasmique ont été établis de facon différenciée

dans le parenchyme sain adjacent et dans la tumeur. L’intensité de marquage a été alors

définie comme suit: 0 =pas de marquage, 1=marquage faible, 2 =marquage modéré, et

3=marquage fort. Ce score a ensuite été multiplié¢ par le pourcentage de cellules

correspondant.

Le score du parenchyme sain a été évalué au sein de |'épithélium bronchique.
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MéthylHuR

L’évaluation de I'expression de méthyl-HuR a été basée sur le méme principe, en
définissant exclusivement un score cytoplasmique (marquage nucléaire dans tous les cas

absent ou trés faible).

[ll. Etude en Western-Blot de HuR et méthyl-HuR

l11.1 Extraction des protéines

Les protéines cytoplasmiques et nucléaires ont été extraites a partir de matériel
congelé a -80°C, en utilisant une combinaison de tampon de lyse et de broyage mécanique.
Les tampons de lyse ont une concentration en sels différentes selon que I'on souhaite
extraire les protéines du cytoplasme ou du noyau. L’ensemble des étapes doit étre réalisé
sur la glace. Pour chaque cas, nous avons extrait des protéines de tissu tumoral et de
parenchyme sain adjacent, aprés contréle extemporané de la bonne qualité des

prélevements. Le protocole d’extraction est détaillé en annexe 5.
[1l.2 Dosage des protéines

Le dosage a été réalisé par technique fluorométrique (Qubit® Fluorometer, Life

Technologies TM) selon les recommandations du fournisseur.
[11.3 Western-Blot

Les protéines sont déposées puis séparées en fonction de leur poids moléculaire sur
un gel SDS-Page a 10%, puis transférées sur une membrane PVDF. Aprés blocage, la
membrane est incubée successivement avec l'anticorps primaire puis avec l|'anticorps
secondaire radiomarqué. La membrane est ensuite révélée par chimiluminescence. Le

protocole est disponible en annexe 6.
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Figure 10 : principe du Western-Blot: aprés migration les protéines sont déposées sur une membrane PVDF. Aprés blocage
de la membrane par des protéines inertes on dépose |'anticorps primaire. Aprés incubation et lavage, dépot de I'anticorps

secondaire radiomarqué puis révélation par technique chimiluminescente.

1.4 Anticorps utilisés

HuR : anticorps monoclonal de souris, clone 19F12, SantaCruz Biotechnology,

dilution : 1/2000, dilution anticorps secondaire : 1/5000.

Méthyl-HuR : anticorps polyclonal de lapin, dilution: 1/1000, dilution anticorps
secondaire : 1/10000.

IV. Analyse des micro-ARNs par RT-gPCR

IV.1 Extraction des ARN

L'extraction des ARN totaux a été réalisée a l'aide de la solution TRIzol LS Reagent
(Invitrogen). Le dosage a été réalisé par technique fluorométrique (Qubit® Fluorometer, Life

Technologies ™) selon les recommandations du fournisseur.
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IV.2 L’étape de RT (reverse transcription)

L’étape de rétroconversion des ARNm en ADNc (ADN complémentaire) a été réalisée
pour chaque miR a l'aide d’amorces spécifiques et selon les recommandations du

fournisseur (TagMan® MicroRNA Assays (AppliedBiosystem)).
IV.3 La PCR en temps réel

La PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel utilise le principe de base de la
PCR classique (amplification cyclique d’un fragment d’ADN, basée sur une réaction
enzymologique) avec pour différence une amplification mesurée non pas en final mais tout
au long de la réaction, donc en temps réel. A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN
est mesurée grace a un marqueur fluorescent dont [|’émission est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons produits. Ceci permet d’obtenir une cinétique de
la réaction et donc la quantification de I’ADN alors que la PCR classique ne donne que la

mesure finale.
IV.4 La sonde TagMan

La technologie Tagman est basée sur l'activité 5’-exonucléasique de la Taq
polymérase pour hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible sur I'amplicon durant
I’étape d’hybridation/extension de la PCR. Les sondes sont marquées a leur extrémité 5’ par
un fluorochrome émetteur (reporter), par exemple FAM, et a leur extrémité 3’ par un
fluorochrome suppresseur (quencher) fluorescent ou non, par exemple TAMRA, qui inhibe
I’émission du reporter lorsqu’ils sont a proximité. Au cours de la PCR, si la sonde est hybridée
sur sa cible, elle est hydrolysée par ’ADN polymérase. Le reporter ainsi séparé du quencher
émet un signal proportionnel au nombre de sondes hydrolysées, mesurable au moment de
I’élongation. La spécificité de la réaction est liée a la fois a celle des amorces et a celle de la
sonde réduisant significativement I’émission de fluorescence non spécifique due a des

mésappariements ou des dimeres d’amorce.
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Figure 11: principe de la sonde TagMan d’apres ilm.pf

L'ensemble des techniques a été réalisé a I'aide du kit TagMan® MicroRNA Assays

(AppliedBiosystem) selon les recommandations du fournisseur.
IV.5 Quantification relative par la technique du AACt

La concentration du gene cible de la qPCR est dérivée de son Ct (Cycle Treshold), qui
correspond au nombre de cycles d’amplification ol la courbe d’amplification croise la ligne
de seuil. Cette ligne de seuil est placée au milieu de la phase exponentielle. Pour un micro-

ARN donné la ligne de seuil doit étre au méme niveau pour tous les échantillons.

Les micro-ARNS d’intérét (miR 16 et miR 519) ont fait I'objet d’'une quantification
relative, c’est-a-dire que leur quantité est exprimée par rapport a un gene référence (ou
géne dit « de ménage »). Nous avons choisi comme génes de référence mir 191 et RNU6B
suite aux données de la littérature (56). Le ratio d’expression géne d’intérét/géne de
ménage est ensuite normalisé par rapport a un calibrateur. Le calibrateur est un mélange de
plusieurs échantillons dont le ratio d’expression gene d’intérét/géne de ménage sera égal a
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1. Les ratios des différents échantillons seront alors exprimés par rapport au ratio du

calibrateur.

Nous avons de plus pris en compte I'efficacité de la PCR pour chaque micro-ARN,
correspondant a l'efficacité de la réaction de PCR, pour laquelle la quantité d’ADN doit en
condition optimale doubler a chaque cycle. Cette efficacité (notée E) est déterminée a partir

d’une gamme de dilution. L’efficacité est optimale si égale a 1.

La formule de calcul est donc la suivante :

(1+Egene référence) ACTgeneréférence(calibrateur- échantillon)

(1+Egéne référence) ACTgéneréférence(calibrateur- échantillon)

V. Analyse statistique

Les variables qualitatives ont été décrites par leurs fréquences et leurs pourcentages
associés. Les variables quantitatives ont été décrites par la médiane, le minimum, et le
maximum, ou la moyenne et I'écart-type. L'ensemble des données cliniques et
sociodémographiques des patients a été comparé selon le score HuR. La comparaison a été
faite par le test du Chi2 ou le test exact de Fisher pour les variables qualitatives et par le test

de Kruskal-Wallis ou le test de Student pour les variables quantitatives.

La survie globale a été estimée a I'aide de la méthode de Kaplan-Meier et présentée
en nombre de mois et intervalle de confiance a 95%. Des analyses bivariées ont été réalisées
a l'aide du test du Logrank pour étudier la corrélation entre différents facteurs et la survie.
Des analyses multivariées, fondées sur le modéle a risque proportionnel de Cox, ont été
réalisées afin de déterminer les variables indépendantes associées a la survie et ainsi le role
de HuR. L'effet des différentes covariables a été estimé a 'aide du hazard ratio et de son
intervalle de confiance a 95%. Les variables prises en compte dans I’'analyse multivariée sont

celles associées a une p-value inférieure a 20% en analyse univariée.
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Nous avons déterminé avec un coefficient de corrélation de Spearman la relation:

- entre I'expression de HuR et I'expression des micro-ARNs miR16 et miR519,

- entre la localisation cytoplasmique de HuR et I'expression de méthyl-HuR

- entre I'expression de HuR et I'expression de marqueurs impliqués dans le cycle

cellulaire (MCM®6, Ki-67 : taux cellules marquées).

Les analyses ont été réalisées au seuil de risque alpha global fixé a 0,05 et a I'aide du

logiciel SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Les analyses statistiques ont été réalisées avec I'aide de Mesdames Kossar HOSSEINI

et Christine ROTONDA du Service d’Epidémiologie et Evaluation Cliniques du CHU de Nancy.
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RESULTATS

I. Données clinigues et histologigues

L'ensemble des données cliniques et histologiques sont résumées dans le tableau 2.

[l. Facteurs pronostigues connus

Les variables classiques telles que le stade TNM, le statut ganglionnaire ou la taille

tumorale sont significativement associées a la survie globale dans notre étude.

Tableau 2: analyse bivariée de la survie globale selon le modéle de régression de Cox (* : p<0.05)

Paramétre
Age
Sexe
hommes
femmes
Histologie
adénocarcinomes
carcinomes épidermoides
T
N
Stade

Rapport
de risque

1.011

0.728

1.441
1.182
1.711
1.310

Intervalle de confiance

a95%

0.991

0.440

0.956
1.025
1.340
1.166

1.031

1.205

2.173
1.363
2.186
1.472

P
(Pr > Khi-
2)

0.2836

0.2171

0.0812
0.0212*
<0.0001*
<0.0001*
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Tableau 3: données cliniques et histologiques

Données Nombre %/moyenne

Sexe

o
N

Femmes 23,2%

Récidive

non 140 73,7%

T1a/T1b 35/43 18,4%/22,6%

—
w
w
o

15,8%

=2
[y
N
s

12,7%

||

<
[
o

2,1%

I1A/1B 70/33 36,8%/17 ,4%

1A/11B 35/1 18,4%/0,5%

Histologie

carcinome épidermoide 68 35,8%

|épidique prédominant 5 4,1%

papillaire 21 17,2%

micropapillaire 5 4,1%

Maladie professionnelle oui 45 23,7%

Chimiothérapie Oui/adjuvante/pour récidive 79/69/23 41,6%

Radiothérapie Oui/adjuvante/pour récidive 40/ 33/8 21,1%

Type de résection chirurgicale

LIG 24 12,6%

LSD 52 27,4%

PD 14 7,4%
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[ll. Etude immunohistochimique de HuR, méthyl-HuR, Ki67 et MCM6

.1 Hur

Dans le tissu sain adjacent, I’expression de HUR est essentiellement nucléaire, au sein
des pneumocytes et au sein des cellules bronchiques. Cependant on observe fréquemment

un marquage cytoplasmique au sein des cellules bronchiques.

La moyenne du score d’expression cytoplasmique dans le parenchyme sain est de 61
contre 110 dans la tumeur. Cette différence est significative (p<0,0001). Le niveau
d’expression de HuR est donc significativement plus élevé dans le cytoplasme des cellules
tumorales de CBNPC que dans le cytoplasme des cellules du parenchyme sain adjacent. Il en
est de méme pour le score d’expression global, obtenu en additionnant les scores nucléaire
et cytoplasmique (p<0,0001). En revanche il n'y a pas de différence significative concernant

le niveau d’expression nucléaire de HuR entre tumeur et parenchyme sain (p= 0,9307).

Les scores d’expression de HuR, nucléaire ou cytoplasmique, ne sont pas
significativement corrélés au stade (respectivement p=0,13 et p=0,57), a la taille tumorale
(respectivement p=0,56 et p=0,40) ou a la présence de métastase ganglionnaire

(respectivement p=0,06 et p=0,15) (tableau 4).

En analyse bi-variée, le score nucléaire de HuR établi au sein de la tumeur n’a pas
d’impact significatif sur la survie (p=0,11), de méme que le score cytoplasmique (p=0,7353)

(tableau 5).

L'analyse multivariée a été réalisée selon 2 modeles. Dans le premier modele, les
différents scores de HuR ainsi que |'age, le sexe, le type histologique, le stade TNM, le statut
T, le statut N et les valeurs de Ki67 et MCM6 ont été intégrés. Dans le deuxiéme modele, les
valeurs de Ki67 et MCM6 n‘ont pas été intégrées. Dans ce deuxieme modele, le score
nucléaire de HuR est un facteur pronostic défavorable (p=0,0315) (tableau 6), contrairement

au score cytoplasmique de HuR (p=0,9148)

L'analyse de survie dans le sous-groupe des adénocarcinomes réalisée selon le
modele 1 retrouve également une association significative entre le score nucléaire de HuR et
la survie globale (p<0,05). Ce n’est pas le cas dans le sous-groupe des carcinomes
épidermoides.
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[11.2 Méthyl-HuR

L'expression de méthyl-HuR est strictement cytoplasmique. Méthyl-HuR n’est pas
statistiquement plus exprimée dans les cellules tumorales que dans les cellules bronchiques

(p=0,1999).

Le score d’expression de méthyl-HuUR est inversement corrélé au sous type
histologique des adénocarcinomes ainsi qu’a la taille de la tumeur : on observe une
diminution du score d’expression de méthyl-Hur dans les tumeurs de plus de 3cm (p=0,0005)

et dans les sous-types d’adénocarcinomes dits de mauvais pronostic (p=0,0012)(tableau 4).

En analyse bivariée, le score de méthyl-HuUR a un impact protecteur sur la survie
(p=0,0360)(tableau 5). En revanche l‘association n’est pas significative en analyse multi-

variée (p=0,5676 ou 0,1169 selon les modeéles) (tableau 6).
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Tableau 4: analyse bivariée de I'association entre HuR /méthyl-HuR et les variables clinico-pathologiques (***p<0,05)

Score cytoplasmique

HuR dans la tumeur (sur

300)
Régression bivariée

Score nucléaire HuR dans la
tumeur (sur 300)

Régression bivariée

Score méthyl-HuR dans la
tumeur (sur 300)

Régression bivariée

Moy/r*  P** Moy/r* p** Moy/r* p**
CONSTANTE
AGE 0,19 0,0095* -0,18 0,0144R -0,07 0,3115
SEXE 0,0518 0,153 0,6745
HOMME 118,1 250,2 101,8
FEMME 90,9 233,8 109,2
Type histologique 0,8782 0,0365% 0,3581
ADENOCARCINOME 111,1 238,8 110,8
CARCINOME 113 259,9 90,5
EPIDERMOIDE
Sous type 0,1235 0,5919 0,0211***
histologique des
adénocarcinomes
LEPIDIQUE 64 260 102
ACINEUX 112,9 247,9 123,8
PAPILLAIRE 98,1 230,5 163,3
SOLIDE 138,2 235,6 61,6
MICROPAPILLAIRE 98 226 78
MUCINEUX 60 203,6 102,9
HISTOLOGIE 0,1002 0,4858 0,0012%***
BON 105,8 244 132,9
PRONOSTIQUE1
MAUVAIS 132,6 234,3 63,9
PRONOSTIQUE2
T 0,4056 0,5628 0,0003***
T1A 124,9 249,9 98,7
T1B 119,8 250,5 157,8
T2A 114,8 246,4 92,9
T2B 81,5 251,5 57,5
T3 105,2 242,2 70,5
T4 80 191 174
TAILLE 0,1812 0,6853 0,0005***
<3cm 122,1 250,2 131,3
>3cm 105,9 246,2 80
N 0,1535 0,0684 0,5658
NO 107,4 243,7 106,9
N1 141,9 277,7 111,4
N2 107,5 231,3 78,3
STADE 0,5702 0,1365 0,3033
1A 120,1 247,3 125,3
B 105,8 239,2 104,2
1A 116,1 274,1 93,9
11B 87,9 242,5 74,6
1A 119,4 239,3 93,3
1B 20 100 80
v 92,5 250 42,5
STADE BIS 0,6186 0,3185 0,085
| 115,5 244,7 118,5
] 101,7 258 84
letiv 114,3 236,9 87,9

* Moyenne par modalité pour variables qualitatives, coefficient de corrélation pour variables quantitatives
**Test d'analyse de variance a un facteur si égalité des variances, test de Kruskal-Wallis sinon pour variables qualitatives, test de corrélation pour variables quantitatives
# Seuls les facteurs présentant une association significative au seuil none en régression bivariée ont été candidates. n= 104.R?= 0.25.
1 sous types histologiques Iépidique prédominant, acineux et papillaire
2 sous types histologiques solide et micropapillaire
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Figure 12 : exemples de marquage nucléaire et cytoplasmique de HuR associé a un marquage cytoplasmique intense de
méthyl-HuR. A : adénocarcinome acineux, B : adénocarcinome solide, C : carcinome épidermoide ; a gauche : HuR, a droite :

méthyl-HuR
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Figure 13 : Exemple de deux adénocarcinomes papillaires. A gauche : HuR, a droite : méthyl-HuR. A : marquage strictement

nucléaire de HuUR et absence de marquage par méthyl-HuR. B : marquage strictement nucléaire de HuR et marquage

cytoplasmique par méthyl-HuR.
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.3 MCM6

La moyenne des cellules marquées par I'anticorps anti-MCM6 est de 77% dans le
sous-groupe des adénocarcinomes et de 92 % dans le sous-groupe des carcinomes

épidermoides (différence significative p<0,0001).

Le coefficient de corrélation intra-classe entre les deux lecteurs est de 0,92 (IC a

95% :0.8684-0.9439) ce qui signifie un excellent degré d’accord entre les lecteurs.

En analyse bivariée, le nombre de cellules marquées par 'anticorps anti-MCM®6 a un
impact négatif significatif sur la survie (p<0,01) (tableau 5). Il n’y a pas de corrélation en

analyse multivariée (p=0,71) (tableau 6).

1.4 KI67

La moyenne des cellules marquées par 'anticorps anti-Ki67 est de 37% dans le sous-
groupe des adénocarcinomes et de 59,6 % dans le sous-groupe des carcinomes

épidermoides (différence significative p<0,0001).

Le coefficient de corrélation intra-classe entre les deux lecteurs est de 0,94 (IC a 95%

0.8824-0.9618) ce qui signifie un excellent degré d’accord entre les lecteurs.

En analyse bivariée, le nombre de cellules marquées par I'anticorps anti-Ki67 a un
impact négatif significatif sur la survie (p<0,01) (tableau 5). Cette corrélation est également

retrouvée en analyse multivariée (p<0,01) (tableau 6).
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Tableau 5 : analyse bivariée de la survie globale selon le modele de régression de Cox (* : p<0.05)

Parametre Rapport Intervalle de P
de confiance a 95% (Pr > Khi-
risque 2)

HuR cytoplasmique 1.000 0.998 1.003 0.7353

MCM6 1.004 1.001 1.007 0.0096*



Tableau 6 analyse multivariée de la survie globale selon la régression de Cox (*p<0,05).

Modele 1:

HUR nucléaire HUR cytoplasmique méthyl-HuUR TSméthyl-HuR
MCM6moy MIB1moy age sexe histo T N Stade

Paramétre Rapport Intervalle de Pr > Khi-2
de confiance a 95%
risque
HURnucléaire 1.003 0.999 1.008 0.1060
HURcytoplasmique 0.999 0.996 1.002 0.6072
méthyl-HuR 0.999 0.997 1.002 0.5676
Ki67moy 1.004 1.001 1.006 0.0015*
Age 1.030 1.007 1.053 0.0104*
Stade 1.325 1.154 1.522 <0.0001*
TS : tissu sain
Modeéle 2 :
HURnucléaire HURcytoplasmique méthyl-HuR TSméthyl-HuR
age sexe histo T N Stade
Paramétre Rapport Intervalle de confiance Pr > Khi-2
de risque a95%
HUR nucléaire 1.004 1.000 1.008 0.0315*
HUR 1.000 0.997 1.003 0.9148
cytoplasmique
méthyl-HuR 0.998 0.996 1.000 0.1169
Stade 1.306 1.143 1.492 <0.0001*

TS : tissu sain
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Figure 14 : a gauche, marquage par anticorps anti-Ki67 ; a droite marquage par anticorps anti-MCM®6. A : adénocarcinome

solide, B et C : carcinomes épidermoides.
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I11.5 Corrélation entre les facteurs

Les variables MCM6 et Ki67 varient dans le méme sens et sont fortement corrélées

entre elles (rho=0,6598, p<0,0001). Ces deux variables sont également corrélées aux scores

nucléaire de HUR (Rho=0.32435, p<0,0001 pour MCM6 et Rho=0,23936, p=0,00011 pour Ki-

67) et plus faiblement au score cytoplasmique de HuR. Enfin elles varient en sens inverse du

score de méthyl-HuR (rho=-0.23883, p=0,0009 pour MCM®6 et rho=-0.20068 et p=0.0062

pour Ki67)(tableau 7).

Le score de HuR nucléaire est corrélé au score de HuR cytoplasmique et plus

faiblement au score de méthyl-HuR. Les scores de Hur cytoplasmique et de méthyl-HuR sont

bien corrélés entre eux (Rho=0.31886, p<0,0001) (tableau 7).

Tableau 7: tableau de corrélation des différents scores (*p<0,05)

Coefficients de corrélation de Pearson
Proba > |r| sous HO: Rho=0

HuR HuR Méthyl- MCM®6 Ki-67

nucléaire cytoplasmique HuR moy moy

HuRnucléaire | Rho |1.00000 0.41326 0.15099 0.32435 0.23936

p <.0001 0.0381 <.0001 0.0011

HuR Rho | 0.41326 1.00000 0.31886 0.18103 0.14993

cytoplasmique | p |<.0001 <.0001 0.0127 0.0422

méthylHUR | Rho | 0.15099 0.31886 1.00000 -0.23883 |-0.20068

p |0.0381 <.0001 0.0009 0.0062

MCM6émoy | Rho [0.32435 0.18103 -0.23883 1.00000 0.65898

p |<.0001 0.0009 <.0001

Ki-67moy Rho | 0.23936 0.14993 -0.20068 |0.65898 1.00000
p |0.0011 0.0422 0.0062 <.0001
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lll. Etude de HuR et méthyl-HuR en Western Blot

En Western Blot, on retrouve pour HuR une bande a 37 kDa, correspondant au poids

moléculaire décrit dans la littérature. Pour méthyl-HuR, on retrouve une bande a 37 kDa,

mais également a 50 kDa. L'étude en Western-Blot des protéines HuR et méthyl-HuR réalisée

sur 7 cas retrouve une surexpression de HuR et de méthyl-HuR dans les tumeurs ainsi que la

localisation a la fois nucléaire et cytoplasmique de HuR et plus préférentiellement

cytoplasmique de méthyl-HuR.

37kDa

50kDa

37kDa

HuR
C N C N
TISSU SAIN TUMEUR

Figure 15 : exemple d’expression de HUR et de méthyl-HuR
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V. Etude des micro-ARNs miR 16 et miR 519 en RT-gPCR

IV.1 Etude comparative du taux de miR 16 et miR 519 entre tumeur et tissu sain
L’efficacité de la gPCR était pour miR 16 de 1,96, et pour miR 519 de 2,04.

Parmi les couples « tissu sain/tumeur » testés, le ratio normalisé de miR 519 était
inférieur dans la tumeur par rapport tissu sain dans 18 échantillons sur 20 (90%), mettant
ainsi en évidence une différence significative entre tumeur et tissu sain apparié (test de

Wilcoxon apparié, p<0,001).

miR 519 (p<0,001)

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

OTISSU SAIN BTUMEUR

Figure 16 : ratio normalisé de miR 519

60



Parmi les couples « tissu sain/tumeur » testés, le ratio normalisé de miR 519 était
inférieur dans la tumeur par rapport tissu sain dans 16 échantillons sur 20 (80%).
L'expression de miR 519 était ainsi significativement diminuée dans les tumeurs (test de

Wilcoxon apparié, p<0,001).

miR 16 (p<0,001)
12,00

10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

OTISSU SAIN BTUMEUR

Figure 17 : ratio normalisé de miR 16
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IV.2 Corrélation avec I’expression de HuR

Dans notre étude il n’a pas été retrouvé de corrélation significative entre la baisse

d’expression des micro-ARNs miR 519 et miR16 dans les tissus tumoraux, et I'expression de

méthyl-HUuR ou de HuR, qu’il s’agisse du score nucléaire(HuRN), cytoplasmique(HuRC) ou

global (tableau 8).

Tableau 8: corrélation entre HuR/méthyl-HuR et les micro-ARNs

Coefficients de corrélation de Spearman

Proba > |r| sous HO: Rho=0

HURN HURC METHYLHUR HuRglobal
MIR519 -0.3312 -0.1153 -0.0255 -0.1798

P=0,15 p=0,63 p=0,92 p=0,45
MIR16 -0.0753 -0.2833 -0.1285 -0.1576

P=0,75 p=0,23 p=0,59 p=0,51
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DISCUSSION

|. Expression de HuR et de méthyl-HuR au sein du des cellules tumorales de CBNPC et au sein

de I'épithélium bronchique, impact sur la survie et corrélation avec les autres facteurs

pronostiques.

Le niveau d’expression de Hur est globalement augmenté dans les cellules tumorales
de CBNPC par rapport aux cellules de I'épithélium bronchique adjacent. Nos résultats
confirment que la protéine HuR est exprimée de fagon plus intense dans le cytoplasme des
cellules tumorales que dans le cytoplasme des cellules bronchiques, ce qui est concordant
avec les données de la littérature. Cette exportation de HuR vers le cytoplasme est sous la
dépendance du domaine HNS, qui subit de multiples modifications post-traductionnelles.
Parmi ces modifications, la méthylation de I’arginine 217 aboutit a la protéine reconnue par
I'anticorps anti méthyl-HUR que nous avons utilisé. La méthylation de HuR est sous la
dépendance de CARM-1, une protéine de localisation essentiellement nucléaire. La
méthylation de HuR a donc lieu dans le noyau. Notre étude démontre que la localisation de
méthyl-HuR est strictement cytoplasmique appuyant I’hypothése que la méthylation de HuR
empécherait son retour dans le noyau (19). Néanmoins I'absence de surexpression
significative de méthyl-HuR dans les cellules tumorales suggére que la forme méthylée ne

représente pas la majorité de la protéine HuR cytoplasmique.

Dans notre étude, le score de méthyl-HuR est corrélé négativement avec la taille de
la tumeur et les formes histologiques d’adénocarcinome de bon pronostique. La baisse
d’expression de méthyl-Hur dans les tumeurs de plus de 3 cm et dans les formes
histologiques agressives suggére que méthyl-HuR a une action opposée a HuR. En effet, la
surexpression cytoplasmique de HuR au sein de divers tissus tumoraux est classiquement
associée a des tumeurs de grande taille, et peu différenciées. Ce résultat est a mettre en
paralléle avec les résultats d’une étude réalisée sur des tissus tumoraux et des lignées
cellulaires de carcinome hépatocellulaire (CHC) (30). Cette étude démontrait une expression
accrue de méthyl-HuR dans les foies normaux par rapport aux foies porteurs de CHC. Notre
étude démontre également que méthyl-HuR est un facteur pronostic favorable vis-a-vis de la
survie globale. Il s’agit a notre connaissance de la premiére étude montrant un probable role

protecteur de méthyl-HuR.

63



Contrairement a ce qui était attendu, nous n’avons pas mis en évidence d’association
significative entre le score cytoplasmique de HuR et la survie globale, mais au contraire entre
le score nucléaire de HuR et la survie globale. Une précédente étude comportant des
carcinomes ovariens et utilisant la méme méthode de quantification aboutissait au méme
résultat (29), démontrant que le score nucléaire de HuR était un facteur pronostique
défavorable indépendant en analyse multivariée. Ces résultats incitent a penser que la

localisation de HuR ne suffit pas a prédire sa fonction.

Enfin, le role de HuR dans le métabolisme de la deoxycytidine kinase, principale
enzyme du métabolisme de le gemcitabine (57), pourrait faire de Hur un éventuel marqueur

prédictif de la réponse a la chimiothérapie.

[l. Etude des micro-ARNs miR 16 et miR 519

Plus de 184 micro-ARNs ont été étudiés dans les carcinomes bronchiques.
L’expression de miR 16 a été étudiée par seulement 2 équipes aboutissant au résultat que
I'expression de miR 16 est significativement diminuée dans les cellules tumorales par
rapport au tissu sain (58) et qu’un taux élevé de miR 16 serait un facteur pronostique
défavorable sur la survie globale et la survie sans progression (59). Notre étude confirme
I’effondrement du taux de miR 16 dans les tissus tumoraux. L’étude de la corrélation avec la
survie n’a pas été réalisée compte tenu du petit nombre d’échantillons disponibles, mais les
résultats encourageants obtenus doivent nous inciter a inclure plus de patients afin de
pouvoir évaluer la valeur pronostique de miR16. La corrélation entre miR16 et HuR, étudiés
respectivement en RTgPCR et en Western-Blot a fait I'objet d’'une analyse sur 10 « couples »
de tumeurs et tissus sains d’origine mammaire (52). D’aprés les auteurs de cette étude sept
de ces couples montraient une corrélation inverse entre HuR et miR 16, mais la signification
statistique de cette corrélation n’est pas rapportée. Notre étude n’a pas mis en évidence de
différence significative entre la baisse d’expression de miR 16 et la surexpression de HuR. La
fiabilité de la quantification du signal immunohistochimique est peut-étre en cause. Il serait
utile de continuer notre étude par la quantification de HuR en Western Blot par

densitométrie, en normalisant la quantité de HuR par rapport a une protéine de référence,
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comme par exemple l'actine. Il faut pour cela disposer d’'un matériel congelé de bonne

qualité, trés riche en cellules tumorales.

Concernant miR 519, si son rdole d’inhibiteur de la traduction de HuR a été
démontré (54,60), son niveau d’expression n’avait, a notre connaissance, jamais été étudié
dans une cohorte de CBNPC. Notre étude permet donc de mettre en évidence
I’effondrement de miR 519 dans les cellules tumorales de CBNPC par rapport aux cellules du

tissu sain. Le réle pronostique de miR 519 reste a évaluer.

lll. Etude des marqueurs de prolifération Ki67 et MCM6

Ki67 et MCM6 sont deux marqueurs de prolifération. Ki67 est un marqueur de
prolifération reconnu dont la valeur pronostique dans les carcinomes bronchiques fait débat.
Dans notre étude, Ki67, a un impact négatif sur la survie totale. C'est ainsi un facteur
pronostique négatif, démontré en analyse multivariée (p=0,0015). Ces résultats sont en

concordance avec ceux trouvés par d’autres équipes (41).

Nous avons également démontré que le nombre de cellules marquées par |'anticorps
anti-MCM6 était corrélé a une diminution de la survie globale, cette relation n’étant
retrouvée qu’en analyse bivariée. La valeur pronostique de MCM6 dans les cancers
pulmonaires n’a a notre connaissance jamais été rapportée dans la littérature. D’autres
études sont probablement nécessaires afin de confirmer la valeur pronostique de ce

marqueur prometteur.

Il est démontré a partir de données expérimentales, dans la littérature, que HuR
stimule la prolifération cellulaire, ses cibles incluant des facteurs impliqués dans la
progression du cycle cellulaire. De fagon concordante avec ces données, nous retrouvons de
facon significative une corrélation positive entre I'expression de HuR et l'indice de
prolifération, mesuré avec l'anticorps anti-Ki-67 comme avec l'anticorps anti-MCM®6. Au
contraire, il est intéressant de noter qu’il existe une corrélation inverse entre méthyl-HuR et
ces marqueurs de prolifération. Ainsi, la forme méthylée de HuR semble présenter des effets
opposés a ceux de sa forme non méthylée, ce qui est concordant avec les résultats obtenus

dans I’analyse de survie.
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CONCLUSION

La surexpression de HuR dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains fait
évoquer le rble probable de HuR dans I'oncogénése, bien que ses mécanismes de

dérégulation ne soient pas tous élucidés.

Contrairement a certaines données de la littérature, en particulier sur les tumeurs
bronchiques, nous mettons en évidence un impact pronostique défavorable de l'intensité

d’expression de HuR nucléaire, mais pas de I’expression cytoplasmique.

La corrélation positive retrouvée entre I'expression de HuR et les marqueurs de
prolifération Ki-67 et MCM®6 est concordante avec l'activité stabilisatrice de HuR sur les

protéines du cycle cellulaire, démontrée sur des modeles expérimentaux.

A l'inverse, la corrélation inverse entre ces marqueurs de prolifération et I’expression
de méthyl-HuR fait supposer I'existence d’un role protecteur de méthyl-HuR, comme cela est
également suggéré par la corrélation inverse entre niveau d’expression de méthyl-HuR et le
stade T et par sa corrélation positive avec la survie. Le réle exact de la méthylation de HuR
sur sa fonction et sa localisation intra-cellulaire mériterait d’étre investigué par des données

expérimentales.

Enfin nous confirmons la nette diminution de miR 16 et miR 519 dans les tissus
tumoraux, probablement a l'origine de la surexpression de HuR d’aprés les données

expérimentales. Les réles pronostiques de miR 16 et miR 519 restent a évaluer.
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ANNEXE 1
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ANNEXE 2

Descriptor
Primary tumor (T)

Tx

Tis

™

T3

T4

Lymph nodes (N)
hx
NO
N1
N2

N3

Distant metastasis
(M)
MO

Definition

Tumor that cannot be assessed or is not detected radiologically or bronchoscopically but is proven gical

=

(mali t cells in bronchopuls Y
secretions)
No evidence of primary tumor
Carcinoma in situ
Tumor with the following characteristics:
Sizes3cm
Airway location: in lobar bronchus or more distal airways
Local invasion: none, surrounded by lung or visceral pleura
Subdivisions: T1a (size =2 cm) and T1b (2 cm < size = 3 cm)

Tumor with size = 3 cm but = 7 cm or tumor with any of the following characteristics:

Airway location: involvement of the main bronchus (distance to the carina is 2 2 cm) or presence of atelectasis or obstructive pneumenitis that extends to hilar

region but does not involve the entire lung
Local invasion: involvement of visceral pleura
Subdivisions: T2a (3 cm < size =5 cm) and T2b (5 cm < size =7 cm)
Tumor > 7 cm in size or tumor with any of the following:
Airway location: tumor in the main bronchus (within 2 cm of the carina), or tumor with atelectasis or obstructive pneumonitis of the entire lung
Local invasion: direct invasion of chest wall (including superior sulcus tumers), diaphragm, phrenic nerve, mediastinal pleura, or parietal pericardium
Satellite tumor nodule(s) in the same lobe as the primary tumor

Tumor of any size invading any of the following: mediastinum, heart, great vessels, trachea, recurrent laryngeal nerve, esophagus, vertebral body, or carina; or

tumor with sateliite tumor nodule(s) in a different lobe, ipsilateral to that of the primary tumor

Regional lymph nodes cannot be assessed
Absence of regional lymph nede involvement
Presence of metastasis to ipsilateral peribronchial and/or ipsilateral hilar lymph nodes (including direct extension to intrapulmonary nodes)

Presence of metastasis to ipsilateral

| and/or subcarinal lymph nodes

Presence of metastasis to any of the following lymph node groups: contralateral mediastinal, contralateral hilar, ipsilateral or contralateral scalene, or

supraclavicular nodes

Absence of distant metastasis
Presence of distant metastasis
Subdivisions:
M1a (sateliite tumor nodule(s) in a contralateral lobe to that of the primary tumor or tumors with malignant pleural or pericardial effusion)

141b (distant metastasis)

D’apres Seventh Edition of the Cancer Staging Manual and Stage Grouping of Lung

Cancer: Quick Reference Chart and Diagrams Omar Lababede, MD; Moulay Meziane, MD;

Thomas Rice, MD, FCCP CHEST. 2011;139(1):183-189. doi:10.1378/chest.10-1099
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ANNEXE 3

T/M | Subgroup NO N1 N2
TI |Tla Ia Ila Ila
Tib la Ila IlTa
T2 |T2a e | 1 Mila
T2b lla ITb IMla
T |Bsy I Ila 1lla
T3 Illa 1lla
T3 guen [la [lla
T4 |T4,, Ila
T4 15 Noa Ila
M1 I MIa copm Nod
MIa p piger
MIb

D’aprés The New Lung Cancer Staging System, Detterbeck et al.
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ANNEXE 4 : protocole d'immunohistochimie :

- Aprés inclusion en paraffine, réalisation de coupes fines (5um) montées a I'eau sur des
lames de verre PolysineTM (LABONORD S.A, Templemars, FR)

-Séchage pendant 5 min sur une platine chauffante a 58°C puis placées a I'étuve a 56 °C
pendant quelques heures.

- Le déparaffinage et le démasquage des sites antigéniques sont réalisés dans le méme
temps dans un bain-marie PT LinKTM DAKO en tampon citrate 6,0 pendant 20 minutes.

- Apres dilution des anticorps primaires dans le diluant EnVisionTM FLEX Antibody Diluent
(DM 830), les lames subissent la technique de détection immunohistochimique.

La technique Flex + comprend les étapes suivantes :

- ringage avec une solution saline de tampon Tris contenant du Tween 20, pH 7,6 (+0,1)
pendant 5 min

- blocage des peroxydases endogenes avec le réactif EnVision™ FLEX Peroxidase Blocking
Reagent (SM 801) soit avec un tampon phosphate contenant du péroxyde d’hydrogene,
NaN3 15mmol/L et un détergent pendant 5 min

- ringage pendant 5 min

- incubation avec I'anticorps primaire pendant 1h

- ringage pendant 5 min

- anticorps secondaire avec EnVision™ FLEX+ Rabbit (LINKER) (SM 805) soit une solution
tampon contenant une protéine stabilisante et un agent antimicrobien pendant 15 min

- ringage pendant 5 min

- polymére marqué avec EnVision™ FLEX/HRP (SM802) soit un dextrane couplé a des
molécules de peroxydase et a des molécules secondaires de chévre dirigées contre les
immunoglobulines de lapin et de souris dans une solution tamponnée contenant une
protéine stabilisante et un agent conservateur pendant 20 min

- ringage pendant 2 x 5 min

- chromogene substrat avec EnVision™ FLEX Substrate Buffer (SM 803) soit une solution
tamponnée diluant une solution contenant du peroxyde d’hydrogene et le chromogene
diaminobenzidine (DAB) et un agent conservateur pendant 10 min

- ringage pendant 5 min

- contre-coloration avec EnVision™ FLEX Hematoxylin (SM 806) soit une solution aqueuse
d’hématoxyline pendant 5 min

- ringage pendant 5 min a I'eau distillée

- montage a I'Eukitt® (LABONORDS.A., Templemars, FR) ; apres déshydratation par des bains
successifs d’éthanol 0 96° et 100°.
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ANNEXE 5 : extraction des protéines pour la technique de Western Blot

- Toutes les étapes se font a +4°C sur de la glace et les liquides ainsi que le matériel sont
maintenus au froid

- Déstocker les prélevements de -80°C et les placer dans le cryostat a -30°C

- Débiter en coupes de 20 d’épaisseur et les placer dans des tubes Falcon stériles de 50 ml
et les conserver a +4°C sur de la glace

- Vérification de la qualité des prélévements par technique extemporanée

- Rincer les coupes de tissus dans du PBS 1X stérile froid

- Centrifuger 5mn a +4°C a 5000 T/m

- Répéter cette étape jusqu’a élimination de toute trace d’hémoglobine

- Reprendre le culot cellulaire dans le tampon C (Tris HCl 2M pH=8 :10 mM, KCl 3M :20 mM,
EDTA 0,5M pH=8: 1,5 mM, Co inh 500 X, PMSF 0,1M, MgCI2 1M, glycérol 99% : 10%) en
ajustant le volume a la quantité de tissu

- Transférer le tout dans un tube de Dounce et broyer avec le piston loose avec une dizaine
d’aller-retour

- Vérifier la qualité de la lyse cytoplasmique par une coloration des débris cellulaires
(Hématoxyline-Eosine) au besoin ajuster le broyage avec le piston tight ou allonger le temps
- Transférer dans des tubes de 2 ml

- Centrifuger 5mn a +4°C a 50000T/m dans un rotor fixe

- Garder ou éliminer le surnageant qui contient les protéines cytosoliques

- Reprendre le culot avec un volume approprié de tampon N (Tris HCI 2M pH=8 : 10 mM,
KCI3M : 0,5 M, EDTA 0,5M pH=8 : 1,5 mM, Co inh 500 X, PMSF 0,1M, glycérol 99%)

- Broyer avec le piston loose puis reprendre avec le piston tight

- Attendre 30mn en broyant de temps en temps

- Les temps de broyage et les types de piston sont a adapter en fonction de chaque tissu

- Transférer dans des tubes de 2 ml

- Centrifuger 30mn a +4°C a 140000T/m

- Vérifier la lyse nucléaire (au besoin augmenter la concentration en KCl)

- Prélever le surnageant et le transférer dans des tubes Amicon® Ultra Centrifugal Filters
(Merck Millipore) en vue d’une concentration protéique

- Centrifuger suivant les indications du fabriquant

- Une fois le volume de concentration voulu obtenu doser les protéines

- Aliquoter les protéines et les stocker a -80°C
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ANNEXE 6 : Technique de Western-Blot

PREPARATION DU GEL D’ACRYLAMIDE

- Composants des gels : Acrylamide (37,5/1 30%), Tris HCI1,5 M pH 8,8, SDS 10%, H20, APS
10%, TEMED)

- Réalisation d’un gel de séparation a 10% et d’un gel de concentration a 4 %

- Couler les gels avec les plaques et peignes de dimension appropriée en commengant par le
gel de séparation, recouvrir de propanol, attendre la polymérisation, enlever le propanol,
rincer a I’eau, absorber le maximum d’eau avec un filtre puis couler le gel de concentration.

PREPARATION DES ECHANTILLONS

- 20 ug de protéines dans un volume final de 25 pl au maximum (volume limité en fonction
des puits pour des peignes de 0,75 mm)

- Non Reducing Sample Buffer 5X (Thermo Scientific ): concentration finale1X

- DTT 1 M stock : concentration finale 0,1 M

- Mélanger et porter a ébullition pendant 5 mn

MIGRATION

- Mettre les gels dans la cuve avec le tampon de migration tris glycine SDS 1X (solution meére
10X Biorad), rincer les puits

- Déposer les échantillons, ne pas oublier le marqueur de poids moléculaire

- Mettre de la glace autour de la cuve

- Faire migrer a 100 V jusqu’au gel de séparation

- Faire migrer a 200 V jusqu’a ce que le colorant de front de migration sorte du gel

TRANSFERT

- Faire tremper dans le tampon de transfert froid les « pads », 4 papiers filtres et la
membrane de PVDF (repérer en coupant un coin) qui aura trempé 15 secondes dans du
méthanol (le PVDF est hydrophobe)

- Démonter le gel et I'immerger quelques minutes dans le tampon de transfert

- Procéder au montage du « sandwich » en respectant la polarité — vers + (- c6té noir de la
plaque), empiler dans I'ordre : 1 pad (éliminer les bulles éventuelles), 2 papiers filtres, le gel,
la membrane « renversée », 2 papiers filtres, 1 pad

- Fermer le montage et faire migrer (attention a la polarité) dans le tampon avec le bac a
glacon 1 H a 100V, entourer le bac de migration de glace pilée

BLOCAGE

Démonter le sandwich et faire tremper les membranes pendant 2 H sous une tres légére
agitation dans la solution de blocage (TRIS HCI 1 M pH 7,6, NaCl 5M, Tween 20 5 M,Lait en
poudre ( Biorad) : 5% final)

IMMUNODETECTION

- Déposer la membrane égouttée sur une plaque de verre et déposer I'anticorps dilué dans la
solution de blocage

- Incuber en chambre humide sur la nuit a 4°C

- Laver 4X pendant 1H dans la solution TNT (TRIS HCI 1 M pH 7,6, NaCl 5M,Tween 20 5 M,
H20).
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- Egoutter la membrane, la repositionner sur la plaque de verre et déposer I'anticorps
secondaire

- Incuber 1H a température ambiante
- Laver 4X pendant 1H dans la solution TNT

REVELATION

- Utilisation soit de la solution Amersham ECL Prime Western BlottingDetectionReagent (GE
Healthhcare) ou de la solution SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate
(ThermoScientific) suivant les recommandations du fournisseur.

- Temps de révélation a adapter a chaque cas.
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RESUME DE LA THESE

Introduction : HuR joue un role important dans la régulation de nombreux ARN messagers
impliqués dans le cycle cellulaire et donc la prolifération tumorale. Ki-67 et MCM®6 sont deux
protéines exprimées pendant le cycle cellulaire et utilisées comme marqueurs de
prolifération. La protéine HuR est elle-méme régulée négativement par des petits ARN, les
micro-ARNs. Le but de cette étude est d’analyser le niveau d’expression de HuUR , méthyl-
HuR, Ki-67 et MCM®6 et des micro-ARNs 16 et 519 dans les carcinomes bronchiques non a
petites cellules (CBNPC).

Matériels et méthodes : L'étude immunohistochimique de HuR, méthyl-HuR, Ki-67 et MCM6
a été réalisée sur 190 CBNPC, a partir de matériel inclus en paraffine. Le niveau d’expression
des micro-ARNs 16 et 519 a été étudié sur 20 CBNPC par RT-qPCR, a partir de matériel
congelé. Les données cliniques et pathologiques ont été extraites de la cohorte « Cancers
bronchiques et mésothéliomes pleuraux » du Centre de ressources biologiques du CHU de
Nancy.

Résultats : L'expression globale et cytoplasmique de HuR est augmentée dans les cellules
tumorales de CBNPC. Le niveau d’expression nucléaire de HuR au sein des cellules tumorales
est un facteur de mauvais pronostic (p=0,0315). HuR est corrélé positivement avec les
marqueurs de prolifération Ki-67 et MCM6. A I'inverse, méthyl-HuR est corrélé négativement
avec les facteurs de prolifération et serait un facteur de bon pronostic (p=0,0360). Les micro-
ARNs miR 16 et miR 519 sont effondrés dans les tissus tumoraux par rapport au tissu sain
(p<0,001).

Conclusion : Hur est surexprimé dans les cellules de CBNPC. Un fort niveau d’expression
nucléaire de HUR a un impact négatif sur la survie globale, a I'inverse de méthyl-HuR. La
corrélation de HuR avec les facteurs de prolifération semble confirmer son réle stabilisateur
des protéines du cycle cellulaire. La baisse du niveau d’expression de miR 16 et miR 519 est
probablement a I'origine de la surexpression de HuR dans les tissus tumoraux.
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