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INTRODUCTION

AVANT PROPOS

Les gliomes diffus de I’adulte sont les tumeurs primitives du systeme nerveux central les plus
fréquentes. En pratique, les gliomes sont classes selon deux groupes : les gliomes de bas grade
de malignite et les gliomes de haut grade. Les données récentes de la biologie moléculaire ont
permis d’établir une carte d’identité des altérations génétiques des gliomes et ainsi de mettre
en évidence différents facteurs pronostiques. Malgré d’importants progrées thérapeutiques, le
pronostic des gliomes, et en particulier des gliomes de haut grade, reste péjoratif.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux facteurs pronostiques des tumeurs gliales, et
plus particulierement a la protéine HuR. En effet, HUR est une protéine de liaison a I’ARN
impliquée dans les phénomeénes de régulation post-transcriptionnelle. Parmi les cibles de
HuR, certaines sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, et donc de la

prolifération, ou dans la néo-angiogénése.

Ainsi, la dérégulation de la protéine HUR serait impliquée dans I’acquisition des principaux
traits de malignité d’une tumeur, et HuR apparait alors comme une cible thérapeutique

potentielle.

Peu d’études ont été réalisées dans les tumeurs cérébrales. Une étude récente suggere que le
niveau d’expression de HuR est corrélé au grade histologique. A notre connaissance, il n’y a
pas d’étude s’intéressant a la corrélation entre le niveau d’expression de HuR et la survie des

patients, ni a la corrélation entre HUR et les marqueurs de prolifération.

Dans la premiere partie de cette étude nous évaluons, a partir d’une série de 116 cas, la valeur
pronostique de la protéine HUR ainsi que des marqueurs de prolifération tels que ki67 et
MCMS.

Dans une seconde partie nous nous intéresserons aux mécanismes de régulation de HuR, et

notamment aux micro-ARN.



I- LES GLIOMES

A- Notions d’anatomie et d’histologie du systéme nerveux

Du point de vue anatomique, le systéme nerveux est divisé en trois parties: le systeme
nerveux central (SNC), le systéeme nerveux périphériqgue (SNP) et le systeme nerveux
vegétatif (SNV). Le SNC comprend le cerveau, le cervelet, le tronc cérébral et la moelle

épiniére.

Du point de vue cellulaire, le SNC est constitué majoritairement de neurones, cellules
specialisées dans la communication intercellulaire, et de cellules gliales, ayant pour réle la

protection et la nutrition des neurones.

Il existe 4 variétés de cellules gliales: les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules
épendymaires et les cellules de la microglie.

1. Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules les plus nombreuses du SNC. IIs sont de forme étoilée,
composés d’un noyau clair et de prolongements cytoplasmiques ramifiés. Ils assurent un role
de soutien des neurones ainsi que la régulation des échanges entre le sang et les neurones au

travers de la barriere hémato-encéphalique.
2. Les oligodendrocytes

Ils ont un corps cellulaire de petit volume d’ou partent des prolongements cellulaires moins
nombreux et plus fins que les astrocytes. lls assurent en particulier la myélinisation des fibres
nerveuses de la substance blanche du SNC.

3. Les cellules épendymaires
Elles constituent le revétement des ventricules.
4. Les cellules de la microglie

Ce sont des cellules de petite taille, au noyau de petite taille allongé ou arrondi et aux
prolongements fins et ramifiés. Elles ont un role de phagocytose des débris des neurones et
aussi de synthese des cytokines et facteurs de croissance.
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cellule de lamicroglie

Fiqure 1:La CompOSition de la QIle d'aprés Fig 10,8, Précis de Physiologie, Doin, 1997

B- Introduction sur les tumeurs cérébrales

Les gliomes correspondent a un groupe de tumeurs hétérogénes dérivant de cellules
progénitrices des cellules gliales. Ce sont les tumeurs primitives intraparenchymateuses du
systeme nerveux central les plus fréquentes et représentent environ 50% des tumeurs

cerébrales. Leur incidence en France est d’environ 8/100000 avec 4000 nouveaux cas par an

(1),

Le pronostic de ces tumeurs dépend essentiellement du type histologique et du grade.
La classification des tumeurs cérébrales est celle de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), revue en 2007.

C- Classification des tumeurs gliales

La premiére classification histologique des tumeurs cérébrales fut établie par Bailey et
Cushing en 1926 postulant alors que le développement des tumeurs s’effectuait a partir de

cellules embryonnaires.

En 1979, Kernohan et al. introduisaient la notion de grading histologique et de malignité. Ils
supposent que les tumeurs se développent a partir de cellules adultes susceptibles de se
dédifférencier.

En 1979, la premiére classification OMS associe des éléments des deux premieres
classifications. La classification OMS a bénéficié de révisions en 1993, 2000 et 2007.



1. Classification OMS 2007 :
Elle propose un typage histologique en fonction :

1. Du type cytologique prédominant: astrocytaire, oligodendroglial ou

mixte
2. Du grade

Le grade repose sur la présence ou I’absence de critéres de malignité tel que la densité
cellulaire, la présence d’atypies cytonucléaires, les mitoses, la prolifération vasculaire et la

nécrose.

Ainsi, il existe 4 grades histopronostiques de I a IV : de « bénin » & hautement malin.

WHO 2007 classification of gliomas

Tumeurs astrocytaires

Astrocytome a cellules géantes sous-épendymaire Grade I
Astrocytome pilocytique Grade I
Astrocytome pilocytique, variant pilomyxoide Grade II
Astrocytome diffus Grade II
Fibrillaire
Protoplasmique
Gémistocytique
Astrocytome anaplasique Grade III
Xanthoastrocytome pléiomorphe Grade II
Glioblastome Grade IV
Glioblastome a cellules géantes Grade IV
Gliosarcome Grade IV
Gliomatose Grade III

Tumeurs oligodendrogliales
Oligodendrogliome Grade II
Oligodendrogliome anaplasique Grade III

Tumeurs oligoastrocytaires
Oligoastrocytome Grade II
Oligoastrocytome anaplasique Grade III

Figure 2 : Classification OMS 2007 des tumeurs cérébrales




a) Les gliomes astrocytaires

L’ astrocytome pilocytique de grade | : Il se caractérise par une architecture biphasique
composée de cellules bipolaires et des fibres de Rosenthal alternant avec des cellules rondes
pseudo-oligodendrogliales formant des microkystes. La présence de corps granuleux est
décrite. La wvascularisation est souvent anormale avec parfois une prolifération

microvasculaire. Les mitoses et la nécrose sont exceptionnelles. Il touche préférentiellement
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Figure 3 : Astrocytome pilocytigue

L’astrocytome diffus de grade 2: 1l est défini par une cellularité augmentée
comparativement a la substance blanche normale, avec des atypies cyto-nucléaires avec au
maximum une mitose pour 10 champs au fort grossissement. Il n’y a pas de nécrose ni de
prolifération vasculaire. Selon I’aspect des cellules, différents sous types sont identifiés :

fibrillaires, gémistocytique et protoplasmique.

Figure 4 : Astrocytome de grade Il




L’astrocytome anaplasique de grade 3: Il se caractérise par une densité cellulaire plus
importante, des atypies cytonucléaires plus marquées et des mitoses.

Figure 5 : Astrocytome anaplasique

Le glioblastome : Il s’agit d’une tumeur de densité cellulaire élevée aux nombreuses atypies
cyto-nucléaires, aux nombreuses mitoses ainsi qu’une vascularisation anormale avec

prolifération endothéliocapillaire et des plages de nécrose.

Figures 6 : Glioblastome

b) Les tumeurs oligodendrogliales

Ces gliomes sont composés de cellules tumorales arrondies, & noyaux réguliers avec un halo
clair périnucléaire conférant un aspect en « nid d’abeille ». La présence de microcalcification

est fréquente. Le réseau vasculaire est constitué de vaisseaux arciformes.



Selon la classification OMS, une activité mitotique significative (supérieure a 6 mitoses pour
10 champs a fort grossissement) ainsi qu’une prolifération microvasculaire ou de la nécrose
orientent vers une progression en grade I11.

Figure 8 : oligodendrogliome anaplasique

c) Les tumeurs oligoastrocytaires

A I’heure actuelle, il n’existe pas de consensus clair sur la proportion minimale nécessaire a
chacun des deux contingents pour etablir le diagnostic de gliome mixte. Les
oligoastrocytomes sont classés en grade Il & IV en fonction des critéres de malignité tel que la

densité cellulaire, les atypies cytonucléaires, les mitoses ou la nécrose.



Figure 9 : Oligoastrocytome de grade 1l (d’aprés pathology outlines)

La classification OMS repose sur des critéres subjectifs et relativement peu reproductibles.
Pour essayer de palier & ces defauts, une autre classification a été proposee en 1987 par
I’Hépital Saint Anne ayant pour but de corréler I’histologie et I’imagerie.

2. Classification des gliomes selon I’Hopital Saint Anne :

Cette classification résulte de I’étude de biopsies stéréotaxiques corrélées a I’imagerie. Elle
distingue ainsi 4 classes de gliomes : les oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade A,
les oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade B, les tumeurs glioneuronales malignes

et les glioblastomes. Le grading repose sur 2 critéres :
- I’hyperplasie des cellules endothéliales
- la prise de contraste en imagerie.

Le grade A correspond alors a I’absence d’hyperplasie endothéliale et de prise de contraste.
Le grade B se caractérisant par une hyperplasie endothéliale et/ou une prise de contraste.

La classification de I’hopital Saint Anne pose cependant pose certains probléemes notamment
I’absence de corrélation possible avec la classification OMS, qui reste la classification
standard et la seule reconnue par la communauté internationale. La difficulté a évaluer la
micro-angiogénese dans certains cas et donc a classer la tumeur en grade A ou B reste

également une limite de cette classification (2).



D- Données moléculaires

De nombreuses altérations génétiques sont présentes au sein des tumeurs gliales. La
découverte et les récentes avancees concernant les altérations génomiques au sein des tumeurs

gliales permettent de réaliser une carte d’identité moléculaire de la tumeur.
1. Principales altérations moléculaires :
Les principales altérations moléculaires observées sont :

1. La codélétion 1p19q

2. La mutation du géne TP53

3. La mutation des génes IDH

4. La méthylation de la MGMT

a) La codélétion 1p19q

La codélétion 1p19qg correspond a une translocation déséquilibrée centromérique et péri-
centromérique entre les chromosomes 1p et 19q.

Cette mutation est I’apanage des oligodendrogliomes : elle est détectée dans 80% des
oligodendrogliomes (grade IlI) et environ 60% des oligodendrogliomes anaplasiques (grade
1) (3). Elle est associée a un meilleur pronostic et a une meilleure réponse a la
chimiothérapie (4).

En 2009, une étude portant sur 122 gliomes a montré que la codélétion 1p19q s’accompagnait
d’une surexpression de genes proneuraux comme I’internexine-alpha, un neurofilament de
classe IV impligu¢ dans la morphogénése neuronale. Ainsi, I’expression

immunohistochimique de I’internexine-alpha est un facteur prédictif de la codélétion 1p19q

(5).



b) La mutation du gene TP53

La protéine p53 est une phosphoprotéine nucléaire qui agit en intégrant des signaux de stress
cellulaire et en initiant des réponses coordonnées telles que I’arrét du cycle cellulaire ou
I’apoptose. Une fois mutée, elle ne peut plus se lier a ’ADN. Sa demi-vie est alors
augmentée, provoquant son accumulation. Cette accumulation est détectable en

immunohistochimie.
Cette mutation est fréguemment observée dans les tumeurs de type astrocytaire (6).

La mutation p53 est un marqueur pronostic défavorable au sein des gliomes de grade Il et 111
(7). La mutation TP53 et la codélétion 1p19q sont mutuellement exclusive (8).

c) La mutation des genes IDH

L’isocitrate deshydrogénase est une enzyme permettant la décarboxylation de I’isocitrate en
alpha-kétoglutarate dependante du NAPD+, jouant ainsi un réle de protection cellulaire contre
le stress oxydatif.

Il existe deux isoformes principaux : IDH1 et IDH2. L’IDH1 agit au niveau du cytosol et
IDH2 au niveau mitochondrial. Les mutations IDH1 sont beaucoup plus fréquentes que les
mutations d’IDH2. La mutation d’IDH1 survient le plus fréquemment au niveau du codon
132, remplacant alors une arginine par une histidine (R132H) (9).La mutation induit une perte
de fonction d’IDH1 conduisant a une accumulation de 2-hydroxyglutarate et a une diminution
du gluthathion réduit. La conséquence de cette mutation est donc une sensibilité accrue au
stress oxydatif. Les mutations IDH1 et IDH2 sont mutuellement exclusives.

Il a été démontré que les mutations des genes IDH sont trés fréquentes dans les gliomes
infiltrants de bas grade ainsi que dans les glioblastomes secondaires mais sont retrouvés de
maniére plus rare ( 12%) au sein des glioblastomes primaires. Les mutations seraient corrélées

a un age plus jeune et & un meilleur pronostic (10,11).
La mutation R132H est recherchée en routine par immunohistochimie (12).
d) La méthylation de la MGMT

Le gene de la MGMT (06-MéthylGuanine-DNA MéthylTransférase MGMT) est situé sur le
chromosome 10. La MGMT est impliquée dans la réparation de L’ADN. Cette enzyme
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s’oppose aux effets de la chimiothérapie par agents alkylants tel que le temozolomide
(TEMODAL).

Son expression est régulée par la méthylation de son promoteur. Lorsque le promoteur n’est
pas méthylé, MGMT est exprimée et il existe donc une résistance a I’action d’une
chimiothérapie alkylante.

La méthylation de son promoteur est responsable d’une inactivation de I’enzyme. Celle-ci est

donc associée a une meilleure réponse au traitement par chimiothérapie.

La méthylation du promoteur de MGMT serait plus fréquente dans les gliomes diffus de bas
grade et dans les gliomes avec composante oligodendrogliale que dans les gliomes de haut
grade (13).

La méthylation du promoteur de la MGMT serait corrélée a une meilleure survie dans les

gliobastomes.

En 2005, Hegi et Al ont compare I’association chimiothérapie-radiothérapie au traitement
radiothérapie seule chez les patients atteints de glioblastome. 1l a été démontré que les patients
présentant une méthylation de MGMT répondaient mieux au traitement par temozolomide
(14).

2. Classification histo-moléculaire et gliomagénése

La découverte des mutations des genes IDH permet de proposer 2 voies de gliomagénéese
différentes(15):

a) La gliomagénése IDH-dépendante

Elle concerne environ 90% des gliomes infiltrants de grade Il. lls sont également classés en
fonction des mutations TP53 et de la codéletion 1p19q.

Ainsi, on distingue :
- Les gliomes IDH+, p53 non exprimée sans codélétion 1p19q : IDH+/p53-/1p190-
- Les gliomes IDH+/p53+/1p19g- : le plus souvent de phénotype astrocytaire

- Les gliomes IDH+/p53-/1p19q+ : le plus souvent de phénotype oligodendroglial.
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Figure 10 : Fréquence des altération génétigues dans les gliomes diffus
de bas grade (10).

b) La gliomagénéese IDH-indépendante
Ce groupe inclut :

- Le grade Il triple négatif : Il se caractérise par un pronostic nettement plus péjoratif
(16).

- Les gliomatoses primitives : Elles sont définies par des critéres radiologiques tels
qu’une tumeur tres infiltrante atteignant au moins 3 lobes et le tronc cérébral ou les

noyaux gris centraux.

- Les glioblastomes de novo : ils dériveraient de la transformation maligne d’une
cellule souche neurale. En 2009, Verhaack et coll ont établi une classification en 4
sous-groupes en fonction de leurs altérations génétiques(17) :

» Le groupe proneural et neural : amplification de PDGFRalpha,
* Les glioblastomes classiques : amplification du chromosome 7

» Les glioblastomes mésenchymateux : altération de NF1, délétion du
chromosome 10 et délétion PTEN.
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E- Présentation clinique (18)

1. Syndrome d’hypertension intracranienne

Le syndrome d’hypertension intracrénienne (HTIC) peut étre lié soit a processus expansif
intracranien soit a un blocage des voies d’écoulement du LCR.

Il se caractérise par I’association de :

- céphalées typiguement matinales

- vomissements

- troubles cognitifs

- un oedeme papillaire au fond d’eil.
2. La comitialité

Les crises d’épilepsies partielles ou généralisées peuvent étre révélatrices de tumeurs
cerébrales. Ainsi la survenue d’une premiére crise chez un patient adulte justifie la réalisation

d’une imagerie cérébrale a la recherche d’un processus expansif.
3. Déficits focaux

IIs sont liés a I’infiltration du parenchyme cérébral par la tumeur. lls peuvent étre d’apparition
trés rapide. Leurs types dépendent de la localisation de la tumeur.

Le tableau ci-aprés résume les principales atteintes cliniques en fonction de la localisation

tumorale.

Tableau 1 : Symptomatologie clinique en fonction de la localisation tumorale

Localisation FRONTALE PARIETALE TEMPORALE | OCCIPITALE
Principaux Syndrome frontal | Aphasie, Troubles du Hémianopsie
(apragmatisme, apraxie, langage si

signes cliniques | ssinnibition) oo |hémisphere | HTICsolee
Déficits sensitifs | gominant

Troubles de

I’attention Troubles
o mnésiques

HTIC isolée
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4. Les complications évolutives
a) Hydrocéphalie

Elle résulte de I’obstruction des voies d’écoulement du LCR par la tumeur.
b) Engagement

L’engagement temporal correspond au passage de I’uncus et de I’hippocampe dans la fente de
Bichat entre le bord libre de la tente du cervelet et le tronc cérébral. Cliniquement, il se traduit
par une atteinte du nerf occulomoteur (I11) homolatéral avec ptosis et mydriase aréactive et

peut s’accompagner d’une hémiparésie controlatérale a la tumeur.

L’engagement sous falcoriel correspond a un engagement du cingulum sous la faux du

cerveau entrainant un déplacement des structures ventriculaires médianes.

L’engagement des amygdales cérébéleuses au travers du trou occipital est une complication

gravissime entrainant une détresse respiratoire majeure.
c) Meéningite tumorale

Elle résulte de I’extension aux espaces sous arachnoidiens d’une tumeur cérébrale. Le
diagnostic est évoqué devant I’apparition d’une paralysie affectant un ou plusieurs nerfs

créniens associée a des radiculopathies.

F- Aspects radiologiques

1. Gliomes diffus de bas grade

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est le gold standard. Les gliomes diffus de bas
grade apparaissent comme des lésions mal limitées, en hyposignal T1 et en hypersignal en
pondération T2/FLAIR. lls ne se rehaussent pas apres injection de produit de contraste.
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Figure 11 : IRM pondération FLAIR- oligodendrogliome de grade Il de

localisation fronto-calleuse

2. Gliomes de grade 111

Il n’y a pas de présentation radiologique caractéristique. Trois situations peuvent alors se

présenter :

- La lésion est hétérogene, avec un cedeme et prend le contraste de maniere hétérogéene
sans prise de contraste annulaire : cet aspect doit faire évoquer en premier lieu un

gliome anaplasique.

- La lésion est similaire a celle d’un gliome de grade I, infiltre le parenchyme et ne
prend pas le contraste.

- La Iésion est caractérisée par une masse hétérogéne avec prise de contraste en anneau

autour d’une zone nécrotique, evoquant alors un aspect de glioblastome.
3. Gliomes de grade IV
a) Tomodensitométrie (TDM)

En TDM, le glioblastome se caractérise par une masse, hypodense, assez mal limitée,
entourée d’un oedeme péri-lésionnel. Aprés injection de produit de contraste il existe une

prise de contraste périphérique dite en cocarde, entourant une zone centrale nécrotique.
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Figure 12 : TDM apreés injection de produit de contraste iodé - glioblastome frontal

gauche

b) IRM
- IRM conventionnelle

Il s’agit d’une lésion en hyposignal T1 et en hypersignal sur les séquences pondérées en
T2/FLAIR. Apres injection de Gadolinium, il existe une prise de contraste hétérogéne. La

Iésion est entourée d’une plage en hypersignal T2 correspondant a I’oédeme péri-lésionnel et

d’infiltration périphérique.

Figure 13 : IRM encéphalique séquence T1 et T2 FLAIR- glioblastome frontal gauche.
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- IRM de diffusion

L’IRM de diffusion évalue le mouvement aléatoire des molécules d’eau. Le calcul du
coefficient apparent de diffusion (ADC) permet de déterminer la densité tumorale. En effet, il
est d’autant plus éleve que les molécules d’eau sont mobiles. Dans les glioblastomes, I’ADC
est basse.

- IRM de perfusion

L’IRM de perfusion apporte des informations sur la vascularisation du parenchyme cérébral.
En effet, le degré de prolifération vasculaire est corrélé a I’agressivité de la tumeur.
L’estimation du volume sanguin cérébral relatif (rCBV) est un bon reflet de I’état de
vascularisation. Dans les tumeurs gliales de haut grade, le rCBV est haut (19).

- Spectro-IRM

La spectro-IRM apporte des informations sur le développement spatial des gliomes par étude
des modifications spatiales des métabolites tels que la choline ou le N-acétyl-aspartate.

Ainsi les gliomes de haut grade se caractérisent par une augmentation de la choline et une
diminution du N-acétyl-aspartate (19).

G- Principes de prise en charge (20)

En dehors de toute urgence vitale, il est recommandé qu’une réunion de concertation

pluridisciplinaire (RCP) précéde tout geste chirurgical.

Celle-ci aura pour but de déterminer la meilleure stratégie diagnostique et thérapeutique ainsi
que la faisabilité d’un geste chirurgical.

La confirmation histologique est fondamentale et nécessite I’obtention d’un prélevement par
voie neurochirurgicale. Elle doit précéder toute décision d’instauration d’un traitement

complémentaire par radiothérapie ou chimiothérapie.
1. La chirurgie

La chirurgie, quand elle est possible, a deux buts :
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- diagnostique : I’obtention d’un prélévement en quantité suffisante pour obtenir un

diagnostic histologique.

- thérapeutique : le résidu tumoral influengant directement la survie, la résection
tumorale est conseillée & chaque fois qu’elle est réalisable, avec pour objectif I’obtention
d’une exérése la plus compléte possible de la tumeur, sans entrainer de risque fonctionnel

majeur.

Les critéeres d’opérabilité doivent tenir compte de I’a4ge du patient, de son état général, de
I’existence d’éventuelles co-morbidités, de son état clinique et fonctionnel (score OMS et
index de Karnofsky), de la taille et la localisation de la tumeur et de la possibilité d’une

exérése compléte.

Une IRM précoce dans les 48 a 72 heures aprés le geste chirurgical doit étre pratiquée afin

d’apprécier le volume résiduel tumoral.
2. La radiothérapie

Les modalités de la radiothérapie varient en fonction de la tumeur et de sa localisation. Elle
doit prendre en compte le risque de neurotoxicité post radique.

a) Gliomes de grade Il

La radiothérapie est réservée aux patients aux critéres défavorables tels que I’impossibilité
d’une résection chirurgicale, ou de progression clinique et/ou radiologique apres
chimiothérapie.

La dose d’irradiation est alors de 45 & 50.4 Gy en fraction de 1.8 Gy.
b) Gliomes de grade Il

Une méta-analyse de Lapperiére et al. en 2002 a conclu a I’intérét sur la survie d’une
radiothérapie post-opératoire dans les gliomes de grade 111, comparativement a I’absence de
radiothérapie.

Les doses recommandées sont 57 a 60 Gy en fraction de 1.8 a 2 Gy. Le délai recommandé

avant I’instauration du traitement est de 2 a 6 semaines apres la chirurgie.
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c) Gliomes de grade IV

Elle doit étre débutée 4 a 6 semaines apres le geste chirurgical. En cas d’association avec une

chimiothérapie, la radiothérapie débute le jour de la chimiothérapie.

La dose recommandée est de 60 Gy en 30 fractions de 2 Gy, 5 jours par semaine. Des
adaptations de dose sont effectuées en fonction de I’d4ge et de I’association a une

chimiothérapie.

3. La chimiothérapie
a) Le témozolomide (TMZ)

Le TMZ est une chimiothérapie alkylante administrée par voie orale. Le TMZ agit en
ajoutant des groupes méthyls sur I’ADN en position O6-guanine, N7-guanine et N3-adenine.
Ceci a pour conséquence un mismatch au niveau de I’ADN alors dégradé par I’action du
complexe mismatch repair (MMR). La MGMT s’oppose a I’action du TMZ en dégradant les

groupes méthyls en position O6-guanine.
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Figure 14 : Interaction entre TMZ et MGMT d’apres Wilck et al.

Il a ainsi été démontré un bénéfice en terme de survie plus important de I’association radio-

chimiothérapie chez les patients présentant une mutation de MGMT (21).
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Figure 15: courbe de Kaplan-Meier- survie en fonction du statut MGMT association radio-

chimiothérapie (22)

b) Le protocole de STUPP

Ce protocole est basé sur les conclusions de I’essai EORCT-NCIC 2005. Il consiste a
associer, chez les patients atteints de GBM de moins de 70 ans, une radiothérapie
conformationnelle & la dose de 60 Gy et un traitement oral quotidien concomittant par

témozolomide, suivi d’un traitement adjuvant de 6 cycles témozolomide cing jours par mois
(21).

c) Le bévacizumab

Le bévacizumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF).

L’essai AVAGLIO étudiait I’adjonction de bévacizumab au traitement classique par radio-

chimiothérapie en premiere ligne de traitement des glioblastomes.

Debulking

or biopsy

Figure 16 : Design de I’étude AVAGLIO (22)
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Les résultats sont: une augmentation de la durée de survie sans progression, de la qualité de
vie et une diminution de prescription de corticoides dans le bras expérimental versus placebo
(22).

Une étude menée récemment confirme ces données. La survie sans progression est
significativement augmentée dans le bras bénéficiant d’un traitement par bévacizumab (10.6
mois) comparativement au placebo (6.2 mois). En revanche, il n’existe pas d’amélioration en
terme de survie globale (23).

A Progression-free Survival C Overall Survival

Stratified hazard ratio, 0.88 (95% C1,0.76-1.02)

Stratified hazard ratio, 0.64 (35% C1, 0.55-0.74) P=.10 by logrank test

P<0.001 by bog-rank test 1004
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Bevacizumab+ 458 440421 387322 25320317613991 61 27 11 4 1 0
RT-TMZ

Figure 17 : Kaplan Meier- Survie sans progression et survie bevacizumab versus

placebo (23)

4. Les traitements symptomatiques

Les corticoides oraux et parentéraux sont fréquemment utilisés pour leur action anti-
oedémateuse. D’autres traitements symptomatiques tels que les anti-épileptiques et

antiémétiques peuvent étre prescrits au cours de I’évolution d’une tumeur cérébrale.
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11- HUR

A- Introduction

HuR (Human Antigen R) est une protéine de 36 kD, composée de 326 acides aminés,
appartenant a la famille des protéines ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision). Cette
famille comprend 4 protéines : HuB, HuC et HuD présentes dans les cellules neuronales, et
HuUR, de localisation ubiquitaire. Le géne HuR est localisé sur le chromosome 19 (24).

B- La protéine HuR

HuR est une protéine de liaison a I’ARN possédant 3 domaines de liaison a I’ARN messagers
(ARNmM) nommés « RNA Recognition Motif » (RRM1 a 3). Ces domaines reconnaissent
specifiquement les séquences riches en adenosine et en uracile (ARE) dans la région non
traduite des ARNm.

1 20 08 106 186 244 322 326

N I RRM 1 || RRM2 | | HNS | RRM 3 ”C

<
~

Région hinge

Figure 18 : Protéine HuUR et ses différents domaines

1. Les domaines RRM

Ils se composent d’environ 90 acides aminés. RRM 1 et RRM2 sont impliqués dans la
fixation de HUR aux ARNm riches en ARE. RRM3 serait impliqué dans I’oligomérisation
(25).

Les domaines RRM2 et RRM3 sont séparés par une région « hinge » contenant le domaine
HNS.
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2. Le domaine HNS

Le domaine HNS (HuR nuclear shuttling) est composé de 32 acides aminés. Il est impliqué
dans transport nucléo-cytoplasmique de HuR. En effet, HuR est de localisation

essentiellement nucléaire mais peut accéder au cytoplasme via ce domaine (26).

Les mécanismes moléculaires permettant I’export de HuR restent mal compris. Il semblerait
que le transport de HUR du noyau vers le cytoplasme soit sous la dépendance de CARM1
(Coactivator Associated Arginine Methyltransferase) (26,27).

C- Fonction de HUR

HuR participe a la régulation post transcriptionnelle des ARNm.
1. Au niveau nucléaire
a) Epissage alternatif

Ainsi il a été démontré que HuR régulait I’épissage alternatif du pré-ARNm de fas, une
protéine impliquée dans I’apoptose (28). Récemment, Zhao et al. ont démontré I’implication
de HuR dans I’épissage alternatif du pré-ARNm de SIRT1. SIRT1 est une protéine
intervenant dans différents processus tel que la résistance au stress, I’apoptose, la sénescence
cellulaire (29).

b) Polyadénylation

HuR régule la polyadénylation en bloquant les sites contenants des séquences riches en
uracile (30,31).

2. Au niveau cytoplasmique :

Bien qu’étant majoritairement présent au niveau nucléaire, c’est au niveau cytoplasmique que
le r6le de HUR dans la régulation post-transcriptionnelle est le mieux connu : la stabilisation
des ARNm et la régulation de la traduction.
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a) La stabilisation

HuUR se fixe aux éléments riches en AU dans la région 3’ non traduite des ARN messagers

permettant ainsi leur stabilisation.

La stabilisation des ARNm participe a leur protection. Cette stabilisation serait sous la

dépendance de RRM3 qui, en se fixant sous forme d’oligomere aux ARNm, empécherait la

fixation des protéines déstabilisatrices avec notamment une dissociation du complexe RISC et

de ’ARNm (32).

b) Modulation de la traduction

Les mécanismes précis de modulation de la traduction de ces cibles restent méconnus.

Cependant, il a été démontré que, dans certains cas, en particulier pour p53, la fixation de

HuR au niveau des ARE des ARNm augmente le recrutement des polysomes et donc entraine

une majoration de la traduction (33).
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Figure 19: HuR et la régulation post-transcriptionnelle au niveau nucléaire

et

cytoplasmique (34).
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D- Les mécanismes de réqulation de HUR

HuR étant de localisation principalement nucléaire, son transport, via le domaine HNS, vers le
cytoplasme, apparait essentiel pour assurer ses fonctions de régulation. Cependant, les
conditions exactes de I’export de HUR restent mal comprises.

Les modifications de HuR par phosphorylation ou méthylation auraient une action de
régulation au niveau de la localisation de HUR et de son affinité avec les ARNm.

Le transport de HuR via le domaine HNS ainsi que son affinité aux ARNm sont sous la
dépendance de nombreux facteurs a la fois endogénes et exogénes qui agissent par activation
de différentes voies de signalisation. Voici les principaux de mécanismes de régulation

connus a ce jour.

1 20 98 106 186 244 322 326
N RRM 1 RRM 2 | HNS RRM 3 -C
105 202 221 318
Phosphorylation
CDK1 217

Phosphorylation
AMPK |

Phosphorylation PKC
88 100 113

Méthylaytion CARM1

Phosphorylation
ChK2

Figure 20 : Principales modifications post-transcriptionnelles de HUR

1. L’AMP activated kinase (AMPK)

L’AMPK est une enzyme ubiquitaire intervenant dans la régulation du métabolisme
énergétique. Elle intervient dans I’import nucléaire de HuR par phosphorylation de
I’importine alpha sur la sérine 105. Il a été prouvé que I’inhibition de I’AMPK entrainait une
augmentation du taux cytoplasmique de HuR et que son activation augmentait la présence de
HUR au niveau nucléaire (35,36).
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2. Les protéines kinase C (PKC) a et &

Les protéines kinases C o et & sont deux isoformes de la famille des sérine/threonine kinases
PKC, impliquées dans diverses fonctions cellulaires telles que la différenciation cellulaire, la

prolifération cellulaire, la néo-angiogénése ou I’apoptose.

Schématiquement, I’activité des PKC a et & est modulée par I’ATP et I’angiotensine Il qui
induisent le passage des PKC au niveau nucléaire. Une fois dans le noyau, les PKC
phosphorylent HUR au niveau des sérines 221 (sur le domaine HNS) et 318 (RRM3)
entrainant alors son export vers le cytoplasme (27,37-40).

Ser 100 Arg 217
Ser 88 Thr 118 Ser 202
| | | |
RRM1 RRM2 HR RRM3
1 19 100 103 | 189 | 245 | 326
Ser 158 Ser221 ™, Ser318
¥ Ser 221

205 RRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGVNVP 237

Figure 21 : Phosphorylation de HuR par les PKC au niveau des sérines 221 et 318(40)

3. Cycline dépendante kinase 1 (Cdk1)

Cdk1 est une sérine/thréonine kinase intervenant dans la régulation du cycle cellulaire. Elle
est en effet essentielle pour le passage des phases G2 a M.

Phase S :
réplication de I'ADN

Phase G2 :
croissance, préparation
de Ia mitose

Phase G1: |\
croissance, préparation de\,
1a réplication

Cdk1

Phase M :
division cellulaire

Stade GO:
hors du cycle cellulaire

Figure22 : Le cycle cellulaire et Cdk1, d’aprés http://biophile.free.fr/Cours/L3 BioCell.html
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Cdk1 est capable de phosphoryler HUR au niveau de la sérine 202 au moment de la phase G2
entrainant alors un maintien de HuUR au niveau nucléaire. Ainsi la phosphorylation en position
202 empécherait son passage cytoplasmique. L’inhibition de Cdk1, par des facteurs
endogénes ou exogenes entraine une augmentation du taux cytoplasmique de HuUR(41).

En condition de stress cellulaire, plusieurs signaux inhibent le cycle cellulaire et donc I’action
de Cdk1l. HuR est alors exporté vers le cytoplasme. Dans ce compartiment, HUR interagit avec
les ARNm codant pour les protéines de réponse au stress cellulaire telles que p53 ou Bcl-2
(42).

4. Coactivator Associated Arginine Methyltransferase (CARM1)

CARM-1 est responsable de la méthylation de HUR au niveau de son arginine 217, se trouvant
au niveau du domaine HNS. Les conséquences exactes de cette méthylation sur le transport
restent mal connues. Elle pourrait non seulement entrainer une augmentation de I’export mais
aussi bloquer la réintroduction de HuR au niveau nucléaire. Cette accumulation
cytoplasmique modifierait le pool d’ARNm de certaines cibles de HUR comme la cycline A,
la cycline B1, c-fos ou encore pl6 (42)(43).

5. Checkpoint Kinase 2 (ChK2)

ChK2 est une sérine/thréonine kinase impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et le
déclenchement de I’apoptose en cas de dommage de I’ADN. Les altérations de I’ADN
entrainent I’activation de ChK2 par phosphorylation par I’ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated).Une fois activée, Chk2 peut phosphoryler différents substrats impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire ou la réparation de I’ADN (44).

ChK2 phosphoryle HUR au niveau de 3 résidus : la sérine 88, la sérine 100 et la thréonine
118. Cette mutation modifie I’affinité de HuR pour le pool d’ARNmM disponible.

Abdelmohsen et al. ont démontré que la phosphorylation de HUR par ChK2 entraine une
modification de son affinité pour SIRT1. HuR régule positivement I’expression de SIRTL1,
protéine impliquée notamment dans la résistance au stress et la survie cellulaire. En
phosphorylant HUR, Chk2 entraine une modification de son affinité pour SIRT1 et donc une

diminution son expression (45).
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E- HuUR et cancer

1. Implication de HUR dans la cancérogénese

HuR régule de nombreux ARNm par sa fonction stabilisatrice et son action sur la traduction.
Ainsi, HuR est impliqué dans I’expression de genes codant pour la différenciation, la
prolifération cellulaire, la résistance au stress, I’angiogénése ainsi que la réponse immune et
inflammatoire. La possibilité d’une implication de HuR dans les cancers a été évoquée des les
années 1990 (46).

Les données actuelles suggerent que la dérégulation de HuR serait impliquée dans
I’acquisition par les cellules des principaux traits de malignité propres aux cellules

canceéreuses (47) :
= L’augmentation de la prolifération cellulaire
= Larésistance a I’apoptose
= |’augmentation de I’angiogénese locale
= La possibilité d’une invasion et de métastases

= L’échappement au contréle immunitaire

Enhancement
of Cell
Survival

Cyclin D1
Cyclin E1
Cyclin A2
Cyclin B1

Promotion \/\@-/‘ Target mRNA
of Cell £

Proliferation \

Elevation Invasion and
of Local Metastasis
Angiogenesis

Figure 23 : Implication de HuR dans I’acquisition de la malignité (48)
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a) L’augmentation de la prolifération cellulaire

Par sa fixation aux ARNm, HuR augmente le niveau d’expression de protéines régulant le
cycle cellulaire, parmi elles, les cyclines, qui en activant les CDK jouent un réle dans la
progression tumorale (49).

b) La résistance a I’apoptose

HuR favorise I’expression de protéines anti-apoptotiques (Pro Ta, Bcl-2, SIRT1) et inhibe
I’expression des protéines pro-apoptotiques (Fas, c-Myc) (48).

c) Augmentation de I’angiogenese locale :

Pour s’étendre, une tumeur nécessite de I’oxygene et des nutriments qui lui sont apportés par
les vaisseaux. La néo-angiogénése est donc un processus capital dans la cancérogenéese. HUR
stabilise les ARNm des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, COX-2 et HIF1a) et empéche la
synthése des facteurs anti-angiogéniques (TSP1(50)).

d) L’échappement au systéme immunitaire

Le systeme immunitaire est en charge de la dégradation des cellules cancéreuses. Mais les
cellules cancéreuses sont capables de développer des mécanismes de résistance. HuR
contribue & I’échappement au systéeme immunitaire en augmentant le taux de TGF-$
(transforming growth factor B), une cytokine impliquée dans la prolifération et I’invasion
cellulaire (51,52).

e) L’invasion cellulaire et les métastases

L’invasion cellulaire est un mécanisme complexe qui nécessite des changements au niveau de
la matrice extra-cellulaire. HUR est capable d’encourager I’invasion cellulaire par action
stabilisatrice sur des protéines pouvant dégrader la matrice extra-cellulaire telles que MMP-9
(48).
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2. Expression de HUR dans les tissus tumoraux

En 2003, Lopez et Al. ont étudié I’expression immunohistochimique de HuR dans un panel de
135 tissus sains et 182 tumeurs d’origine diverse (gastrique, pulmonaire, colique, thyroidienne
et rénale). Les données suggerent qu’au sein de tous les tissus normaux, il existe une
expression principalement nucléaire de HUR d’intensité faible a modérée, contrastant avec
une nette augmentation du niveau de HUR au niveau des tissus tumoraux, associée a une

présence cytoplasmique (53).

Ainsi, une surexpression cytoplasmique de HuUR est associée a un pronostic plus sombre dans
les cancers coliques, a un grade plus élevé, une taille tumorale plus importante et un plus
faible taux de survie dans les cancers du sein et de I’ovaire, ainsi qu’a un risque accru de

rechute dans le carcinome prostatique (54-61).
3. Expression de HUR dans les tumeurs cérébrales

En 2001, Nabors et al. ont étudié I’expression de HuR dans 49 tumeurs cérébrales. Les
données permettent de conclure que HuR est exprimé au niveau des tumeurs cérébrales et que
sa surexpression est corrélée au grade histopronostique de la tumeur. Au sein des
glioblastomes, les auteurs observent un fort marquage immunohistochimique de HuR au
niveau des zones de nécrose et de néo-angiogénése. Dans ces zones, il existe également une

augmentation des facteurs pro-angiogéniques comme COX-2 et VEGF (52,62).

Les études menées par Ido et al. et Sakuma et al. ont prouvé I’implication de HUR dans la
régulation de I’expression de VEGF dans les méningiomes et les astrocytomes (63,64).

Plus récemment Bolognani et al. ont étudié I’expression de HuR dans une série de 216
tumeurs gliales et au sein de culture cellulaire de gliomes. Les auteurs rapportent que le
niveau d’expression cytoplasmique de HuR est corrélé au grade histologique avec un niveau
d’expression global plus important au sein des tumeurs oligodendrogliales. Ils soulignent
également que I’augmentation cytoplasmique de HuR est en lien avec la diminution du facteur
pro-apoptotique c-myc et I’augmentation des facteurs favorisants la néo-angiogénese : VEGF
et COX-2.

De plus, I’inhibition de HuR au niveau des cultures cellulaires diminue significativement la

croissance tumorale (65).
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I11- MICRO-ARN

A- Définition et biosynthese

Les micro-ARN (miRs) sont des ARN simple brin dont la taille est inférieure a 25

nucléotides. Ils ont un réle de régulation post transcriptionnelle.

Les miR sont transcrits par la polymérase Il en un transcrit primaire appelé « pri-miARN ».
Le pri-miARN contient des structures en épingles a cheveux. Il subit alors une premiére phase
de maturation par Drosha en association avec DGCRS8. Cette maturation consiste en un

clivage des structures en épingles a cheveux.

Les structures en épingles a cheveux sont des « pré-miARN ». Ceux-ci sont exportés dans le
cytoplasme via I’exportine 5.Dans le cytoplasme, ils subissent la deuxieme étape de
maturation. Cette maturation est alors réalisée par Dicer. Il s’agit d’une excision de la boucle

pré-terminale des pré-miARN.

Aprés cette maturation, le pré-miARN devient micro-ARN. Il est alors chargé sur une
protéine Argonaute pour former le complexe RISC. Un seul des 2 brins est conservé dans le
complexe RISC, I’autre étant dégradé par la fonction hélicase de Dicer.

Les miR régulent négativement I’expression des genes. En effet les miR entrainent une
dégradation des ARNm cibles via une dé-adénylation et un retrait de la coiffe. D’autres

interactions plus complexes ont également été décrites.
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Figure 24 : Biosynthése des micro-ARN

B- MiR et HUR

Plusieurs études expérimentales ont montré le réle de certaines microARNSs dans la régulation
de HuR.

1. miR29
Dans les carcinomes mammaires, une dérégulation de miR29 serait impliquée dans

I’acquisition des capacités invasives des tumeurs par action sur N-myc inhibitor, une cytokine

impliquée dans la régulation de nombreuses voies de signalisation (66).

De plus miR29 augmenterait la surexpression de HUR et son inhibition normaliserait le taux
de HuR dans les cancers mammaires invasifs (67).

2. miR9

Dans le tissu mammaire, une surexpression de miR9 est associée a une augmentation du
potentiel métastatique par action sur E-cadhérine. Une surexpression de miR9 serait un
facteur de mauvais pronostic dans les tumeurs gliales (68,69).
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Leucci et al. ont démontré que HuR était une cible de miR9. Dans les cultures cellulaires de
lymphome de Hodgkin, miR9 inhibe HuR. Ainsi, une inhibition de miR9 par action

pharmacologique entraine une augmentation du niveau de HuR (70).

A notre connaissance, la relation entre miR9, miR29a et HUR n’a pas été spécifiqguement

étudiée dans les tumeurs gliales.

1IV- MARQUEURS DE PROLIFERATION

A- Ki67

Le Ki67 est un antigéne nucléaire dont I’expression est associée a la prolifération cellulaire. Il
est exprimeé tout au long du cycle cellulaire, de la phase G1 a la phase M et est indétectable
dans les cellules quiescentes (phase GO) (71).

Cette propriété en fait un marqueur reconnu d’estimation de la prolifération cellulaire et donc
de la prolifération tumorale. En effet, I’évaluation de I’index Ki67 peut avoir de multiples
applications diagnostiques, pronostiques et prédictives dans de nombreuses pathologies
tumorales. Ainsi, depuis 2010, il intervient dans le grading OMS des tumeurs neuro-
endocrines digestives. En effet, au sein de ces tumeurs, I’index Ki67 est corrélé a la survie et
au risque de récidive aprés chirurgie (72,73).

La détermination du Ki67 s’effectue par technique immunohistochimique en comptant le
taux de cellules marquées a I’aide de I’anticorps MIB-1, anticorps monoclonal de souris dirigé
contre I’antigéne Ki67.

Au sein des tumeurs cérébrales, les études réalisées suggérent que le Ki67 est corrélé a la
survie chez les patients atteints d’astrocytome de grade 11 (74).

Une étude menée précédemment dans notre service au sein des méningiomes, a démontré
I’existence d’une forte corrélation entre le Ki67 et le grade histologique ainsi que la survie
sans récidive (75).
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B- MCM6

Le complexe minichromosome maintenance (MCM) joue un réle clé dans la synthése et la
réplication de I’ADN. Ce complexe fait partie du complexe pré réplicatif. 1l possede une
activité hélicase intervenant durant les phases d’initiation et d’élongation de I’ADN au cours
de la phase S (76).

Le complexe MCM est composé de 6 sous unités : de MCM2 a MCM?7.

Dans le domaine de la cancérologie, les protéines MCM sont reconnues comme marqueur de
prolifération dans plusieurs tumeurs telles les cancers du sein, le cancer urothélial ou encore le

cancer colique (77-79).

Au niveau cérébral, plusieurs études ont été realisées sur la corrélation entre I’expression
immunohistochimique des protéines MCM et le grading des tumeurs gliales (80,81). Ainsi, il
a été démontré une corrélation entre un taux élevé de MCM2 et un pronostic plus sombre dans
les tumeurs oligodendrogliales (82). Soling et al. ont démontré que le niveau d’expression de
MCM3 était un facteur prédictif de survie chez les patients atteints d’astrocytome anaplasique
(83)

MCMBG6 est I’une des 6 sous unités du complexe MCM. Il a été démontré que MCM®6 possede
une expression plus précoce que Ki67 au cours du cycle cellulaire.

L expression immunohistochimique de MCM6 a été étudiée comme marqueur pronostic dans

différentes tumeurs tel que les lymphomes, les chondrosarcomes (84,85).

Un travail mené au sein de notre laboratoire sur 32 méningiomes de grade | et 27
méningiomes de grade Il a permis de démontrer que I’expression de MCM6 est fortement
corrélée au grade histologique et a la survie sans récidive, et ce avec une excellente

reproductibilité inter-observateur (75).

C- PHH3

Histone 3 est une protéine impliquée dans la structure de la chromatine. Sa phosphorylation,
au niveau de la sérine 10, entraine la condensation de la chromatine au moment la prophase.
La phosphorylation demeure jusqu'a la télophase ou I’histone H3 est alors dephosphorylée par

une phosphatase.
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L’étude immunohistochimique de I’expression de PHH3 est un marqueur de I’activité
mitotique (86,87).

Ainsi, il a été démontré que, non seulement PHH3 facilite le compte mitotique
comparativement a Ki67 mais, il est corrélé au pronostic dans plusieurs cancers tels que les

cancers mammaires, les cancers endométriaux ou encore les mélanomes (88-90).

Récemment, Olar et al. ont étudié I’expression de PHH3 au sein de 363 méningiomes afin de
déterminer I’indice mitotique et d’aider au grading. Les conclusions sont que PHH3 est un
excellent marqueur pour le compte mitotique. En effet, il contribue a diminuer les causes de
confusions potentielles (tels que les noyaux en apoptose). De plus, son compte aisé réduit la
variabilité inter-observateur. PHH3 est également corrélé a la survie sans récidive et au taux

de récurrence (91).
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OBJECTIFS

Obijectif principal :

Evaluer la valeur pronostique de HuR dans les tumeurs gliales

Obijectifs secondaires :

- Etudier la corrélation entre HUR et la prolifération cellulaire

- Etudier les liens entre les microARN miR9 et miR29 le niveau d’expression de HUR

- Evaluer la valeur pronostigue de Ki67 et MCM6 dans les tumeurs gliales
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MATERIELS ET METHODES

I- ETUDE CLINICO-PATHOLOGIQUE

A- Population

116 cas de tumeurs gliales ont été sélectionnés rétrospectivement. Les cas se répartissent
en 55 cas de glioblastome, 12 cas d’astrocytome de grade Ill, 11 cas d’oligodendrogliome
anaplasique, 2 cas d’oligoastrocytome, 12 cas d’astrocytome de grade Il et 24 cas

d’oligodendrogliome de grade II.

Les patients ont été opérés ou biopsiés dans le service de Neurochirurgie du CHU de
Nancy entre 2004 et 2013. Ils ont tous remplis et signé le formulaire d’information et de
non opposition a I’utilisation d’échantillons de tissu a une fin de recherche scientifique et

médicale.
Les prélévements concernaient 69 hommes et 47 femmes, tous majeurs.

Les données cliniques furent collectées a partir des dossiers du département de Neurologie

du CHU de Nancy. Les données recueillies sont :
- I’age
- le sexe
- circonstance de découverte des lésions cérébrales

- date et type de la chirurgie (biopsie stéréotaxique versus exérese

chirurgicale)

- la présence a I’imagerie d’un résidu tumoral apres la chirurgie

- la progression, et si oui, la date et le type : radiologique et/ou clinique
- la prise d’un traitement néoadjuvant

- le protocole de traitement
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- la prise de bevacizumab
- la date des derniéres nouvelles

- le déces : date et circonstance

B- Etude histologigue et immunohistochimique

Les prélevements sont acheminés au laboratoire de Pathologie de I’Hépital Central du CHU
de Nancy a I’état frais ou fixés dans le formol. Quand I’abondance du prélévement le
permettait, un fragment de tissu frais a été cryoconservé et répertorié dans la tumorotheque du
CHU de Nancy.

Ils sont fixes dans du formol tamponné a 4% et inclus en paraffine. Des coupes en paraffine a
4 um sont réalisées afin d’étre colorée par HES (hématoxyline, eosine, safran) ainsi que des

lames blanches pour I’étude immunohistochimique.
1. Principe de I'immunohistochimie :

Le but de I'immunohistochimie est la mise en évidence de protéines par un systeme de
reconnaissance antigéne-anticorps. La protéine est d’abord reconnue par un anticorps primaire
spécifique, monoclonal ou polyclonal, puis est secondairement révélé par un montage

variable.
a) Anticorps
- Monoclonaux

Il s’agit d’une population d’anticorps identiques dirigés contre le méme site antigénique d’une
protéine. Ils sont fabriqués selon la technique des hybridomes. Apres avoir immunisé une
souris (ou parfois d’autres animaux) contre un antigéne donné, les lymphocytes B sont

prélevés dans sa rate.

Les anticorps monoclonaux sont trés spécifiques mais peuvent se révéler moins sensibles que

les anticorps polyclonaux.
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Figure 25 : Production d’anticorps monoclonaux d’aprés DAKO

- Polyclonaux
Ils consistent en la production d’anticorps par des animaux immunisés tels que le lapin ou la
chévre. L’avantage est un colt moins élevé et la possibilité de reconnaitre plusieurs épitopes.

Ils sont par contre moins spécifiques que les anticorps monoclonaux.
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Figure 26 : Production d’anticorps polyclonaux d’aprés DAKO

b) Modes de révélation

Il repose sur I’ajout d’un montage aux anticorps primaires ou secondaires. La révélation peut

se faire soit par un marquage fluorescent soit par un marquage enzymatique.

Au laboratoire de Pathologie du I’Hopital Central du CHU de Nancy, le systéme utilisé est la

technique EnVision FLEX de Dako.
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¢) EnVision FLEX Dako

L’antigene au niveau du tissu est détecté par un anticorps primaire. Celui- ci se lie a un
anticorps secondaire nommé le LINKER. Le LINKER se fixe a un polymeére de dextrane sur
lequel des molécules de peroxydase (HRP) et des anticorps secondaires ont été couplés. Ce
montage est ensuite révélé par un systéme chromogéne-substrat. Le protocole complet est

disponible en annexe 1.
2. Anticorps utilisés

Tableau 2 : Dilutions et références des anticorps primaires

Protéine Clone Fournisseur Dilution
HuR Monoclonal Invitrogen 1/2000
souris 19F12
MCM6 Polyclonal chévre Santa Cruz 1/800
Biotechnology
Ki67 Monoclonal Dako 1/200
souris MIB1
IDH1 Monoclonal Dianova 1/50
souris
HO09
Internexine alpha Monoclonal Novus 1/50
(INX) souris 2E 3 Biologicals
p53 Monoclonal Nova Castra 1/60
souris
DO7

3. Quantification
a) HUR

Le taux de cellules tumorales exprimant HUR a été étudié au niveau nucléaire et au niveau
cytoplasmique sur 500 cellules tumorales, dans les zones présentant le plus fort marquage.

Les résultats sont exprimés sous forme de pourcentage.
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b) MCMB6, Ki67 et p53

Pour ces 3 marqueurs, il a été défini le taux de cellules marquées comme étant le pourcentage
de cellules présentant un marquage nucléaire, en comptant 500 cellules, dans les zones
présentant le plus de noyaux marqués. La surexpression de p53 est définie par un marquage

intense d’au moins 10% des cellules tumorales.
c) INX et IDH

Pour ces 2 marqueurs, la positivité a été définie comme un marquage cytoplasmique de plus

de 10% des cellules tumorales, en analysant I’ensemble de la lame.

11- ANALYSE DES MICRO-ARN PAR gRT-PCR

A- Extraction des ARN

L’extraction des ARN est réalisée a partir de tissu fixé dans le formol et inclus en paraffine. 1l
est alors réalisé des copeaux de 10 um dans le bloc, au niveau d’une zone délimitée sur lame

HES par le pathologiste.

Les copeaux sont alors déposés dans un tube Eppendorf. Aprés déparaffinage, les
prélévements sont soumis & digestion enzymatique par la protéinase K. L’ARN est extrait par
technique de séparation de phase en utilisant le Trizol (Life Technologies) selon les
recommandations du fournisseur. Les ARN sont ensuite stockés au congélateur a -80°C. Le
protocole complet est disponible en annexe 2.

B- Etape de transcription inverse

L’étape de la transcription inverse a pour but de créer un brin d’ADN complémentaire a partir
d’ARN. L’ADN complémentaire est alors destiné a étre amplifié au cours de cycles de PCR.

Cette étape a été réalisée selon les recommandations du fournisseur a I’aide des réactions
TagMan MicroRNA Assays (Applied Biosystems). Le protocole complet est disponible en

annexe 3.
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C- La PCR en temps réel par la méthode TagMan

La PCR en temps réel consiste en une amplification cyclique d’un fragment d’ADN mesurée
tout au long de la réaction.

A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grdce a un marqueur
fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle & la quantité d’amplicons produits.
Ceci permet d’obtenir une cinétique de la réaction.

La technologie Tagman est basée sur I’activité 5’-exonucléasique de la Taq polymérase pour
hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible sur I’amplicon durant [|’étape
d’hybridation/extension de la PCR. Les sondes sont marquées a leur extrémité 5’ par un
fluorochrome émetteur (reporter) et a leur extrémité 3’ par un fluorochrome suppresseur

(quencher) fluorescent ou non, 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 I’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 1’émission

de fluorescence non spécifique due a des mésappariements ou des diméres d’amorce.

D. Quantification relative

1. Le cycle Threshold

Pour chaque échantillon, il faut déterminer la concentration du gene cible et la concentration
du géne de ménage (ou géne référence). L’expression de génes cibles et de référence est
fonction de I’efficacité de la PCR et du cycle threshold (cT). Le threshold (ou seuil)
correspond au seuil de détection optique au-dela duquel la variation en intensité de
fluoresence suit une loi exponentielle. Le cT correspond au point d’intersection de la courbe
cinétigue PCR avec la ligne seuil, au départ de la phase exponentielle. 1l est donc directement
lié a la quantité d’ADN cible présent dans I’échantillon. Pour un micro-ARN donné la ligne

de seuil doit étre la méme pour tous les échantillons.
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Figure 27 : Modeéle de PCR en temps réel d’apres NCBI-Real time PCR

2. Efficacité

Il est important de connaitre I’efficacité de la PCR afin de pouvoir valider la technique. Pour
connaitre I’efficacité de la PCR on effectue une PCR en temps réel sur des échantillons de

dilution croissante afin d’obtenir une courbe étalon.

L’efficacité est déterminée pour chaque micro-ARN avec le calibrateur & partir d’une gamme
de 4 dilutions en triplicat réalisée a deux reprises. Le calibrateur est un mélange de plusieurs
échantillons de parenchyme cérébral sain et tumoral. Il a pour but de contréler et normaliser
I’efficacité de la PCR.

L’efficacité est corrélée a la pente de la courbe. La formule de calcul est la suivante :

Efficacité = 10(-pente) -1. Si la pente est égale a 0.301 alors I’efficacité de la PCR est de
100%.

L’efficacité de miR191 est de 0.94, celle de miR29a est de 0.89 et celle de miR9 0.94.
3. MiR de référence

Les stabilités du micro-ARN191 et de RNU ont été analysées dans une série de 13 cas a I’aide
du logiciel Normfinder (Departement of Molecular Medicine, Aarhus University Hospital,
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Denmark). La meilleure stabilité a été retrouvée pour miR191, qui a été choisi comme
microARN de référence pour la quantification de miR29 et miR9.

4. Cycle de gPCR

La quantité d’ARN utilisée pour miR191, miR9 et miR29a est de 10ng.

Les réactions de RT et de gPCR ont éte réalisées en utilisant le kit TagMan MicroRNA
Reverse Transcription et TagMan MicroRNA Assays (Applied Biosystems), suivant les
données du fournisseur.

Le volume de réaction est de 20uL. Chaque analyse a été effectuée en triplicat. Les conditions
du cycle de PCR sont les suivantes : 10 minutes a 95°C puis 40 cycles de 15 secondes a 95°C

et 60 secondes a 60°C. Le protocole complet est disponible en annexe 4.

La quantité relative pour chaque micro-ARN a été déterminée par la formule suivante :
Ratio = E-AACt;

E = 1+ efficacité ;

AACt = (ACt échantillon)-(ACt calibrateur) ;

ACt = (Ct du microARN d’intérét — Ct du microARN de référence)

111- ANALYSE STATISTIQUE

Toutes les variables continues sont représentées sous la forme de médiane ou moyenne +
écart-type. Les variables discontinues sont décrites par leur fréquence de distribution relative
et absolue. L’étude de la normalité de la distribution des variables a été réalisée par un test de

Kosmogorov-Smirnov.

L’ensemble des données cliniques et immunohistochimiques des patients a été comparé selon
leur grade histologique par le test de Mann-Whitney pour les variables continues et le test du
Chi-2 pour les variables discontinues. Le coefficient de corrélation de Spearmann a été utilisé

pour étudier les corrélations entre les différents marqueurs immunohistochimiques.

La survie globale et la survie sans progression ont été estimées a I’aide de la méthode de
Kaplan-Meier et présentée en mois.
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L’analyse de la survie globale et de la survie sans progression a été menée grace au test du
Logrank et un modéle de Cox avec régression univariée. Seuls les paramétres significatifs en

régression de Cox univariée ont été retenus pour I’analyse multivariée.

Pour tous les tests, une valeur de p <0,05 a été considérée comme statistiquement significative

a I’exception du test de Kosmogorov-Smirnov.

Les analyses ont été réalisées grace au logiciel IBM SPSS 21.0.
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RESULTATS

I-ETUDE CLINICO-PATHOLOGIQUE

A- Caractéristiques de la population étudiée et données cliniques

1. Données cliniques

L’age moyen des patients au moment de la chirurgie est de 56 ans, avec des extrémes allant
de 18 a 83 ans. La médiane de I’age est de 59 ans.

Le suivi clinique est disponible pour I’ensemble des patients. La médiane de suivi, tous grades
confondus est de 43 mois. La médiane de survie dans le groupe des patients avec tumeurs de
grades Il est de 109 mois (min.43, max. 175 mois). La médiane de survie des grades 111 est de
15,5 mois (min.13 mois, max. 18 mois). La médiane de survie est de 15 mois pour les grades

IV (min. 8 mois, max.21 mois).

Concernant la survie sans progression, la médiane est de 50,9 mois pour les grades 2, 60,7

mois pour les grades 111 et de 10,3 mois pour les grades IV.

Les tableaux ci-apres résument les principales données en fonction des grades, de la survenue

d’un déces et les principaux signes cliniques révélateurs.
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Tableau 3 : Principales données cliniques en fonction des grades

Grades 2 (moy +
Données Grades 3 Grades 4
EC, n(%))

Age au diagnostic 45,90 + 17,03 60,67 + 13,35 61,78 + 8,99 0.001
Sexe 0.342
- Homme 24 (34,8) 12 (17,4) 33 (47,8)
- Femme 12 (25,5) 13 (27,7) 22 (46,8)
Type de Chirurgie 0,365
- biopsie stéréotaxique 18 (33,3) 14 (25,9) 22 (40,7)
- Exérése 18 (29) 11 (17,7) 33 (53,2)
Résidu chirurgical 6 (20,7) 4(13,8) 19 (65,5) 0,251
Progression 20 (24,4) 18 (22) 44 (53,7) 0,008
Chimiothérapie 28 (29,8) 19 (20,2) 47 (50) 0,003
Bevacizumab 2(51) 10 (25,6) 27 (69,2) < 0,0001
Radiothérapie 10 (13,5) 18 (24,3) 46 (62,2) <0,0001
Déces 14 (17,7) 19 (24,1) 46 (58,2) < 0,0001
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Tableau 4 : Principales données cliniques en fonction de la survenue de déces

Décédés (moy + EC,
Données Vivants
n(%0))

Age au diagnostic 59,26 + 13,13 50,96 * 16,36 0,004
Sexe 0,042
- Homme 52 (75,4) 17 (24,6)
- Femme 27 (57,4) 20 (42,6)
Type de Chirurgie 0,198
- Biopsie stéréotaxique 40 (74,1) 14 (25,9)
- Exérése 39 (62,9) 23 (37,1)
Résidu chirurgical 20 (69) 9 (31) 0,275
Progression 65 (79,3) 17 (20,7) < 0,0001
Chimiothérapie 63 (69,2) 28 (30,8) 0,131
Bevacizumab 31 (79,5) 8 (20,5) 0,118
Radiothérapie 57 (77,0) 17 (23,0) 0,007
Grade < 0,0001
- Grade 2 14 (17,7) 22 (59,5)
- Grade 3 19 (24,1) 6 (16,2)
- Grade 4 46 (58,2) 9 (24,3)
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Tableau 5 : Symptomatologie clinique révélatrice

Symptémes cliniques Effectifs (nombre) Pourcentage (%)
Crise d’épilepsie 29 25.0
Troubles cognitifs 26 22.4
Céphalées 18 15.5
Troubles sensitifs 12 10.3
Malaise avec perte de 8 6.9

connaissance

Troubles moteurs 7 6.0
Hypertension intra-cranienne 6 5.2
Troubles visuels 3 2.6
Vertiges 1 0.9

Non connu 6 5.1

Total 116 100

2. Analyse de la survie en fonction du grade

Il existe une association statistiguement significative entre le grade histologique et la survie
sans progression (p<0.0001) ainsi que la survie globale (p<0.0001).

Grade
1019 1

30
40

0,64

Cum Survival

044

0,04

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Survie globale ( mois)

Figure 28 : Analyse de la survie globale en fonction des grades histologiques
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Au sein des grades 11 et II, il n’existe pas de différence en terme de survie, statistiguement
significative, entre les différents types histologiques (p grade 111 =0.318, p grade 11 = 0.063).

3. Expression des marqueurs pronostiques moléculaires
a) P53

44 patients (37.9%) présentent une surexpression de P53, correspondant & 4 cas de grade Il
(11 %) 8 cas de grade 111 (32%) et 32 cas de grade IV (58%).

En utilisant un modele de Kaplan-Meier, il n’existe pas d’impact de la surexpression de p53
sur la survie globale (log rank p = 0.201), la surexpression de p53 a un impact négatif sur la
survie sans progression (p = 0.034).

b) IDH1

15 patients (12.9%) présentent une expression d’IDH1. Ils se répartissent en 1 cas de grade 1V
(1.8%), 3 cas d’oligodendrogliome anaplasique (12%), 2 cas d’astrocytome de grade Il (5.5%)
et 9 cas d’oligodendrogliome de grade 11 (12%).

En analyse bivariée par méthode de Kaplan-Meier, I’expression d’IDH1 a un impact positif
sur la survie sans récidive (log rank p=0.02) et sur la survie globale (log rank p = 0.01).

c) Internexine-alpha

15 patients (12.9%) présentent une expression d’internexine-alpha. Ils se répartissent 9 cas
d’oligodendrogliome de grade Il (25%), 1 cas d’astrocytome de grade Il (2.7%), 3 cas
d’oligodendrogliome anaplasique (12%) et 2 cas de glioblastome (3.6%).

Concernant la survie globale et sans récidive, la présence d’une surexpression d’internexine-
alpha est un facteur prédictif positif, tous grades confondus (log rank p= 0.01) et au sein des
grades I11 (log rank p= 0.026).
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B- Etude immunohistochimigue des marqueurs de prolifération

1. MCM6

Le nombre de cellules marquées par MCM®6 est significativement plus élevé dans les gliomes
de grade 1V que dans les gliomes de grade Il (75.7% vs 44.2%, p <0.0001). Il existe une
différence significative entre les grades Il et les grades Il (44.2% vs 11.9%) p <0.0001 ainsi
gu’entre les gliomes de haut grade (les grades 1V et les grades 111) versus les gliomes de bas
grade (p <0.0001).

L’analyse de la survie met en évidence une relation négative entre le taux de MCM6 et la
survie sans progression ainsi que la survie globale des patients, tous grades confondus par
méthode de régression de Cox univariée (p <0.0001) (Tableaux 4 et 5) comme avec le test du
log-rank (p <0.0001).

Ainsi, les patients présentant un pourcentage d’expression de MCM®6 supérieure a la valeur
médiane (49%) ont un taux de survie significativement plus bas que les patients présentant un

taux inférieur a la médiane (log rank p<0.0001).

Survival Functions
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Figure 29 : Survie globale en fonction de MCM6 tous grades confondus
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L’analyse en sous-groupe par grade histologique ne retrouve pas de relation significative entre
la valeur de MCMBG et la survie sans progression ainsi que la survie globale (glioblastome,
survie globale : p = 0.068 ; autres groupes p>0.10).

En ce qui concerne I’analyse multivariée, 3 modeles ont été réalisés
les scores de MCMG et le grade
les scores de MCMBG, le grade et I’age

les scores de MCMBG, le grade, I’age, I’expression des marqueurs P53, internexine alpha et
IDH1.

MCMBG est un facteur pronostique négatif indépendant dans les 3 modeles utilisés (Tableau 6).
2. Ki67

L’indice de prolifération évalué a I’aide de I’anticorps Ki67 est significativement plus élevé
dans les gliomes de grade 1V que dans les gliomes de grade 111 (14.1% vs 6.3%) (p <0.0001).
Il existe une différence significative entre les gliomes de grade 111 et les gliomes de grade |1
(6.3% vs 1.4%) (p <0.0001) tout comme entre gliomes de haut grade et les gliomes de bas
grades (p <0.0001).

L’analyse de survie met en eévidence un impact négatif de I’indice de prolifération sur la
survie sans progression (p <0.0001) et sur la survie globale (p <0.0001), en analyse univariée,

tous grades confondus (tableaux 4 et 5).
En analyse de sous-groupe, par grades histologiques :

Dans les grades IV : 1l n’y a pas de relation significative entre le niveau d’expression de Ki-
67, la survie sans progression (p = 0.564) et la survie globale (p = 0.148)

Dans les grades 111 : la valeur de Ki-67 a un impact négatif sur la survie sans progression (p =
0.034) ainsi que la survie globale (p = 0.002).

Dans les grades Il : 11 n’y a pas de relation entre I’indice de prolifération et la survie sans
progression (p = 0.628) et la survie globale (p = 0.745).

L’analyse multivariée de la survie sans progression et la survie globale a été réalisée selon 3

modeles étudiants respectivement :
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1. le taux de Ki-67 et le grade
2. le taux de Ki-67, I’age et le grade

3. letaux de Ki-67, I’age, le grade, I’expression de p53, internexine-alpha et
IDH1

Dans le modele 2, le niveau d’expression de Ki-67 est un facteur pronostique défavorable
indépendant (Tableau 7).

L’analyse multivariée de survie en sous-groupe par grade ne retrouve pas d’association

significative.
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Figure 30 : Comparaison des marquages entre MCMB6 (a gauche) et Ki-67 (a droite) au

grossissement x200.

En haut : Un glioblastome. Au milieu : un oligodendrogliome anaplasique. En bas : un

oligodendrogliome de grade 2.



C- Etude immunohistochimique de I’expression de HUR

1. HuR cytoplasmique

Le pourcentage de cellules présentant une expression cytoplasmique de HuR est
significativement plus élevé dans les grades IV comparativement aux grades Il (30.7% vs
14.4% p <0.0001) ainsi qu’entre les grades Il et les grades Il (26.7% vs 14.4% p <0.0001).
Au sein des grades II, il existe une différence d’expression entre les astrocytomes et les
oligodendrogliomes (17.9% vs 12.6% p = 0.026). Cette différence n’est pas retrouvée au sein
des grades 111 (p = 0.096).

Il existe également une différence significative entre les hauts grades et les bas grades (p
<0.0001).

Néanmoins, il n’existe pas de différence significative concernant le niveau d’expression de

HuR cytoplasmique entre les grades IV et 111 (p=0.191).

En analyse univariée, il existe une association statistiquement significative entre le niveau
d’expression cytoplasmique de HuR et la survie globale en utilisant le modéle régression de
Cox (p = 0.007) et avec le test du log Rank (p = 0.005).

En prenant comme valeur la médiane de HuR cytoplasmique (23,15%), les patients présentant
un niveau d’expression supérieur a la médiane ont un taux de survie plus faible que ceux

présentant une valeur de HuUR cytoplasmique inférieure a la médiane (p = 0.005).

En analyse univariée, de sous groupe par grade, il existe une association entre le niveau
d’expression cytoplasmique de HuR et la survie globale dans les grades Il (p = 0.048) mais
pas dans les grades IV ni dans les grades I11.
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Figure 31 : Survie globale en fonction de la médiane de HuR cytoplasmique

Le niveau d’expression cytoplasmique de HUR n’a pas d’impact significatif sur la survie sans
progression tous grades confondus ni apres analyse en sous groupe.

L’association n’est pas significative en analyse multivariéé, apres réalisation de 3 modeles
(Tableau 8).

2. HUR nucléaire

Le pourcentage d’expression nucléaire de HuR est significativement plus élevé dans les
grades 1V (94.2%) que dans les grades Il (83.4%) (p <0.05) et également entre les grades 1V
(94.2%) et les grades Il (87.3%) (p <0.05). En revanche, il n’existe pas de différence
significative dans I’expression nucléaire de HuUR entre les hauts grades et les bas grades (p =
0.059) et entre les grades Il et les grades Il (p = 0.644).

En analyse univariée, le niveau d’expression nucléaire de HUR n’a pas d’impact significatif

sur la survie sans progression (p = 0.582) et sur la survie globale (p = 0.945).

L’association est également non significative aprés analyse par sous groupe histologique.
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Figure 32 : Expression de HUR dans les différents grades

A: Glioblastome (grossissement x40) Al: Glioblastome (x200). A2 Glioblastome (x400) B:
Astrocytome anaplasique (x200) C: Oligodendrogliome anaplasique (x200) D:
Astrocytome(x200). E : Oligodendrogliome (x200).
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Tableau 4 : Analyse univariée de la survie sans progression selon le modéle de régression de

Cox
I T e
HuR cytoplasmique 1.012 0.998-1.026 0.86
HuR nucléaire 1.004 0.990-1.018 0.594
MCM6 1.017 1.011-1.024 <0.0001
Ki67 1.040 1.022-1.059 <0.0001
P53 1.008 1.000-1.016 0.046

Tableau 5 : Analyse univariée de la survie globale, selon le modéle de régression de Cox

Odds Ratio | Intervalle de confiance a 95% _

HuR cytoplasmique 1.019 1.005-1.033 0.007
HuR nucléaire 1.001 0.987-1.016 0.899
MCM6 1.020 1.013-1.027 <0.0001
Ki67 1.046 1.028-1.064 <0.0001

Tableau 6 : Analyse de I’impact de MCMBG6 sur la survie globale, selon le modéle de

régression de Cox multivarié

Rapport de risque Intervalle de confiance a 95% _

Modele 1 : MCM6

<0.0001
grade
MCM®6 1.011 1.001-1.022 0.030
Grade 1.604 1.046-2.460 0.030
Modele 2 : MCM6, grade, age <0.0001
MCM®6 1.012 1.001-1.022 0.028
Grade 1.417 0.919-2.185 0.114
Age 1.025 1.005-1.047 0.016
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Modeéle 3 : MCM6 et autres variables

MCM®6
Grade
Age

p53

INX alpha
IDH1

1.012
1.309
1.043
0.660
0.141
1.954

1.001-1.022
0.834-2.054
1.019-1.067
0.406-1.073
0.039-0.513
0.710-5.374

<0.0001

0.027
0.242
0.0003
0.094
0.003
0.194

Tableau 7 : Analyse de I’'impact de Ki-67 sur la survie globale selon le modeéle de régression

de cox multivarié

Rapport de risque Intervalle de confiance a 95% _

Modele 1 : KI-67,

grade
Ki-67
Grade

1.022
1.961

Modeéle 2 : Ki-67, grade, age

Ki-67
Grade
Age

Modeéle 3 : Ki-67 et autres variables

Ki-67
Grade
Age

p53

INX alpha
IDH1

1.023
1.732
1.026

1.021
1.623
1.041
0.649
0.144
1.920

1.000-1.044
1.405-2.738

1.001-1.045
1.229-2.441
1.005-1.047

0.999-1.043
1.122-2.349
1.018-1.065
0.398-1.058
0.039-0.524
0.684-5.932

<0.0001

0.052
0.000007

<0.0001

0.045
0.002
0.015

<0.0001

0.057
0.010
0.001
0.083
0.003
0.216
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Tableau 8 : Analyse de I’impact de HUR cytoplasmique sur la survie globale, modéle de

régression de Cox multivarié

Rapport de risque Intervalle de confiance a 95% _

Modeéle 1 : HuR cytoplasmique, grade <0.0001
HuR cytoplasmique 0.997 0.980-1.013 0.680
Grade 2.308 1.659-3.212 <0.0001
Modeéle 2 : HuR cytoplasmique, grade, age <0.0001
HuR cytoplasmique 0.994 0.978-1.012 0.528
Grade 2.073 1.478-2.909 0.00002
Age 1.026 1.005-1.048 0.015
Modeéle 3 : HuR cytoplasmique et autres variables <0.0001
HuR cytoplasmique 0.999 0.982-1.016 0.901
Grade 1.821 1.272-2.608 0.001
Age 1.042 1.018-1.066 0.001
p53 0.688 0.411-1.149 0.153
INX alpha 0.141 0.039-0.510 0.003
IDH1 1.852 0.664-5.170 0.239

3. Corrélation entre HUR et les marqueurs de prolifération

Les différentes variables sont significativement corrélées entre elles (p<0.0001). En
particulier, il existe une corrélation forte entre MCM6 et Ki-67 (rho : 0,627 et p <0.0001).

Ces 2 variables sont également corrélées au pourcentage cytoplasmique de HuR avec en
particulier, une meilleure corrélation pour HuR cytoplasmique et MCM®6 (Rho : 0.464 et p
<0.0001).HuR nucléaire est également, plus faiblement, corrélé aux valeurs de MCM®6 et Ki-
67 (Tableau 9).

Les valeurs de HuR nucléaire et HuR cytoplasmique sont également corrélées (Rho : 0.367, p
< 0.0001).
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Tableau 9 : Corrélation entre HUR et marqueurs de prolifération

Coefficient de corrélation de Spearman Rho

Hur cyto HuR nucléaire MCM6 Ki67
HuR cyto 1.000 0.367 0.464 0.390
(p<0.0001) (p<0.0001) (p<0.0001)
HuR nucléaire 0.367 1.000 0.318 0.261
(p<0.0001) (p<0.0001) (p<0.0001)
MCM6 0.464 0.318 1.000 0.627
(p<0.0001) (p<0.0001) (p<0.0001)
K167 0.390 0.261 0.627 1.000
(p<0.0001) (p<0.0001) (p<0.0001)

1I-ETUDE DES MICRO-ARN MIR9 ET MIR29 PAR gRT-PCR

Nous avons analyse, pour chacun des micro-ARN, 34 cas de tumeurs gliales se répartissant

en 15 cas de tumeurs de grades |1, 4 cas de tumeurs de grades Il et 15 cas de tumeur de grade

V.

A- MiR9

La moyenne du ratio normalisé est de 1.50+1.44 dans les grades Il et de 0.89+1.27 dans les

tumeurs de haut grade. Il n’existe pas de différence significative dans I’expression de miR9

entre les tumeur de bas grade (grade 1) et les tumeurs de haut grade (111 et V) (p=0.204).
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Figure 33 : Expression de miR9 dans les tumeurs gliales

B- MIR 29

La moyenne du ratio normalisé est de 0.96+0.87 dans les grades Il, et de 1.16+1.03 dans les

tumeurs de haut grade.

Il n’existe pas de différence significative d’expression de miR29 entre les tumeurs de bas
grade et les tumeurs de haut grade (p=0.96).

miR 29 (p=0.96)

2,5
2
1,5
bas grade
1 haut grade
0,5 T —
0

bas grade  haut grade

Figure 34 : Expression de miR29 dans les tumeurs gliales
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C- Corrélation entre niveau d’expression des miR et HUR

Il n’a pas été mis en évidence de corrélation significative entre le niveau d’expression de
miR9 et miR29 et I’expression de HUR (Tableau 10).

Tableau 10 : Corrélation entre HUR, miR9, miR29

Coefficient de corrélation de Spearman Rho

Hur cyto HuR nucléaire miR9 miR29
HuR cyto 1.000 0.444 -0.148 0.094
p=0.04 p=0.202 p=0.299
HuR nucléaire | 0.444 1.000 -0.0302 0.027
p=0.04 p=0.429 p=0.440
miR9 -0.148 -0.0302 1.000 0.207
p=0.202 p=0.429 p=0.120
miR29 0.094 0.027 0.207 1.000
p=0.299 p=0.440 p=0.120
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DISCUSSION

I-DEREGULATION DE HUR DANS LES GLIOMES

HuR est une protéine de liaison a I’ARN ayant un réle clé dans la stabilisation des ARN
messagers. En situation normale, HuUR est principalement localisé au niveau du noyau, mais
en situation de survie et de prolifération cellulaire, HUR se relocaliserait au niveau
cytoplasmique. Cette relocalisation serait un mécanisme de réponse au stress. Au niveau
cytoplasmique, HuR régule de nombreux ARNm dont certains sont impliqués, en cas de
dérégulation, dans I’acquisition des principaux traits de malignité, comme des régulateurs du
cycle cellulaire, des facteurs de croissance, des facteurs anti-apoptiques et pro-angiogéniques
(50).

Ainsi, au travers de diverses études, il a été prouvé que la surexpression de HuR était un
facteur de mauvais pronostic. Plus particulierement, il apparait que c’est essentiellement la
surexpression cytoplasmique de HuR qui est corrélée a une plus faible survie dans de
nombreuses tumeurs (59-62).

Dans les tumeurs gliales, Ido et Al. ont étudié I’expression de HuR au sein de 27 astrocytomes
de grades Il a IV. Une expression cytoplasmique a été retrouvée dans 11 cas (2 astrocytomes
anaplasiques et 9 glioblastomes). L’expression cytoplasmique de HuR était corrélée a une
augmentation du facteur pro-angiogénique VEGF (63).

Bolognani et Al. ont étudié I’expression de HUR au sein de 216 tumeurs gliales ainsi qu’au
sein de parenchyme cérébral sain. Ils rapportent que, dans les cellules gliales de cerveaux
sains, HUR est uniquement présent au niveau nucléaire alors qu’il existe une redistribution des
compartiments dans les tumeurs gliales. Les auteurs démontrent une corrélation entre le

niveau cytoplasmique de HuR, le grade et le type histologique (65).

Dans notre étude, le niveau d’expression cytoplasmique de Hur est significativement plus
élevé dans les gliomes de haut grade que dans les gliomes de bas grade. Ce résultat est
concordant avec les données de la littérature et confirment donc la redistribution et
I’accumulation cytoplasmique de HuR en cas de processus tumoral. Contrairement a I’étude
de Bolognani et Al., qui rapportait un niveau d’expression de HuR plus important dans les
tumeurs de type oligodendrogliales, nous mettons en évidence une différence d’expression
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entre les différents types histologiques uniquement dans les grades Il, avec une expression
plus forte au sein des tumeurs astrocytaires. Ces résultats discordants peuvent s’expliquer par
un manque de puissance de notre étude. En effet nous n’avons inclus que 25 cas de grades 3
alors que I’étude de Bolognani et al. en étudiaient 75 cas.

Conformément & notre hypothese, nous démontrons dans cette étude la valeur pronostique
péjorative de la surexpression cytoplasmique de HuR sur la survie globale, tous grades
confondus (p=0.007) et dans les gliomes de grade Il (p<0.05), cependant sans impact sur la
survie sans progression. Ces résultats ne sont cependant pas significatifs en analyses
multivariées. Ce manque de significativité pourrait s’expliquer d’une part par le manque de
puissance de notre étude, et d’autre part par le lien fort entre HuR et grade, et I’impact majeur

du grade sur la survie.

Méme si I’expression cytoplasmique de HUR n’apparait pas étre un marqueur pronostique
particulierement performant, en comparaison avec le grade OMS, il semble néanmoins étre un
parameétre intéressant a évaluer, notamment pour son impact sur la réponse a la
chimiothérapie. En effet, dans une étude sur les carcinomes urothéliaux, il a été démontré que
chez les patients présentant une surexpression cytoplasmique, un traitement par
chimiothérapie adjuvante avait un effet bénéfique sur la survie. La possibilité d’une
modification de la sensibilité des cellules a la chimiothérapie en fonction du taux
cytoplasmique de HuR avait été précédemment évoquée dans une étude sur les carcinomes
pancréatiques. L’hypothése des auteurs est que I’accumulation cytoplasmique de HuR
entrainerait une activation du métabolisme de la gemcitabine (92,93). Ainsi, une étude sur la
relation entre HUR et réponse a la chimiothérapie serait pertinente afin d’évaluer un potentiel
impact thérapeutique de HuR.

II-ETUDE DES MARQUEURS DE PROLIFERATION

A- Valeur pronostique de MCM6

Les protéines MCM jouent un rdle central dans I’initiation de la synthése et de la réplication
de I’ADN. L’indice prolifératif évalué a I’aide de I’anticorps anti-MCM est corrélé a la valeur
du Ki67, marqueur reconnu de prolifération (94).
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Les protéines du complexe MCM sont exprimées de maniére plus précoce dans le cycle
(phase précoce de G1) et sont inhibées plus tardivement que Ki67. C’est la raison pour
laquelle les protéines MCM ont été étudiées comme marqueur de prolifération dans

différentes tumeurs telles que les cancers urothéliaux ou mammaires (77,78).

Dans le domaine de la neuropathologie, plusieurs études démontré I’'impact de MCM2,
MCM3 et MCMT7 dans les tumeurs gliales (84-85,94-95).

Une étude menée au sein de notre laboratoire, a mis en en évidence une forte corrélation entre
I’expression de MCM6 avec le grade histologique et le risque de récidive dans les
méningiomes (75).

Cette étude est, a notre connaissance, la premiére a analyser I’expression de MCM®6 dans les
tumeurs gliales. Ainsi, nous avons mis en évidence une surexpression significative de MCM®6
dans les tumeurs gliales de haut grade comparativement aux tumeurs de bas grade. Il existe
une forte corrélation entre I’expression de MCMB®, le grade histologique et la survie globale.

Ces résultats sont a mettre en parallele avec ceux obtenus par Hua et al. qui retrouvent une
corrélation entre niveau d’expression de MCM2, MCM3 et MCM7, le grade et la survie.
Ainsi, aprés étude par gRT-PCR et analyse de la survie, ils rapportent qu’une augmentation
du nombre de copies de I’ARNmM de MCM2 et MCM?7 est associée a un pronostic plus sombre
dans les glioblastomes (95).

MCM6 apparait donc un marqueur pronostique pertinent de la survie sans progression et la

survie globale dans les tumeurs gliales, indépendant du grade en analyse multivariée.

B- Valeur pronostique de Ki-67

Ki-67 est un antigéne nucléaire exprimé tout au long du cycle cellulaire, de la phase G1 a la
phase M et est indétectable dans les cellules quiescentes (phase GO) (71). Cette propriété en

fait un marqueur reconnu de prolifération cellulaire.

Au niveau cérébral, il a été démontré que Ki-67 était un facteur pronostique dans les
astrocytomes de grade 2. En effet, McKeever et Al. ont démontré qu’une augmentation de
I’indice de prolifération Ki-67 était un facteur pronostic négatif.
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Dans une série de 128 tumeurs oligodendrogliales anaplasiques, Preusser et al. ont déterming,
en analyse univariée, qu’une valeur basse de Ki-67 était un marqueur pronostic péjoratif fort

en termes de survie sans progression et de survie totale (96).

Plus récemment, une étude incluant 267 cas de gliomes a démontré que la valeur de Ki-67
était corrélé au grade et que pour un méme grade il n’existait pas de différence significative
entre les types astrocytaires ou oligodendrogliaux (97).

Néanmoins, méme si Ki-67 est un marqueur pronostique reconnu dans de nombreuses
tumeurs, il ne faut pas méconnaitre ses limites. Le premier facteur limitant est la présence
d’une grande variabilité inter-laboratoire dans I’interprétation de Ki-67. Cette variabilité peut
s’expliquer par I’absence de recommandation officielle concernant les parameétres a respecter
pour I’utilisation de I’anticorps MIB-1, en particulier la dilution, le temps d’incubation, le
démasquage ou encore la technique de révélation. Il n’existe pas a I’heure actuelle de
recommandations claires concernant le décompte des cellules marquées. Certaines équipes
dénombreront alors dans les zones les plus marquées, nommées « hot-spot », alors que
d’autres compteront les cellules marquées sur un échantillon plus global. Nous avons opté
dans cette étude pour une évaluation dans les zones comportant le plus de cellules marquées.

La détermination du nombre de cellules a compter est aussi un parametre important.

Le deuxieme facteur limitant est I’hétérogéneité tumorale : il peut exister une hétérogénéité
significative dans la distribution des cellules marquées au sein d’une tumeur, entrainant des

erreurs dans I’évaluation du Ki-67, notamment sur les prélévements biopsiques.

Les données de notre étude confirment une corrélation entre I’indice de prolifération, le grade

et la survie. Ainsi, Ki-67 est un marqueur pronostique négatif dans les tumeurs gliales.

Cette étude va étre poursuivie en intégrant une deuxieme lecture indépendante, afin de

pouvoir évaluer la reproductibilité inter-observateur.

I1-LIEN ENTRE HUR ET MARQUEURS DE PROLIFERATION

Les données de la littérature suggérent que HUR a comme cibles des protéines impliquées
dans le cycle cellulaire, comme p27 ou cycline D1 (50). Liang et al. ont démontré que la
surexpression cytoplasmique de HuR était non seulement un critére pronostique péjoratif dans
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les cancers urothéliaux mais qu’elle était corrélée a une augmentation de I’expression

nucléaire de cycline A, appuyant I’hypothese du réle de HuR dans la prolifération tumorale.

Ainsi, nos résultats sont concordants avec cette hypothése, puisque nous décrivons, de
maniere significative, une corrélation entre le niveau d’expression cytoplasmique de HuR et
les marqueurs de prolifération, notamment MCM®6. La poursuite de cette étude par des
expérimentations sur des lignées cellulaires pourrait conforter ces résultats, en évaluant les
effets de I’inhibition de HuR sur la croissance cellulaire. Un projet a par ailleurs été déposé
afin d’évaluer I’impact de I’inhibition de HuUR par agents pharmacologiques sur la sensibilité

au témozolomide.

I11-ETUDE DE L’EXPRESSION DES MICRO-ARN MIR9 ET MIR29

Les micro-ARN sont des ARN simple brin non codants de petite taille ayant un réle dans la
régulation post transcriptionnelle de certains genes. Ils sont synthétisés par la polymérase 1l
en pri-miARN et bénéficient ensuite de plusieurs étapes de maturation nucléaire puis
cytoplasmique aboutissant a la formation d’un micro-ARN. Ce micro-ARN va ensuite
s’associer au complexe RISC et cibler les ARN messagers.

L’association entre le complexe miR-RISC/ARNmM cible entraine une diminution de la
stabilité et/ou de la traduction de I’ARNm aboutissant a une diminution de cet ARNm.

Il a été démontré, dans des lignées cellulaires, que le niveau d’expression de HUR pouvait étre
régulé par des micro-ARN, notamment miR16 et miR519. Ainsi ces micro-ARN pourraient
jouer le role de suppresseur de tumeur en inhibant I’expression de HuR (98,99).

Concernant les micro-ARN que nous avons étudiés, il a été démontré que miR29 serait un
oncomiR impliqué notamment dans I’acquisition des capacités invasives dans les tumeurs
mammaires ainsi que dans l’augmentation de I’expression de HuR. Son inhibition

normaliserait le niveau d’expression de HUR dans les tumeurs mammaires (66,67).
A notre connaissance, il n’a pas été étudié au niveau des tumeurs gliales.

Les données de notre étude ne retrouvent pas de différence significative d’expression de
miR29 en fonction des grades ni de corrélation entre la quantité de miR29 et HuR.
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Concernant miR9, il a éte déemontré qu’il serait également un oncomiR impliqué dans
I’acquisition par les cellules tumorales mammaires d’un potentiel métastatique par action du
la protéine E-Cadhérine (69). Sa surexpression serait un facteur de mauvais pronostic dans les

tumeurs gliales.

Ainsi, Wu et al. ont étudié 128 cas de tumeurs gliales et 10 échantillons de parenchyme
cerébral sain par gRT-PCR. Les auteurs ont démontré non seulement la présence d’une
surexpression de miR9 dans les tumeurs gliales mais que cette surexpression était lié au grade

et a la survie (68).

Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative d’expression

de miR9 en fonction des grades, ni de corrélation avec HUR.

Ces résultats peuvent s’expliquer par le manque de puissance de notre étude. Il serait utile de

mener a nouveau cette étude sur un plus grand nombre de prélévements.

De méme, il serait intéressant d’étudier miR9 et miR29 sur des lignées cellulaires de gliomes

afin d’analyser les conséquences d’une surexpression sur la prolifération tumorale et HuR.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette étude nous démontrons que la surexpression cytoplasmique de la protéine HUR est
un facteur pronostique péjoratif dans les tumeurs gliales. Il apparait donc comme un
parametre intéressant a évaluer, notamment au travers de son potentiel rbéle pronostique et
thérapeutique. En particulier, I’accumulation de HuR favoriserait le métabolisme de la
chimiothérapie, lié notamment au probable réle de HuR dans la résistance au stress cellulaire.

De plus, la corrélation positive entre le niveau d’expression de HuR et les marqueurs de

prolifération appuie I’hypothese selon laquelle HuR stimulerait la prolifération cellulaire.

Nous ne mettons pas en évidence de corrélation entre le niveau d’expression des micro-ARN
miR9 et mir29 et HUR, mais d’autres analyses sur un plus grand nombre d’échantillons
semblent nécessaires. Il serait également intéressant d’évaluer la relation entre ces 2 micro-
ARN, la prolifération cellulaire et HUR au sein de lignées cellulaires de glioblastome afin de

comprendre les mécanismes de régulation de HuR.

Enfin, I’évaluation de la prolifération cellulaire par technique immunohistochimique apparait
comme un marqueur fiable et pertinent de survie. Ainsi, MCM6 et Ki-67 semblent étre des
parameétres efficaces pour identifier les tumeurs gliales de pronostic plus sombre, et ce
indépendamment du grade.
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ANNEXE 1 : PROTOCOLE IMMUNOHISTOCHIMIE

PREPARATION DES COUPES

= Apres 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.

DEPARAFFINAGE

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.

DILUTION DES ANTICORPS
Les anticorps primaires concentrés sont dilués dans le diluant EnVisionTM FLEX Antibody Diluent
TECHNIQUE FLEX+

» ringage avec une solution saline de tampon Tris contenant du Tween 20, pH 7,6 (x0,1)
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’hydrogéne, 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
» polymere marqué avec EnVision™ FLEX/HRP (SM802) 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’hydrogéne et le chromogene
iaminobenzidine (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 2 : EXTRACTION ARN DES TISSUS FIXES EN PARAFFINE

DEPARRAFINAGE ET DIGESTION

= Gratter avec un scalpel stérile environ 50 mg de tissu dans un tube de 2 ml (supprimer les
leres coupes)

= Déparaffiner les coupes avec 1 ml de toluene (& manipuler sous hotte & solvants) :

- 5 mn sur agitateur rotatif

- centrifuger 5mna 12000G

- é€liminer le surnageant
Répéter cette étape 2 fois au total

= Déshydrater

- 2 Xdans 1 ml d’alcool absolu, vortexer, centrifuger 5 mn a 12000G
- 1 Xdans 1 mld’alcool 70°, vortexer, centrifuger 5 mn a 12000G

- évaporer au Speed Vac ou sécher a I’air

= Lyse des tissus
- tampon lyse : 20 mM Tris- HCI pH 7.5, 20 mM EDTA, 1% SDS
Soit: 200 pl de Tris- HCI IM pH 7.5

400 ul EDTA05M
1 ml SDS 10%
QSP 10 ml eau qualité biologie moléculaire
Trés important : pré incuber le tampon de lyse a 37 °C, 30 mn pour éliminer les RNases du tampon.

- protéinase K a 20 mg/ml (solution mere)
Ajouter au tissu déparaffiné 225 ul de tampon de lyse pré incubé et 25 ul de protéinase K

Incuber ON a 4 jours a 55°C jusqu’a digestion compléte, si nécessaire rajouter de la protéinase K

EXTRACTION AU TRIZOL ET QUANTIFICATION

= Solutions:

- TRIZOL LS Reagent (Invitrogen ref 10926-010)
- Chloroforme

- Isopropanol

- Ethanol 70° pour lavage

- Glycogéne (Roche ref 14489922 a 20mg/ml)

- RNasine 40 U/ul (Promega ref N 251A)

= Technique:
- 250 pl de produit de digestion + 750 ul de Trizol (& manipuler sous la hotte a solvants)
Mélanger, vortexer, puis laisser 5 mn RT

- ajouter 200 pl de chloroforme
Vortexer, laisser 5 mn RT, centrifuger 15 mn 4°C a 12000G
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prélever 500 pl de phase aqueuse (sans interphase) + 1 ul de glycogéne
+ 500 pl Isopropanol

Vortexer, laisser 10 mn RT, centrifuger 15 mn 4°C a 12000G

laver le précipité 2 X avec 1 ml éthanol a 70°
Vortexer, centrifuger 5 mn 4°C & 12000G

enlever le maximum d’éthanol et laisser sécher a I’air

dissoudre le précipité dans 30 a 50 ul H20 + 1 ul de RNasine
doser I’ARN avec le QUBIT (200 ng pour 1 réaction de RT PCR)
aliquoter et garder a -80°C
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ANNEXE 3 : LA REVERSE TRANSCRIPTION

PREPARATION DES ARN TOTAUX

= Isoler les ARN
= Dosage des ARN

PREPARATION DE RT MASTER MIX

= Préparation du RT master mix sur un support de glace.

Volume total :
-100mMd NTPs :
- MultiScribe RT :
- 10X RT Buffer :
-RNase inhibitor :
-Water :

= Vortexer puis centrifuger.
= Placer le mélange dans la glace.

Tul :

0.15pL
1.00pL
1.50pL
0.19uL

4.16pL

= Distribuer 7uL du mélange précédent dans chaque tube

PREPARATION DE LA REACTION DE RT

= Ajouter au mélange précédent 5uL d’ARN a 10ng

= Ajouter 3uL de RT-Primer 5X.
= Vortexer puis centrifuger

REALISATION DE LART

Mettre les prélévements dans le thermocycleur. Mode : standard. Volume : 15ul.

Temps Température (°C)
30 minutes 16
30 minutes 42
5 minutes 85
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ANNEXE 4 : LA REACTION gPCR

PREPARATION DE LA REACTION DE gPCR
= Préparation du mélange :
- TagMan PCR Master Mix : 10uL
- Water: 7.67 puL

- Tagman Small RNA Assay 20X : 1.00uL

= Vorterxer puis centrifuger
= Distribuer 18.7 ul du mélange précedent dans les puits

= Ajouter 1.33uL de produit de RT, préalablement dilué au 1/5

REALISATION DE LA REACTION DE gPCR

La PCR est réalisée sur I’appareil ROTOR-GENE 6000.

Les conditions du cycle de PCR sont les suivantes : 10 minutes & 95°C puis 40 cycles de 15

secondes a 95°C et 60 secondes a 60°C.
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RESUME DE LA THESE :

Introduction : Les gliomes sont les tumeurs primitives intraparenchymateuses les plus
fréguentes du systeme nerveux central. Malgré de récents progres thérapeutiques, le pronostic
des gliomes de haut grade reste péjoratif. A ce jour, peu de marqueurs pronostiques sont
évalués dans ces tumeurs. HUR est une protéine jouant un rdle important dans la régulation de
nombreux ARN messagers. Parmi ces cibles, certaines protéines sont impliquées dans le cycle
cellulaire et la prolifération tumorale. Le but de notre étude est d’analyser la valeur
pronostique de HuR ainsi que des marqueurs de prolifération, MCM6 et Ki-67 dans les
tumeurs gliales, de rechercher une corrélation entre HUR et les marqueurs de prolifération, et
d’étudier le lien entre les micro-ARN miR9, miR29a et HuR, ces micro-ARN étant
potentiellement impliqués dans la régulation de HuR.

Matériels et méthodes : L’étude immunohistochimique de HuR, de MCM6 et Ki-67 a été
réalisée sur 116 cas de tumeurs gliales. Le niveau d’expression de miR9 et miR29a a été
étudié au sein de 34 cas de tumeurs gliales, inclus en paraffine, par qRT-PCR.

Résultats : 1l existe une surexpression cytoplasmique de HuR dans les gliomes de haut grade
en comparaison aux gliomes de bas grade (p <0.0001). La surexpression cytoplasmique de
HuUR est un marqueur pronostique péjoratif en analyse univariée (p=0.007). HuR est correlé
avec les marqueurs de prolifération MCM6 et Ki-67 (p <0.0001). MCM6 est un facteur
pronostique péjoratif de survie sans progression et de survie globale, indépendant du grade en
analyse multivariée (p <0.0001). Il n’existe de pas de différence significative d’expression de
miR9 et miR29a en fonction du grade, ni de corrélation avec le niveau d’expression de HuR.

Conclusion : L’expression de HuR est corrélée au grade histologique des tumeurs gliales, aux
marqueurs de prolifération et & la survie. MCM6 est un marqueur pronostique péjoratif,
indépendant du grade.
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