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PARTIE I : INTRODUCTION

AVANT-PROPOS

Les méningiomes, tumeurs issues de la prolifération de cellules méningothéliales de
I’arachnoide, sont les tumeurs primitives intracraniennes cérébrales les plus fréquentes. Elles
sont majoritairement de bas grade et de bon pronostic, représentant une cause de mortalité
mineure par rapport aux autres tumeurs primitives cérébrales. Cependant, certains cas
récidivent et il existe des méningiomes de haut grade de moins bon pronostic. Il n’y a
actuellement que peu de marqueurs pronostiques évalués dans ces tumeurs.

Dans ce travail nous nous sommes intéress€s a deux protéines de stress cellulaire HSP27 et
HSP70 impliquées dans la tumorogenese, que nous évaluerons dans une série de 74
méningiomes de tout grade, a travers leur expression par immunohistochimie. Nous
étudierons leur corrélation avec les grades histopronostiques du WHO (World Health
Organisation), leur éventuelle valeur pronostique et enfin, leur reproductivité inter-
observateur. A ce jour, dans la littérature, ces deux marqueurs n’ont pas été étudiés
spécifiquement dans les méningiomes, contrairement a des tumeurs d’autres organes, comme
par exemple celles de la sphere digestive ou ils sont majoritairement associ€s a un mauvais
pronostic.
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I) Les méningiomes

A) Définition OMS (WHO)

Les méningiomes constituent un groupe de tumeurs, majoritairement bénignes, de croissance
lente, qui dériveraient des cellules méningothéliales de l'arachnoide, ou de la couche de
cellules internes bordant la dure-mere.

Les méningiomes sont classés d’aprés I’OMS en trois grades histo-pronostiques (1).

 Vikeais
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d’aprés D.P. Agamanolis (2)

B) Etiologie

a) Les facteurs prédisposants

1.Radiations ionisantes

Elles constituent le seul facteur de risque environnemental établi, avec un haut risque chez les
personnes qui ont été¢ exposées dans 1’enfance plus qu’a 1’age adulte, pour les hautes et faibles
doses de traitement (1). Une prédisposition génétique existerait pour la survenue de
méningiome radio-induit (3).

Le méningiome radio-induit ne peut étre suspecté que s'il se situe dans le champ irradié, apres
une latence d'au moins 5 ans et avec une histologie différente de la tumeur initialement
irradiée. Il s'agit de la tumeur radio-induite cérébrale la plus fréquente (5 fois plus fréquente
que le gliome ou le sarcome).

Les Iésions sont plus volontiers multiples, atypiques et récidivantes (4).
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2. Hormonodépendance

L’hormonodépendance est suggérée par la présence de récepteurs principalement a la
progestérone, par la prédominance féminine et 1'accroissement tumoral plus rapide pendant la
grossesse. Les données sont moins claires pour les récepteurs cestrogéniques.

b) Facteurs génétiques

Les méningiomes ont été parmi les premieres tumeurs solides a €tre reconnues pour avoir des
altérations cytogénétiques. En général les anomalies caryotypiques sont les plus importantes
dans les méningiomes atypiques ou anaplasiques (5).

Les principales altérations génétiques associées sont :
© monosomie 22: le plus constant,
o délétion 1p,
o perte des chomosomes 6q, 10, 14q, 18q,
o gainde 1q, 9q, 12q, 15q, 17q, 20q.

Les mutations du gene NF2 (chromosome 22) sont les plus communes, elles favorisent la
survenue de cette entité tumorale sous forme de méningiomes multiples en général. Elles sont
détectées dans les méningiomes associ€s aux neurofibromatoses de type 2 et dans 60% des
cas sporadiques. Elles concernent surtout les sous types fibroblastiques et transitionnels. Dans
les cas de méningiomes anaplasiques et atypiques, les mutations NF2 sont présentes dans
environ 70% des cas, cela suggérerait que I’inactivation de NF2 est un événement précoce (6).

Dans les cas radio induits : la fréquence de mutation NF2 est faible, contrairement aux
anomalies de structure du chromosome 1p qui sont plus communes, suggérant une autre voie
de pathogénie moléculaire.

D’autres genes ont été identifiés tels que SMARCBI1, MN1, AP1B1, AKT1, TRAF7, KLF4,
SMO, SMARCE]1, CDKN2A, TERT (1).

C) Epidémiologie

Il s’agit de la tumeur cérébrale la plus fréquente aux USA, elle représente 36% des tumeurs
cérébrales. Plus de 90% sont uniques, 20-25% sont de grade OMS II (atypique) et 1-6% sont
de grade III (anaplasique). L’age moyen est de 65 ans, de fréquence croissante avec 1’age. Les
femmes sont plus a risque que les hommes, avec un ratio de 3 : 1, surtout a la ménopause. Les
l1ésions de grade II et III surviennent plutdt chez les hommes. Les ethnies les plus touchées
sont par ordre décroissant noirs > blancs > asiatiques (1).
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D) Diagnostic clinico-radiologique
a. Particularités cliniques

Leur découverte est souvent fortuite car ils sont souvent asymptomatiques. S’ils sont
cliniquement parlants, le tableau est variable selon la localisation de la tumeur, on retiendra
principalement par exemple les méningiomes de la convexité qui peuvent entrainer une
hémiparésie ou des troubles sensitifs hémicorporels dépendant de la localisation tumorale, ou
des crises d’épilepsie qui peuvent ¢galement survenir. Les méningiomes du sinus caverneux
associant généralement des atteintes des nerfs craniennes (atteinte du V et des nerfs
oculomoteurs).

La distribution des topographies est de 29% au niveau de la convexité, 20% au niveau
parasagittal, 27% a la base du crane et 9% a la faux (7).

b. Aspects radiologiques

Le scanner sans et avec injection de produit de contraste a une excellente sensibilité pour
détecter un méningiome. Celui-ci est fréquemment calcifié.

L’IRM est plus performante dans [’évaluation des rapports anatomiques notamment
vasculaires. L’aspect radiologique est typique : 1ésion homogene durale trés bien circonscrite,
parfois polylobée, prenant le contraste de facon massive et homogene. Il existe classiquement
un épaississement dural en continuité avec le méningiome caractéristique («signe de la queue
durale»).

E) Diagnostic anatomo-pathologique
a. Macroscopie

Macroscopiquement, la tumeur est ferme, bien limitée, parfois lobulée ou bosselée, charnue,
dense, blanchatre, refoulant les structures de voisinage ou les entourant sans les envahir.

Dans certains sites, en particulier le long de 1’aile sphénoidale, les méningiomes peuvent
croitre de fagcon plane, comme un “tapis”, en pattern appelé “en plaque”. Certains
méningiomes apparaissent granuleux en macroscopie, évoquant la présence de nombreux
corps psammeux. L’ossification est possible mais peu commune. Les méningiomes
anaplasiques et atypiques ont tendance a étre de plus grande taille et a présenter de la nécrose.
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d’aprés pathology outlines (8)

L’invasion de la dure meére et des sinus est classique. Occasionnellement, les méningiomes
envahissent le tissu osseux cranien adjacent, induisant une hyperostose caractéristique,
fortement indicative d’une invasion osseuse. Les méningiomes peuvent englober des artéres
cérébrales, mais leur paroi n’est que rarement infiltrée. Ils peuvent aussi infiltrer la peau et
des compartiments extra cranials comme ’orbite. Le tissu cérébral adjacent est souvent
comprimé mais rarement envahi.

b. Microscopie

Les méningiomes sont des tumeurs polymorphes. L’OMS décrit 16 types histologiques
différents, répartis en 3 grades de malignité (9).

La classification OMS du grade selon le type histologique se décrit ainsi :

e Grade 1: méningothélial, fibroblastique, transitionnel (ou mixte),
psamommateux, angiomateux, microkystique, sécrétoire, riche en lympho-
plasmocytes, métaplasique

e (Grade 2 : chordoide, a cellules claires, atypiques™

e Grade 3 : papillaire, rhabdoide, anaplasique**

* ]les criteres histologiques définissant un méningiome atypique sont :
- laprésence de 4 mitoses au minimum pour 10 champs a fort grandissement (1,6 mm?)
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- et/ou 3 criteres parmi les 5 suivants : hypercellularité ; petites cellules avec rapport
nucléo-cytoplasmique élevé ; nucléoles proéminents ; population cellulaire en nappes
sans micro-architecture ; foyers de nécrose

- et/ou une invasion du parenchyme cérébral.

Si un méningiome, peu importe le type histologique (sauf si papillaire, faisant classer
d’emblée en grade III), répond aux critéres énumérés ci dessus, celui ci est classé en
méningiome atypique.

** les criteres histologiques définissant un méningiome anaplasique sont : la présence de 20
mitoses au minimum pour 10 champs a fort grandissement (1,6 mm?) et/ou un aspect
histologique de franche malignité évoquant un carcinome, un mélanome malin ou sarcome de
haut grade ; et/ou un aspect papillaire majoritaire. Pour les tumeurs d’aspect rhabdoide, il est
recommandé depuis 2016 de les grader comme un méningiome classique, et non plus
directement en grade III (1).
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Les sous types histologiques de méningiomes selon le grading OMS :

Figure1:

- méningiomes de
s'm- gradel :
<& z Do A) méningothélial

e t'&’:.‘?

B) fibroblastique

C) transitionnel
(mixte)

D) psamommateux

E) angiomateux

F) microkystique

G) sécrétoire

H) lympho-
plasmocytaire-
like

Figure 2 :
méningiomes de
grade I1 :

A) atypique (activité
mitotique augmenté)

B) a cellules claires

C) chordoide

Figure 3 :
méningiomes de
grade I :

A) anaplasique

B) rhabdoide

C) papillaire
d’apreés Markus J Riemenschneider et al. (10)
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e Outil de grading :

Afin de contourner les difficultés de grading par type histologique liée a la subjectivité de
certains criteres et afin d'améliorer I'adéquation entre le grading et le potentiel récidivant,
différents marqueurs immunohistochimiques ont été étudiés. Le plus utilisé est le Ki67 ou
MIB1 Labelling index intéressant une protéine nucléaire et représentant les cellules en phase
de prolifération. Le résultat de son application est variable notamment en raison d’un manque
de méthode standardisée. Cette étude immuno-histochimique est réalisée sur des prélevements
fixés au formol.

Ce systeme de grading est imparfait car il existe un défaut d’adéquation entre les grades et les
récidives observées, en partie lié a la subjectivité de certains critéres. A noter qu’il existe une
évolutivité possible de certains méningiomes pouvant se transformer passant de bénin a
atypique ou malin (4).

F) Facteurs pronostiques

a. Histologie
Celles qui sont retenues par ’OMS sont : le sous-type histologique qui est classé en trois
catégories (grade I, II et III) selon des criteres morphologiques (cf ci-dessus), et 1’indice
mitotique élevé.

Les autres sont :
o I’indice de prolifération ki67 (9),
o MCM6 en immunohistochimie : son expression identifierait ceux de risque
élevé de récidive (11),
o taux d’expression des récepteurs a la progestérone : plus €levé pour ceux de
grade 1 (9).

b. Qualité de l'exérese chirurgicale - Grading Simpson et grading IRM post opératoire
a 4 mois

L’exéreése chirurgicale compléte est le traitement curatif dans la majorité des cas. La stratégie
thérapeutique est évaluée en fonction du risque de récidive et de la morbidité opératoire. La
qualité de I’exérese chirurgicale dépend de la taille tumorale, la topographie, 1’envahissement
osseux et des autres structures, d’ou la classification historique de Simpson (Simpson System,
1957) (14). Cette classification chirurgicale a pour but d’estimer le risque de récidive. La
récurrence/récidive est définie comme la nouvelle détection d’une 1ésion tumorale sur le plan
neuroradiologique apres une résection chirurgicale macroscopiquement complete.
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Le grade Simpson et I’évaluation radiologique a 4 mois rapportés a la fréquence de récidive (source :
Oncologik (4) ) :

Grade de Simpson IRM M4 post- Fréquence de
opératoire de récidive (18)
— - _référence
Grade | Exérése macroscopiquement Pas de résidu 5%
compléte et exérése de I'insertion visible
, durale et de toute anomalic osscuse*
Grade 11 Exérése macroscopiquement Pas de résidu 19%
compléte ct coagulation de visible
_ Uinsemfondwwale | |
Grade 11 Résection macroscopiquement Pas de résidu 30%
compléte sans exérése ou sans visible
coagulation de I'insertion durale ou
de I’envahissement extra-dural**
Grade IV Exérése sub-totale, avec reliquats Résidu < 20 mL 40 %
A tumoraux in situ__ I |
Grade V Simple décompression avec ou sans | Résidu > 20 mL
prélévement histologique

* si la tumeur se pose au contact d’un sinus veineux dural, I’opération nécessite une résection du sinus
** un sinus veineux envahi ou une atteinte osseuse

Dans un certain nombre de cas, la chirurgie ne pouvant étre optimale, ou lors de situations
d’inopérabilité, I’option thérapeutique est la radiothérapie, qui garde toutefois des indications
et contre-indications définies. De plus, en raison de la fréquence non négligeable de cas
récidivants ou en progression, voire tardive, intéressant parfois les méningiomes de bas grade
WHO, et ce malgré une chirurgie d’exérese compléte, il est nécessaire d’identifier d’autres
facteurs pronostiques prédictifs. En effet, jusqu’a 20% des méningiomes de grade Simpson I,
présentent une récidive a 10 ans et jusqu’a 50% rechutent en cas de résection chirurgicale
partielle. D’autres alternatives thérapeutiques se discutent, dont la thérapie ciblée.

c. Topographie

Les localisations au niveau de la base du crane ou du cone orbitaire permettent difficilement
une exérese complete avec un taux de récidive supérieur aux autres localisations. Dans ces
localisations, la radiothérapie doit étre systématiquement discutée.

d. Autres : Indice de Karnofsky > 70 et Age > 40 ans.
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G) Stratégies thérapeutiques
a. Chirurgie

e Le traitement chirurgical est le traitement de référence.
e Cependant I'exérese est incomplete dans 20 a 40 % des cas.
e Le taux de progression est directement corrélé a la qualité de 1'exérese :

fhudmwm | Sans ! 10 ans ! 15ans

Exérése compléta 10% 20 % 0%

Exérése incompléte 0% 80 % 0%
b. Radiothérapie

La radiothérapie (RT) est devenue le traitement de référence pour certaines localisations.
Ainsi en cas de méningiomes de la gaine du nerf optique ou de méningiome du sinus
caverneux, il s’agit le plus souvent de tumeurs peu agressives bien controlées par la
radiothérapie alors que la chirurgie peut avoir de lourdes conséquences fonctionnelles.
Lorsque I’aspect radiologique et I’histoire clinique sont caractéristiques, on peut étre amené a
proposer une radiothérapie stéréotaxique fractionnée (RSF) en premicre intention sans preuve
histologique voire une prise en charge combinant une chirurgie subtotale et conservatrice
associée a une RSF complémentaire en cas de volume particuliecrement important (12) (13)
(14)

Dans la mesure du possible, une anatomo-pathologie doit étre obtenue surtout si le clinicien
ne dispose d'aucune imagerie antérieure permettant d'avoir une notion d'évolutivité (attention
aux diagnostics différentiels type lymphomes, nodule de neurosarcoidose...).

En cas d'évolution clinique, l'apparition d'une atteinte d'un nerf de la base du crane doit
conduire a une prise en charge rapide, le taux de récupération étant d'autant plus important
que la prise en charge est rapide (15) (16).

Les indications d'une radiothérapie complémentaire suite a I’exérése d'un méningiome sont
discutées en concertation pluridisciplinaire au cas par cas selon le grade OMS, 1’étendue de
résection, la présence de critéres péjoratifs tels qu’une infiltration osseuse ou du parenchyme
cérébral.

Techniques:

La technique utilisée fera appel soit a la RT conformationnelle 3D, soit a la radiothérapie
conformationnelle avec modulation d’intensité (RCMI) avec ou sans tomothérapie, soit a la
RT en conditions stéréotaxiques. Le choix sera guidé par le volume-cible et la distance aux
organes sensibles de proximité. Le fractionnement est le plus souvent conventionnel (27 a 30
fractions) mais les méningiomes de petit volume peuvent étre traités en hypofractionnement
(1 a 5 fractions) en conditions stéréotaxiques.
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Les techniques complexes de radiothérapie devront toujours é€tre proposées en cas de
méningiome de la base du crane et/ou avec proximité d'organes a risques, cela pour réduire le
risque de séquelles.

Efficacité :

La radiothérapie induit plus une stabilisation tumorale qu'une disparition. Les facteurs
prédictifs d'efficacité sont I'absence de signes fonctionnels neurologiques initiaux, le grading
histologique, le volume, la topographie, la qualité de I'exérese. La réponse est lente (70 % de
réponse radiologique a 5 ans, 88 % a 8 ans).

; Survie globale Taux rechute Controw Local Survie Speiq
Tt ALy | 5ans | a10ans 15 ans ] 15 ans
Chiurgie compldte | ! 4023 % | 75 % | 88 %
Charurgie partetie | 5% | 60 462 % _ 0% ' 51 0%
Chirurgie part + RT | 774 88 % 18 4 45 % | &7 % 86 %

(17)(18)(19)(20)

Indications:
Aucune étude n'a a ce jour prouvé l'intérét d'une radiothérapie post opératoire apres exérese
incomplete d'un méningiome bénin (Etude EORTC 26021 interrompue prématurément).

La radiothérapie a montré son efficacité apres exérese complete ou incomplete d'un
méningiome de grade II ou III (16, 21) .

En cas de décision de surveillance d'un méningiome de grade I ou II, il ne faut pas attendre
que le volume Iésionnel soit trop important (taux de récidive apres RT post chir supérieur si
vol >60 cm3) (22), ni laisser s'installer des troubles neurologiques.

Effets secondaires:

Les effets secondaires comprennent en particulier des nausées, céphalées, alopécie, et des
troubles mnésiques en cas d'irradiation > 45 Gy des lobes temporaux.

c. Chimiothérapie

Il n'existe pas de chimiothérapie de référence.

L'hydroxyurée a été proposée par certains auteurs (13). Les antiprogestatifs et I'interféron ont
également été discutés avec des résultats incertains.
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d. Surveillance

De croissance lente, la surveillance d'un méningiome s'effectue par un TDM ou une IRM, en
l'absence de signes fonctionnels :

o Tous les 6 mois pendant les 2 premicres années puis 1 fois par an
pendant 5 ans, puis tous les 2 ans pendant 5 ans, en cas de grade I

o Tous les 6 mois pendant les 2 premicres années puis 1 fois par an
pendant 15 ans, en cas de grade II ou III

o Surveillance endocrinienne hypothalamo-hypophysaire annuelle pendant
10 a 15 ans en cas d'irradiation de la région hypothalamo-hypophysaire

e. Traitement des méningiomes radio-induits

La chirurgie devra étre discutée dans tous les cas en l'absence le plus souvent d'alternative
thérapeutique.

f. Arbre décisionnel

Méningiome |
opérable
|
v v 6
Grade | I Grade Il ou ll °"""'°"'“°“
Méninglome
[ inopérable
1
Non Symptomatique Qul
ou menagant ?

T IR ]
ot imagerio

d’aprés le référentiel Oncolor (4)
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I1) Méningiomes et Heat shock protein

Les Heat shock protein (HSP) ou protéines de choc thermique, sont une famille de protéines
induites par différents facteurs de stress cellulaire. Son induction permet a la cellule de
survivre aux conditions de stress cellulaire. Elles agissent comme des ‘“chaperons
moléculaires”, modelant et aidant les protéines a configurer leur structure ou les assistant dans
leur élimination si elles sont endommagées de facon irréversible, notamment des protéines
intervenant dans les voies de signalisation intra et inter cellulaire impliquées dans les voies de
survie ou de prolifération cellulaire. Cela fait d’elles des éléments similaires aux hormones,
cytokines, et aux facteurs de croissance. Ces protéines ont surtout un rdle pivot dans la
progression du cycle cellulaire et I’inhibition de 1’apoptose, incluses dans différents processus
pathologiques, dont le processus tumoral (23).

Figure 4 : machinerie intracellulaire et futures cibles thérapteutiques ( d 'apres Dobbelstein €t
al., Nature (24) )
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Les HSP ont été classées en 6 sous-groupe selon leur taille : HSP100, HSP90, HSP70, HSP60
et les petits HSPs, incluant HSP27 (ou connu sous le nom de HSPB1). Ces dernieres années,
les études protéomiques ont caractérisé plusieurs HSPs dans différentes tumeurs qui seraient
de possibles biomarqueurs cliniques ou des cibles moléculaires pour les thérapies ciblées.
Cela a induit le développement de molécules pouvant inhiber les HSPs comme le 17AAG par
exemple, qui est un inhibiteur anti HSP90.

Parmi les HSP les plus étudiées, on retrouve les HSP27 et 70. Des études récentes constatent
que dans de nombreuses tumeurs, leur surexpression est majoritairement liée 2 un mauvais
pronostic.

Concernant la surexpression de HSP70 par étude immunohistochimique : elle pourrait
représenter un biomarqueur pronostic dans le carcinome hépatocellulaire (25), et elle est
impliquée dans 1’angio invasion veineuse portale (26). Elle est associée a un mauvais
pronostic pour le carcinome gastrique de type intestinal (27) et pour le carcinome colorectal
de facon conjointe avec le HSP27 (28), pour le mélanome elle est associée au risque de
métastase (29). Paradoxalement, certaines études relatent I’effet inverse, sa sous expression
étant corrélée a un mauvais pronostic pour 1’adénocarcinome pancréatique (30), le carcinome
endométrial (31), et le carcinome bronchique a petites cellules (32) et non a petites cellules
(33).

Concernant HSP27: elle constitue un facteur de mauvais pronostic pour les astrocytomes
infiltrant (34), le carcinome rectal (35), le carcinome gastrique (36), I’ostéosarcome (37).
Inversement, certaines études indiquent que le mauvais pronostic est associé a sa faible
expression comme dans le carcinome épidermoide oropharyngé (38).

Dans les carcinome canalaire pancréatique, elle représente un facteur de sensibilité a la
réponse thérapeutique a la gemcitabine (39).
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A) HSP en condition physiologique:

Les HSP ne fonctionnent pas seulement en situation pathologique mais aussi dans des
conditions physiologiques. Elles jouent un role critique dans le maintien de I’homéostasie
(23) (Figure 5).

HSF
HSE-HSP Gemne
‘
Signalling
Pathway - ;:
- /

7
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\’

Apoplosis

\>

— Misfolded

roteins
Denatured proleins P

Figure 5 : Fonctions de HSP sous conditions physiologiques et de stress (d’apres A.A. Khalil
et al. (23))

Cytoprotection

a. Structure et localisation

Les principales caractéristiques structurelles, les fonctions biologiques physiologiques, et les
localisations intra cellulaires sont citées ci-dessous (tableau 1).

Tableau 1 : HSPs humains, selon leur poids moléculaire, localisation et fonction (20) :

hmM Membery Malecular _w,,m (kDa )/ Intracelular Jocation Mokogical functlon
sequence length (aa)
Small HSPs HSP10 10/102 Mitochandria <Cofactor for HSPEO
HSMY 2708 Cytosol Microfilament stabillzation
Nuclews Antlapoptotic
-Accelerate pudear protein aggregation
HSF70 HSPT0 0/641 Cytosal ~Assists folding of some newly translated proteins

~Guldes translocating proteins across arganetiar
membranes through action at both the os and rans sides
-Disassembling oligomeric protein structures

~Facibtates proteolytic degradation of unstable proteins
~In some cases, controls the biclogical activity of folded
regulatory proteins, including transcription factors

HSP70-2 70/641 Cefl surface -Constinutively expressed at high levels in brain and testis
~Molecular chaperone
HSET2 70,839 Cywosal ~Stress inducible

-Stimulates dephosphorylation (inactivation) of stress kinase
INX in heat-shocked cells and protects them from apoptosis
HSP73 (HSCN0) 70/646 Cyzosal ~Constitutively expressed in most tissues
~Promotes stabilization of newly synthesized cyclin D1
~Promotes “productive” assembly of the D/CDK4
quaternary holoenzyme complex
Grp75/Mortadin 73679 Mitochoodria ~Constitutively expressed
~Cooperates with Hip60 to fold preproteins fallowing
transit across mitochondrial membrane
Grp78 72/654 Endoplasmic reticulum -Antlapoptotic
~Regulation of protein folding in endoplasmic reticulum
-Anti-inflammatory
~immunemodulator
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b. Mécanisme des effets principaux :

1) réparation protéique

Stress

o T
—
|

(6) (3)
«— «—

Figure 6 : mécanisme d’action des HSP, d’aprées A.A Khalil et al. (23)

Les mécanisme d’activation de la réparation protéique (Figure 6) :

(1) les conditions de stress aboutissent a la dénaturation protéique (DP),

(2) la présence de protéine dénaturée stimule la dissociation de complexes HSP-HSF, ce
complexe limitant le processus de transcription en I’absence de protéines dénaturées,

(3) pendant que le HSP est libre pour lier la DP, HSP est activée par la phosphorylation et
la trimérisation afin de produire plus de HSPs,

(4) les HSP activés peuvent lier les heat shock elements HSE,

(5) HSE fait partie de la région promotrice du gene HSP,

(6) cela aboutit a une production d’autres HSPs qui vont lier d’autres DP.

2) anti apoptotique

Il existe 2 voies majeures pour I’induction apoptotique: intrinseque et extrinseque (Figure 7) :
- la voie intrinseque:

- Cette voie comporte I’implication mitochondriale et la formation
d’apoptosome, qui représente le fonctionnement le plus caractéristique de cette
voie. Les signaux de mort cellulaire induisent la production de Cyt C de la
mitochondrie, qui par la suite se lie a APAFI1 (apoptosis protease activating
factor-1), induisant [’oligomérisation et 1’éventuel recrutement de Ila
procaspase 9. L’apoptosome résulte du processing et de 1’activation de la
caspase 9, qui déclenche la voie de la caspase par activation de la caspase 3.

- un des mécanismes d’interférence par les HSP sur I’apoptose serait 1’inhibition
de la formation du complexe d’apoptosome:

- HSP27 peut directement interférer sur ’apoptose en liant
directement CYT C cytosolique et le séquestrer de I’APAF1
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- HSP70 et HSP90 s’associent directement avec CARD (caspase
recruitement domain) de Apafl, inhibant la formation
d’apoptosome

- la voie extrinseque:

La voie extrinseque comporte la liaison des ligands de mort cellulaire aux surfaces cellulaires
(Fas/CD95/Apol ou TNF receptor) faisant partie du recrutement des molécules d’adaptation
FADD (Fas associated death domain) ou les TRADD (TNF receptor associated death domain)
au cytosol menant a la formation de DISC (death inducing signaling complex) a la membrane
plasmique, aboutissant a I’activation de la caspase 8 puis caspase 3.

Les formes de HSP27 phosphorylées et non phosphorylées interferent avec les voies
extrinseques, ou la forme non phosphorylée affecte la voie apoptotique médiée par Fas, tandis
que la forme phosphorylée interagit directement avec DAXX prévenant la mort cellulaire
(23).
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Figure 7 : Effets des HSPs dans les voies intrinseque et extrinseque de mort cellulaire (
d’apres A.A Khalil et al. (23))

B) HSP en conditions pathologiques :

Des taux ¢élevés d’HSP ont été retrouvés dans différentes situations pathologiques. Dans les
pathologies auto immunes, les HSPs sont reconnues par les récepteurs de surface des cellules
du systeme immunitaire et stimulent la réactivité des lymphocytes T. Dans les pathologies
cardiaques ischémiques, la régulation a la hausse des HSPs améliore la tolérance a I’ischémie.
Un nombre croissant de pathologies neurodégénératives sont associées a une expression de
protéines mal conformées, a 1’origine de “protein misfolding disorders” (tableau 2) (23).

39



Tableau 2 : sommaire des différentes expressions de HSPs en fonction du type tumoral,
pathologie auto-immune et autres pathologies, d 'aprés A.A Khalil et al. (23) :
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C) Propriétés en situation tumorale :

1) chaperon cellulaire pour la prolifération:

Dans les voies de signalisation cellulaire, beaucoup de protéines dépendent de
HSP90 et HSP70 dans les cascades de signalisation (ex. de HER2 (figure 8) ).

heregulin
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sagnalimg. These pathways cam be blocked by Hsp) inhibitors st cach individusl Hspi0
chaperomed step, leading to muhitargetod cancer theopy,

Figure 8 : HSP90 stimule la cascade de signalisation HER2, d’aprés Calderwood et al. (40)

2) inhibition des signaux anti proliférants:
L’expression de HSP70 et 90 augmente le taux de p53 muté dans les tumeurs et
joue un role dans la stabilisation de la conformation de p53 mutant. HSP27
interagit avec le pS3 wild type dans la voie aboutissant a son inactivation et

I’interruption de la sénescence.
3) échappement aux voies de mort cellulaire:
HSP27 et 70 sont de puissant inhibiteurs de voies de mort cellulaire et sont des
inhibiteurs de PCD (programmed cell death), qui est un mécanisme intrinseque
qui aboutit au sacrifice de cellules potentiellement néfastes (comme les
lymphocytes T activés), ces voies peuvent aussi étre enclenchées par le stress.
4) contribution a la prolifération et évitant la sénescence:
HSP27 et 70 inhibent I’efficacit¢ de p53 en promouvant la sénescence

cellulaire. p53 augmente le taux de p21 qui arréte la prolifération cellulaire,
processus qui est inhibé par un haut taux de HSP70.
5) angiogenese:

Les cellules tumorales sont capables de produire des HIF (hypoxia inductible
factors), protéines qui détectent le taux faible de O2 dans I’environnement et
vont médier 1’expression de facteur de croissance commes les VEGF (vascular
endothelial growth factor) qui augmentent le réseau capillaire. HSP27 est pro
angiogénique par sa libération par les cellules tumorales car elle peut se lier
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aux récepteurs stimulant la transcription de VEGF au travers d’une voie
alternative impliquant le facteur NFkB. HSP27 extracellulaire a aussi des
propriétés pro angiogéniques par son interaction directe avec VEGF (40).

6) propriétés pro-invasives et pro-métastatiques:
Les HSPs peuvent faciliter les métastases. MET est une protéine ‘“cliente”
importante pour les HSP dans la tumorogenése, I’activation de HSP70 croit
avec l’expression de MET. L’expression de HSP27 favorise aussi les

métastases, par action sur le processus de transition epithélial-
mésenchymateux, dans lequel les cellules passent d’un aspect compact a un
aspect fusiforme et gagnent de la mobilité (41).

D) structures et fonctions spécifiques :

HSP27:

Structure et fonctionnement :

HSP27 (HSPB1) appartient a un membre des petits HSP ou sHSP (small HSP). La structure
primaire des HSP est similaire aux autres de la méme famille, se distinguant par les régions
C- et N- terminales. HSP27 est exprimée dans tous les tissus humains, incluant les astrocytes
et les cellules neuronales primaires mais surtout dans les cellules osseuses, des tissus mous et
dans les cardiomyocytes. HSP27 a pour fonction de phosphoryler et d’oligomériser. HSP27
peut étre phosphorylée dans 3 résidus sérine 15/78/82 et sur thréonine (Thr143) par un bon
nombre de kinases incluant MAPKAP kinase 2 et 3, p90Rsk, PKC, PKD et PKG. La
phosphorylation est un événement réversible qui module 1’oligomérisation des protéines : sa
déphosphorylation favorise la formation de larges oligomeres. Cependant, quelques études
ont constaté que la capacité a oligomériser est réduite dans les essais in vitro, et que dans les
essais in vivo I’oligomérisation était indépendante de la phosphorylation. HSP27 peut former
des oligomeres jusqu’a 1000kDa. Cette oligomérisation est un processus dynamique qui
semble jouer un rdle central dans la régulation de I’activité chaperone (42).

Fonction de HSP27 en situation tumorale :

HSP27 possederait un puissant effet sur les cellules tumorales. De hauts taux ont été observés
sur plusieurs types de cancers, et son effet oncogénique est observé dans différents modeles
expérimentaux. Beaucoup d’essais cliniques montrent son association avec la résistance aux
traitements, avec les cancers agressifs, et les mauvais pronostics. Son effet est surtout lié a ses
capacités a réguler 1’apoptose. HSP27 est capable de bloquer 1’apoptose a différents stades, a
cause de son interaction avec de nombreuses cibles impliquées dans les voies apoptotiques.
De nombreuses études décrivent que HSP27 inactive les cascades de caspase en liant caspase
3 et cytochrome C, relargués par les mitochondries. D’autres données suggerent que HSP27
prévient I’apoptose et induit des résistances aux chimiothérapies par la séquestration du
cytochrome C, quand il est relargué de la mitochondrie au cytosol. De hauts niveaux de
HSP27 intra cellulaire peuvent inhiber I’activation de caspase en interférant en amont de la
mitochondrie. Cet effet semble avoir des connexions avec la capacité de HSP27 a stabiliser
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les éléments cytosquelettiques incluant les microfilaments d’actine. Dans les cellules sous
conditions de stress, HSP27 joue un role dans I’activation de Akt, par sa liaison a la kinase
Akt (34).

En présence d’un stress oxydatif, de larges oligomeres de HSP27 fonctionnent comme un
antioxydant. IlIs diminuent la production de ROS (reactive oxygen species) en augmentant le
glutathion intracellulaire dans sa forme réduite et en diminuant les niveaux de fer
intracellulaire (43). Ces propriétés anti oxydantes contribuent a la cytoprotection des cellules
neuronales (34). Il a ét¢ montré que HSP27 est impliquée dans la transition épithélio-
mésenchymateuse médiée par EGF dans les carcinomes prostatiques (41).

HSP70:
Structure et fonctionnement :
HSP70 se réfere a une famille de protéines chaperones de 70kDa. La famille HSP70 comporte
au moins 13 membres. Les 4 majeures protéines sont constitutivement appelées HSC70
(HSP73 ou HSPAS), GRP78/Bip qui est localisé au niveau du reticulum endoplasmique, le
mtHSP70 de siege mitochondrial, et HSP72 (ou HSPA1) qui est inductible par le stress.
HSP70 est ubiquitaire, elle est présente dans quasiment tous les organes et tissus. En
condition normale, elle fonctionne en tant que chaperon moléculaire ATP dépendant,
participant au modelage des polypeptides nouvellement synthétisés, aux assemblages de ces
complexes multi protéiques et au transport des protéines au travers des membranes cellulaires.
Ses taux sont augmentés en condition de stress. En revanche, 1’expression de HSP70 est
souvent non observable en condition normale. En condition de stress, le taux élevé de HSP70
permet a la cellule de s’adapter par rapport a la concentration de protéines mal conformées ou
dénaturées. Toutes les protéines sont homologues et contiennent 2 domaines fonctionnels : un
domaine C-terminal peptide-binding domain (PBD) et un N-terminal ATPase (ABD), qui sont
connectés a un lien hydrophobe, et les deux domaines sont importants pour la liaison et
stabilisation de substrat. Le PBD, qui inclut le motif carboxyl-terminal chaperone EEVD, est
responsable de la liaison et du remodelage du substrat. Le ABD, contenant le ATPase pocket
and binding J-domain-containing proteins, comme le HSP40 qui régule ’activité ATPase de
HSP70, il facilite le relarguage des protéines clientes aprés hydrolyse a ATP. L’activité
chaperone de HSP70 est régulée par de différentes co-chaperones, ex Hip, CHIP ou Bagl.
Ces co chaperones se lient a HSP70 et modulent ces fonctions en augmentant ou diminuant
I’affinit¢ de HSP70 pour les substrats par la stabilisation des états liés des ADP ou ATP a
HSP70.
Ils sont classés en trois groupes:
- I) Les co chaperones avec un J-domain, comme HSP40, sont un grand groupe qui lient
HSP70 ABD et stimulent I’activité ATPase
- II) I’échange nucléotidique de co chaperones catalyse le larguage de ADP qui est
nécessaire pour compléter le cycle HSP70 ATPase. Bagl, HSP110 ou HSPBI1 sont
membres de ce groupe
- ) Le domaine TPR co-chaperone (Hop, CHIP) lie le C terminal, présenté dans
HSP70 et 90. Ce dernier est essentiel pour former le complexe HSP70 et 90,
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nécessaire pour la stabilisation des protéines clientes de HSP90. CHIP, avec I’activité
ubiquitine ligase a été impliquée dans [’ubiquitination des protéines.

Fonction de HSP70 dans le cancer:

Similaire a HSP27, HSP70 est exprimée en abondance dans plusieurs tumeurs et accompagne
la prolifération cellulaire, les métastases et la résistance aux chimiothérapies. HSP70 régule
I’apoptose a différents niveaux:

- au niveau des récepteurs, HSP70 peut lier les récepteurs DR4 et DRS5, inhibant
TNFalpha related apopotosis inducing ligand (TRAIL). HSP70 affecte aussi le Bid-
dependent apoptotic pathway,

- au niveau prémitochondrial HSP70 inhibe les kinases activées par le stress, comme
apoptosis signal regulating kinase 1 (Askl)

- HSP70 inhibe I’activit¢ MAPkinase, en particulier le p38 kinase and the c-Jun N-
terminal kinase (JNK) (67), en inhibant la phosphorylation de ERK.

- HSP70 affecte aussi des facteurs de transcription dans I’expression des familles bcl2.
La transcription de bcl2 est réprimée par p53, HSP70 peut former un complexe stable
avec p53 muté induisant I’apoptose en réponse a I’ADN endommagé.

- HSP70 peut prévenir I’importation intra nucléaire de p53

- au niveau mitochondrial HSP70 bloque 1’apoptose induit par la chaleur en liant Bax et
empechant sa translocation a la mitochondrie.

Ces fonctions dépendent des chaperones HSP40 et des domaines ATP hydrolytiques. Au
niveau post mitochondrial, HSP70 lie directement Apafl et prévient le recrutement de
procaspase-9 de 1’apoptosome. (42)

E) Cibles thérapeutiques potentiels: les inhibiteurs des HSPs

I existe une corrélation entre 1’expression des HSP et le mauvais pronostic et a la résistance
aux chimiothérapies. L’inhibition des HSP90, 70 et 27 constitue alors une stratégie potentielle
pour les thérapies oncologiques. Du fait de leur fonction de “chaperons” de peptides, des
antigenes peuvent étre inclus dans des protocoles de vaccination (44) (45).

cible HSP9O :

La cible la plus étudiée est HSP90, qui connait déja plusieurs essais d’inhibiteurs, dont le 17
AAG (dans le cancer du sein, I’expression de HSP90 est associée a celle de HER 2), mais
pour laquelle les essais de phase 3 n’ont pas abouti a des résultats probants a I’heure actuelle.
Cela pourrait étre expliqué d’une part par I’augmentation de HSP70 induite par I’inhibition de
HSP90, de ce fait une combinaison de I’inhibition de ces deux éléments pourrait étre une piste
a développer. D’autre part, il existe le probléme de la toxicité et de leur manque de
spécificité : il est difficile de faire parvenir les molécules aux bonnes cellules cibles et aux
organites.

D’autres molécules sont en cours d’essais comme STA 9090 dans les carcinomes bronchiques
non a petites cellules ainsi que pour les syndromes myéloprolifératifs. AUY922 est étudié en
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combinaison avec un inhibiteur de PIK3CA dans le carcinome gastrique avancé ou
métastatique, dans les GIST, et les carcinomes bronchiques non a petites cellules ALK-
positifs. PU-H71 est étudié dans les lymphomes.

cible HSP70:

La premiére molécule qui a montré son efficacité sur I’interaction entre le couple HSP70 et
les protéines Bag est PES, qui a été développé par le groupe Andrei Gudkov comme
inhibiteur mitochodrial de p53. PES peut se lier a HSP70/HSC70 et a montré son effet anti
cancéreux dans les cultures et les modeles de lymphome myc-induit. Une autre molécule est
le YM-1 et ses analogues. Ces composés ont été développés par le groupe Gestwicki. Ces
molécules affectent 1’activité ATPase de HSP70. Cibler le couple HSP70 - Bag 3 ou l’activité
de HSP70 a montré des effets bénéfiques (46).

cible HSP27 :

L’oligonucléotide antisens OGX-427 est le seul inhibiteur spécifique de HSP27 qui peut étre
administré chez les patients et est en phase 2 d’essais cliniques. Il cible le site initial de
traduction (5-GGGACGCGGCGCTCGGTCAT-3") et prévient la traduction de HSP27, en
diminuant I’expression des protéines, comparé¢ aux cellules non traitées. De fagon moins
spécifique, la molécule RP101 (bromovinyldeoxyuridine, BVDU, brivudine) a été décrite
comme étant efficace dans les chimiothérapies des carcinomes pancréatiques par son
interaction avec HSP27, en fonctionnant comme un agent sensibilisateur et prévenant la
chimiorésistance. RP101 a récemment ét¢ démontré comme préventif de la chimiorésistance
dans les carcinomes pancréatiques et agissant comme chimiosensibilisateur (47). Cependant,
parallelement, ces traitements ont aussi pour conséquence d'accroitre les effets toxiques de la
chimiothérapie. Le développement d’une seconde génération de RP101 est en cours. OGX-
427 est en cours d’essai sur les carcinomes urothéliaux (41).

F) Etudes de HSP en neuro oncologie :

Dans les astrocytomes, HSP27 jouerait un rdle dans leur croissance, et aussi dans la
prolifération cellulaire, sa surexpression étant corrélée a 1’indice de prolifération Ki67/Mibl
48).

Un taux significatif de HSP70 a été retrouvé dans les méningiomes dans une série de tumeurs
cérébrales dont 7 cas de méningiomes (49).
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A ce jour, nous n’avons pas connaissance de travaux étudiant 1’expression de ces protéines
HSP27 et HSP70 sur une série spécifique de méningiomes en tenant compte leur grade OMS.

Ainsi, dans notre étude, il parait intéressant d’évaluer la présence et 1’intensité d’expression
d’HSP27 et 70 dans les méningiomes en fonction de leur grade. Une éventuelle surexpression
peut étre intéressante a mettre en évidence car elle pourrait avoir une valeur pronostique, de
facon complémentaire au grade OMS, voire prédictive de réponse aux traitements adjuvants.
Son identification en tant que parametre prédictif et pronostique, tel un biomarqueur, pourrait
aboutir au développement d’une thérapie ciblée anti-HSP, faisant déja 1’objet d’essais
cliniques en cours pour d’autres organes.
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OBJECTIFS PRINCIPAUX :

OBJECTIF PRINCIPAL.:

- Evaluer la valeur pronostique de I’expression des heat shock protein HSP27 et 70 dans les
méningiomes.

OBJECTIFS SECONDAIRES:
- Evaluer la corrélation entre la surexpression des HSP27 et 70 et le grade OMS.

- Evaluer la corrélation entre I’expression des HSP27 et 70 et la prolifération cellulaire.
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ABSTRACT

Context: Heat shock protein HSP27 and HSP70 belong to a family of proteins which act as
molecular chaperones in protein. In neoplastic cells, they are essential for cell proliferation,
and have angiogenic and metastatic properties. They have been shown to correlate with poor
disease outcome in several cancer types. To date, the expressions of the HSP27 and HSP70

have not been studied specifically in series of meningioma.

Objectives: The aim of this retrospective study was to evaluate the prognostic value of the
expression of HSP27 and HSP70 in meningiomas, and their correlation with WHO grade and

cell proliferation.

Methods: We analysed 74 meningioma tissue samples, including grade I to III. We evaluated
the expression of HSP27 and HSP70 by immunochemistry, using a semi quantitative

evaluation (SQ score), and a computed image analysis (CIA) for the staining density.

Results: HSP27 and HSP70 expression correlated positively with higher tumour grade (p =
0.017 and p < 0.0001), and negatively with overall survival (p = 0.032 and p < 0.0001), in
univariate analysis. However, they didn’t appear to be independent prognostic factors in
multivariate analysis. HSP27 and HSP70 were also significantly correlated with Ki-67 (rho =
0.447 and rho = 0.421, respectively; p < 0.0001). The inter observator reproducticibility
(ICC =0.835) was excellent for both HSP27 and HSP70 SQ scores.

Conclusion: We thus conclude that HSP27 and HSP70 overexpression are a marker of poor
prognosis in meningioma. Their presence in agressive meningiomas may suggest a potential

target for emerging anti HSP therapies.
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INTRODUCTION

Heat shock proteins (HSP’s) belong to a family of proteins which act as molecular
chaperones in protein folding and aid proteins to form their normal structure and prevent
apoptosis (1). Their expression can be upgraded in cell stressing conditions such as hypoxia,
oxidative stress, ischemia, exposure to toxic radicals, and they have been detected in various
cancer types. Altogether, the expression of heat shock proteins in neoplastic cells is essential
to many of their typical features, including uncontrolled proliferation, decreased tumor

suppression, advanced cell survival, as well as angiogenic and metastatic properties (2).

Meningiomas are the most common primary intracranial tumors, accounting for 36%
of all intracranial tumors. According the 2016 WHO Classification of central nervous system
tumors, these tumors are classified in 3 grades, according to their aggressiveness (3) .The
majority are WHO grade I, which represents the best prognosis accounting for 75% of these
tumours, but despite gross total resection, 7 to 25% of grade I meningiomas will recur (2).
Identification of additional prognostic factors, in order to evaluate the recurrence risk, is
essential. Moreover, in cases of recurring and aggressive meningiomas, for which effective
chemotherapy options are limited, the use of other drugs could be interesting, but to date, no

pharmaceutical adjuvant treatment has been validated.

Several candidates of HSP inhibitors are currently in development (4), as therapeutic
sensitizer to chemotherapies (5), or to prevent chemoresistance (6). The identification of
predictive markers of response to anti-HSP therapy could help identify patients who could

benefit from these treatments.

Recent studies on HSP27 and 70 showed that their high expression in cancer, as in
breast or pancreas for example, detected by immunochemistry in neoplastic tissues, was

reported to be correlated with an unfavorable prognosis (7) (8).

To date, the presence and the prognostic value of HSP27 et 70 have not been

specifically investigated in meningiomas.

The aim of this retrospective study was to evaluate the prognostic value of the
expression of HSP27 and HSP70 in meningiomas, detected by immunochemistry, and their

correlation to WHO grade and cell proliferation.
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MATERIAL AND METHODS
Population and clinical data

74 cases of surgically resected meningiomas were retrospectively retrieved from the
files of the Department of Pathology of Nancy University Hospital (CHRU Nancy, France)
and the Laboratory of Neuropathology of Paris Pitié-Salpetriere University Hospital
(Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Paris, France), from 1997 to 2011, including 32
tumors of WHO grade I, 28 of grade II, and 14 of grade III. Clinical data (Table 1) were
collected from the Departments of Neurosurgery. For each case, Simpson’s grade was
reported and classified into 4 categories: grade 1, macroscopically complete excision and
removal of the dural attachment and abnormal bone; grade 2, macroscopically complete
excision with coagulation of the dural attachment; grade 3, macroscopically complete
resection without excision or without coagulation of the dural attachment or extra-dural or
bone invasion; grade 4, subtotal excision with tumor remnants in situ. Grade 5 tumors (simple

decompression of tumors with or without biopsy) were not included.

All samples were anonymized prior to histology and immunohistochemistry. The
study was conducted in accordance with local ethical guidelines (Institutional Review Board

DC2008-459).

I mmunohistochemistry

A representative block of the formalin-fixed paraffin embedded tissue from each case
was selected. Paraffin sections of 4 um were immersed in a 10 mM sodium citrate buffer (pH
6) for 20 minutes at 97°C for dewaxing and antigen retrieval. The following primary
antibodies were used : HSP27 (1/500; mouse monoclonal, G3.1 ab2790, Abcam, Cambridge,
USA), HSP70 (1/50; mouse monoclonal, W27 ab3148, Abcam, Cambridge, USA), Ki-67
(1/200; mouse monoclonal, MIB-1, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark)

Immunohistochemistry was performed with a Dako Autostainer Plus (Dako), using a

Flex+ Envision revelation system (Dako).

51



Methods of quantification

We performed two types of HSP quantification: a semi quantitative (SQ) method, and

by computed image analysis (CIA).

For the semi quantitative technique, all slides were reviewed by two observers,
blinded to the -clinico-pathological data, in areas showing the highest density of

immunostaining.

We evaluated the intensity and the distribution of the staining with a score of intensity
(intensity: score 0/1/2/3) and a score of distribution (score 0 = < 1%, 1 = 1-25%, 2 = 25-50%,

3 =>50%). The final SQ score was the product of the intensity and the distribution scores.

CIA-based staining density for HSP27 and HSP70 was evaluated via semi-automatic image
analyses conducted using Adobe Photoshop CS2 9.0 (Adobe Systems Incorporated, USA) and
Image J 1.42u software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). For each case,
images of areas showing the strongest immunostaining were acquired with an Olympus DP72
camera (x200 magnification). Stained cells were selected and copied to new JPEG files using
the Adobe Photoshop Color Range selection tool. After conversion into grayscale pictures and
color inversion, the integrated density of the JEPG files was measured using ImagelJ software,

expressed in arbitrary units (AU).

For Ki-67, the labeling index (LI) of each tumor was defined as the percentage of cells

displaying nuclear expression among a total of 1000 cells.

Satistical analyses

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics software for Windows,

Version 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Given that the quantitative variables did not pass normality testing (Kolmogorov-
Smirnov), independent Kruskal-Wallis tests with post hoc pairwise comparisons were
performed to compare markers between differing WHO grades. Spearman correlation tests

were applied to explore the correlation between these markers.

Analyses of progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) time were

performed using a Kaplan-Meier estimation (Log-rank test), as well as the Cox model with
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both a univariate and, if applicable, multivariate analyses, for the following patient variables:
age, sex, tumor localization, Simpson grade, WHO grade, Ki-67 LI, HSP27 and HSP70 SQ
scores and CIA densities. In order to separate patients into two groups for the log-rank tests
for quantitative variables, the 75" percentile was arbitrarily selected as a threshold. For Cox
multivariate analyses, only variables showing a P-value lesser than 0.10 according to

univariate analyses were integrated into the model.

Inter-observer reproducibility was evaluated using the intraclass correlation coefficient
(ICC) for HSP27 and HSP70 SQ scores and CIA density. A P-value less than 0.05 was

considered to indicate statistical significance.

RESULTS
Clinico-pathological data

The mean age of the patients was 61.5 years (range from 33 to 90), with a male-to-
female ratio of 0.51 (Table 1). The main tumor locations were convexity (62.1%) and skull
base (29.5%). An adjuvant radiotherapy was administered in 14.8% of cases, chemotherapy in
2.7% and radiotherapy in 12.2%. The recurrence rate was 25% for patients with grade I
meningiomas, 61% for grade II meningiomas and 86% for grade III meningiomas. The 5-
years overall survival (OS) of patients with grade I meningiomas was 97%, grade II 88% for
grade II and 29% for grade III. WHO grade was significantly correlated to PFS and OS (p <
0.0001).

HSP27 expression and correlation to grade and survival

Staining for HSP27 was positive in 88% (64/73) of cases. In positive cases, HSP27

staining was localized exclusively in tumor cell cytoplasm, without nuclear staining (Figure

1).
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HSP27 SQ score was significantly higher in grade III than in grades I and II
meningiomas (mean SQ score for grade IIl: 5.2; vs. 3.7 and 3.2 for grades I and II,
respectively; p = 0.017). Using image analysis, CIA density was also significantly higher in
anaplastic (grade III) meningiomas than in lower grade tumors (mean CIA density for grade
II: 360.10° AU vs. 104.10° and 116.10° AU for grades I and II, respectively; p < 0.0001)
(figure 2).

Cox survival analyses showed that overexpression of HSP27 was significantly
correlated to a shorter OS, both with the SQ score (P = 0.032) and the CIA density (p <
0.0001). HSP27 CIA density, but not SQ score, was significantly correlated to PES (p = 0.037
and p = 0.305, respectively). For a SQ score greater than 6 (75th percentile), the hazard ratio
(HR) was 4.225 (95%CI: 1.813-9.849) for OS, and 2.120 (95%CI: 1.045-4.299) for PFS
(Table 2 and Figure 2).

HSP70 expression and correlation to grade and survival

Staining for HSP70 was positive in 93% (68/73) of cases, and localized in cytoplasm

and nucleus of tumor cells (Figure 1).

HSP70 was significantly overexpressed in anaplastic meningiomas, compared to grade
I and II meningiomas, for SQ score (mean SQ score for grade III: 7.7; vs. 4.9 and 5.2 for
grades I and II, respectively; p < 0.0001) as well as CIA density (mean CIA density for grade
II: 225.10° AU vs. 145.10° and 147.10° AU for grades I and II, respectively; p < 0.0001)
(Figure 2).

The overexpression of HSP70 was significantly correlated to shorter OS and PFS (p <
0.0001 and P = 0.016, respectively). For a SQ score greater than 6 (75" percentile), the hazard
ratio (HR) was 6.010 (95%CI: 2.296-15.732) for OS, and 2.048 (95%CI: 1.030-4.073) for
PFS (Table 2 and Figure 2).

Multivariate survival analyses

Multivariate survival analysis, including age, Ki-67 and WHO grade, did not show any

significant correlation between the overexpression of HSP27 or HSP70 and OS or PFS (p >
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0.10). Only WHO grade and Ki-67 LI remained significantly correlated to OS (p < 0.05)
(Table 3).

Correlation between HSP proteins and Ki-67
There was a significant positive correlation between the densities of HSP27 and

HSP70 (p = 0.534, p < 0.0001).

A significant and positive correlation between the density of HSP27 and ki67 (p
0.447, p < 0.0001) was observed, as well as between HSP70 and Ki-67 (p = 0.421, p <
0.0001).

Inter-observer reproducibility
The assessment of WHO grade in our study had an excellent reproducibility (kappa =

0.828). Inter-observer reproducibility was also excellent for the semi quantitative scores of

HSP27 and HSP70 (ICC = 0.835) (Table 4).

DISCUSSION
Prognostic value of HSP27 and HSP70 overexpression

In several cancers, the overexpression of HSP27 and HSP70 was described as markers
of poor prognosis. Expression of the small heat shock protein HSP27 in human astrocytomas
(1) was reported to be associated with higher histologic grades and tumor growth fractions
and also with poor prognosis (9). Similar results have been observed in rectal carcinoma (10),
gastric carcinoma (11), and osteosarcoma (12). In pancreatic ductal carcinomas, HSP27 was

correlated to a better chemosensitivity toward gemcitabine (8).

The overexpression of HSP70 has been proposed as a prognostic biomarker in hepatocellular
carcinoma (13), by its implication in angioinvasion (14). It was reported to be associated with

poor prognosis in the intestinal type gastric carcinoma (15), and in melanomas, by its capacity
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to promote metastasis (16). In colorectal carcinoma, a significant correlation between HSP27

and HSP70 was found (17).

In daily practice, the prognosis of the meningiomas is evaluated by the WHO grading
system, which is significantly correlated to survival. However, it still needs to be improved,
because discrepancies between the WHO grade and subsequent clinical evolution exist. It
could be explained by subjectivity and the lack of reproducibility of certain items.

Complementary prognostic factors may be helpful, such as MCMG6 (18).

We did not find any studies about the expression of HSPs in meningiomas, except one
study of Alexiou and al. (19), which described 7 cases where HSP27 and HSP70 were

expressed by immunochemistry, without mention to correlation to grade or survival.

We demonstrated here for the first time, in a series of meningiomas, that the
overexpression of HSP27 and HSP70 were correlated to WHO grade III (p < 0.0001) and
shorter OS (p < 0.0001), in univariate analysis. The prognosis value of these two markers was
significant in univariate analysis, but not in multivariate analysis (p = 0.736, p = 0.669,

respectively).

The evaluation of the expression of HSP27 and HSP70 with immunochemistry could
be considered as an interesting complementary prognostic indicator, in addition to WHO and
Ki-67 LI. The lack of significance in this multivariate model could be explained by the
limited number of cases, and maybe also by the inter-dependency of grade, Ki-67 LI and
HSPs: indeed, WHO grading system is largely determined by the mitotic index, and thus it is
strongly dependent of Ki-67 LI, which is itself correlated to HSPs.

Additionally, we evaluated the correlation between these two HSP and ki-67: it
revealed a significant association between these three parameters. This could be related to

their possible common physio-pathological action, by triggering cell proliferation.

We also evaluated the inter-observer reproducibility of the evaluation of the
immunostaining of HSP27 and HSP70, which was excellent (ICC = 0.835). Furthermore, the
subjective evaluation with the semi quantitative score showed quite similar results than the
CIA method with technique of picture analysis. Hence, this criterion may be more easily
determined, possibly with more reproducibility and less subjectivity than certain criteria of

the WHO grading, notably in case of small or traumatized specimens.
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Therapeutic per spectives

To date, surgery is the most efficient treatment of meningioma, but complete excision
is not always possible, and recurrences are frequent. Radiotherapy can be applied, but with a

limited efficacy, and no standard chemotherapy has proven its efficiency (20).

In our study, given the presence of elevated amount of HSP27 and HSP70 in tumour
cells, they could become interesting targets for HSP inhibitors. There are ongoing trials on
anti HSP drugs, such as PES (HSP70 inhibitor) which demonstrated, in vitro, its tumour
inhibiting effects in lymphomas (6), or such as RP101, as a chemosensitizer in pancreatic

carcinomas, as well as OGX-427 in urothelial carcinomas (21).

Prospective and controlled studies with larger series are necessary to determine
whether the overexpressions of HSP27 and HSP70 could be independent prognostic markers,
and if they could be used to identify patients who could benefit from targeted anti-HSP

therapies.

In conclusion, we demonstrated in this study that HSP27 and HSP70 are markers of
poor prognosis, and are significantly correlated to WHO grade. They also showed an
excellent inter-observer reproducibility. Further studies with larger series are needed in order
to establish whether they could be used as markers for the daily routine practice to evaluate
the risk of progression or death. If, in the future, the development of anti HSP drugs
would show promising results, these markers could be useful in order to select patients who

could benefit from these anti-HSP therapies.
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FIGURES AND TABLES

Grade |l Grade |

Grade |l

Figure 1: Expression of HSP27 and HSP70 in various WHO grades meningiomas
(immunohistochemistry). (A) Weak cytoplasmic staining for HSP27 in a case of
grade | meningioma, with an intensity score of 1. (B) Weak cytoplasmic and
nuclear staining for HSP70 in a case of grade | meningioma, with an intensity
score of 1. (C) Moderate cytoplasmic staining for HSP27 in a case of grade ||
meningioma, showing an intensity score of 2. (D) Moderate cytoplasmic and
nuclear staining for HSP70 in grade Il meningioma, with an intensity score of 2.
(E) Grade Il meningioma showing a strong cytoplasmic staining for HSP27
(intensity score: 3: IHC, x200). (F) Strong cytoplasmic and nuclear staining for
HSP70 in a grade |ll meningioma (intensity score: 3) (x200).
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Figure 2 : overexpression of HSP27 and HSP70 in grade | / Il / lll meningiomas (WHO grading),
Kruskal-Wallis tests were conducted with pairwise comparisons :

(A) Significant difference in the semi quantitative score of HSP27 staining was observed between
grade |l and grade lll meningiomas. Pairwise comparison of HSP27 semi quantitative score and
WHO grading : Grade | =1l : p=1,000; Grade |- |ll : p=0,101 ; Grade ll - Ill ; p=0,033.

(B) Difference in the density of HSP27 staining was significant between the meningiomas grade |
or |l and grade lll, Pairwise comparison of HSP27 density : Grade | — Il : p = 1,000 ; Grade 1 - 1li :
p < 0,0001 ; Grade Il - Il : p < 0,0001.

(C) Difference in the semi quantitative score of HSP70 staining was significant between the
meningiomas grade | or |l and grade lll. Pairwise comparison of HSP70 semi quantitative score :
Grade | -l : p= 1,000 ; Grade | = lll : p=0,04 ; Grade Il - lll : p=0,01.

(D) Difference in the density of HSP70 staining was significant between the meningiomas grade |
or Il and grade lll. Pairwise comparison of HSP70 density : Grade | - 11 : p= 1,000 ; Grade | - Il :
p < 0,0001 ; Grade Il - Il : p < 0,0001.
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Figure 3 : Kaplan-Meier curves for overall survival (OS) (log rank test) :

(A) World Health Organization grade. (B) Ki-67 labelling index 75th percentile. (C)
HSP27 semi quantitative score 75th percentile. (D) HSP27 density 75th percentile.
(E) HSP70 semi quantitative score 75th percentile. (F) HSP70 density 75th
percentile.
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TABLE 1. Clinico-pathological Characteristics and Immunohistochemical Data

Variable

Results

Age (mean; min—max)
Sex (n)

Localization

WHO grade

Simpson grade (n)

Embolization

Adjuvant therapy

Five-year survival

Histological subtype

61.5;33-90

Female (45), male (29)
Convexity: 62.1% (46/74)
Base skull: 29.7% (22/74)
Intraventricular: 5.4% (4/74)
Spinal:2.7% (2/74)

Grade I: 43.2% (32/74)
Grade II: 37.8% (28/74)
Grade III: 18.9% (14/74)

Grade 1: 52.7% (39/74)
Grade 2: 18.9% (14/74)
Grade 3: 16.2% (12/74)
Grade 4: 12.1% (9/74)

8.1% (6/74)

Radiotherapy: 12.2% (9/74)

Progression free survival: Overall survival:
Grade I: 58% Grade I: 97%
Grade II: 36% Grade 11:88%
Grade I1I: 14% Grade I1I: 29%

Meningothelial: 56.7% (42/74)
Anaplastic: 18.9% (14/74)
Transitional or mixed: 17.5% (13/74)
Fibrous or fibroblastic: 4.1% (3/74)
Psammomatous: 1.3% (1/74)
Angiomatous: 0% (0/74)
Microcystic: 0% (0/74)

Secretory: 0% (0/74)

Atypical: 0% (0/74)
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Ki-67 (% ; mean = SEM, range)

HSP27 SQ score (mean + SEM, range)

HSP27 density (AU; mean + SEM, range)

HSP70 SQ score (AU; mean = SEM, range)

HSP70 density (AU; mean + SEM, range)

0.142 + 0.017, range 0.599 (0.005-0.599)

Grade I: 0.036 £ 0.082, range 0.176 (0.005-0.176)
Grade II: 0.158 £ 0.017, range 0.377 (0.001-0.378)
Grade I1I: 0.350 + 0.045, range 0.583 (0.016—0.599)

Total: 3.7 £ 0.3, range 9 (0-9)

Grade I: 3.7+ 0.5, range 9 (0-9)

Grade II: 3.2+ 0.5, range 9 (0-9)

Grade III: 5.2+ 0.8, range 9 (0-9)

Total: 158.10° + 2.10°, range 715.10° (0-715.10%
Grade I: 104.10° + 15.10°, range 31.10° (0-313.10°)
Grade 11:116.10° + 16.10°, range 29.10° (0-290.10°)
Grade III: 360.10° + 49.10°, range 71.10° (0-715.10%

Total: 5.2+ 0.3, range 9 (0-9)

Grade I: 4.9+ 0.5, range 9 (0-9)

Grade II: 4.5+ 0.6, range 9 (0-9)

Grade III: 7.7+ 0.6, range 9 (0-9)

Total: 225.10° +2,6.10% range 729.10° (0-729.10°)
Grade I: 145.10° 20.10°, range 525.10° (0-525.10°)
Grade II: 147.10° 21.10°%, range 440.10° (0-440.10°
Grade I1I: 546.10° 37.10°, range 729.10° (0-729.10°

SQ score: semi quantitative score; SEM: standard error of mean; SD: standard deviation; WHO: World Health

Organization; AU: arbitrary unit.
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TABLE 2. Log rank and univariate Cox survival analyses

Variable

Age
Sex

Localization

WHO grade
Grade 1
Grade 2
Grade 3

Simpson grade
Grade 1
Grade 2
Grade 3

Grade 4

Ki-67

HSP27 SQ score
HSP27 density
HSP70 SQ score

HSP70 density

PFS OS
Log rank Cox univariate analyses Logrank  Cox univariate analyses
p-value HR 95% CI p-value p-value HR 95% CI p-value
0.699 0.997 0.968-1.027 0.849 0.038 1.039 0.997-1.083 0.068
0.351 0.724 0.366-1.432 0.354 0.709 0.843 0.342-2.075 0.709
0.69 0.611 0.355-1.049 0.074 0.560 0.934 0.479-1.823 0.842
< 0.0001 0.001 < 0.0001 <0.0001
1 <0.001 1 6,6.10°
2.237 0.964-5.189 0.025 14.7 1.080-121.4 0.012
5.443 2.253-13.148 1.6.10* 73.2 8.308-645.8 1.1.10*
0.017 1.173 0.756-1.821 0.476
1 1 0.038
0.401 0.131-1.225 0.109 0.388 0.105-1.424 0.154
0.311 0.081-1.186 0.087 0.287 0.037-2.259 0.236
0.609 0.176-2.110 0.434 2.650 0.888-7.904 0.081
0.002 1.002 1-1.004 0.017 3.107 1.007 1.004-1.010 <0.0001
0.109 1.176 1.014-1.364 0.032 0.045 1.176 1.014-1.364 0.032
0.033 1+1.10° 0.999 - 1+3.10°  0.037 0.001 1+4.10°  142.10°-1+7.10°  <0.0001
0.037 1.051 0.931-1.185 0.423 2.5.10" 1.263 1.058-1.508 0.100
0.006 142.10°  1+43.10"%- 0.016 2.5.10°  1+4.10°  1+42.107 - 2.5.10°
1+3.10” 1+6.10”

CI: confidence interval; HR: hazard ratio; OS: overall survival;, PFS: progression free survival; SEM: standard error of mean; SD:
standard deviation; WHO: World Health Organization; SQ score : semi quantitative score
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TABLE 3. Multivariate Survival Analyses for Overall Survival (Cox Regression Test)

Variable HR 95% Cl1 p-value
Model 1:
Age 1.009 0.965 - 1.055 0.689
WHO grade : 0.034
grade I 1.000
grade II 10.69 1.186 - 96.36 0.035
grade I1I 25.21 2.208 - 287.9 0.009
Ki-67 1.003 1.000 - 1.007 0.060
HSP27 SQ score 1.055 0.882 - 1.261 0.559
Model 2:
Age 1.011 0.967 - 1.058 0.619
WHO grade : 0.042
grade | 1.000
grade II 9.857 1.120 - 86.75 0.039
grade I1I 24.30 2.022 -292.1 0.012
Ki-67 1.003 1.000 - 1.007 0.071
HSP27 density 0.736 1.000 - 1.000 0.736
Model 3 :
Age 1.006 0.963 - 1.052 0.785
WHO grade : 0.045
grade 1 1.000 0.012
grade II 14.27 1.495 - 136.2 0.021
grade 111 21.73 1.797 - 262.6 0.015
Ki-67 1.004 1.000 - 1.007 0.044
HSP70 SQ score 1.157 0.934 - 1.434 0.181
Model 4:
Age 1.009 0.965 - 1.056 0.682
WHO grade :
grade I 1.000
grade 11 10.08 1.133 - 89.63 0.038
grade 111 18.75 1.004 - 350.1 0.050
Ki-67 1.004 1.000 - 1.007 0.043
HSP70 density 1.000 1.000 - 1.000 0.669

SQ score: semi quantitative score; WHO: World Health Organization
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TABLE 4. Inter-observer Reproducibility : ICC

Quantitative variables ICC 95% Cl1
HSP27 SQ score 0.835 0.749-0.893
HSP70 SQ score 0.835

WHO grade 0.828 0.739-0.916

SQ score : semi quantitative score ; CI: confident interval; WHO: World Health Organization.
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PARTIE III: DISCUSSION

L. Valeur pronostique de HSP27 et HSP70 dans les méningiomes

Pour de nombreux cancers ou les surexpressions de HSP27 et HSP70 ont été observées,
celles-ci sont décrites comme étant associées a un mauvais pronostic. Agissant comme des
agents protecteurs contre 1’apoptose et de survie cellulaire, celles-ci contribuent a la
prolifération cellulaire tumorale. Dans la littérature, cette corrélation est retrouvée dans les
astrocytomes (48), les carcinomes colorectaux (28), les carcinomes gastriques (36) concernant
HSP27, ou bien les carcinomes hépatocellulaires (25), les carcinomes gastriques intestinaux

(27), les mélanomes (29) pour HSP70.

Notre étude, incluant 74 cas de méningiomes, dont 43.2% de méningiomes de grade I, 37.8%
de grade II et 18.9% de grade III, démontre pour la premiere fois que les surexpressions de
HSP27 et HSP70 sont corrélées a une survie globale diminuée (p = 0.032 et p < 0.0001
respectivement, en analyse univariée) et un grade OMS plus élevé (p = 0.017 et p < 0.0001).
La survie sans progression est également significativement plus courte (p = 0.037 et p =
0.016). Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature existantes dans d’autres

types de tumeurs.

Cependant, les résultats ne sont pas significatifs en analyse multivariée, stratifiés avec 1’age,
le grade OMS et Ki-67. Nous n’avons pas pu démontrer si ces deux marqueurs pouvaient
avoir une valeur pronostique indépendante. Ceci peut €tre expliqué par le fait que ces
marqueurs sont fortement corrélés au grade OMS et a la prolifération cellulaire, mais aussi
par le nombre restreint de cas collectés dans 1’étude. Il pourrait étre intéressant de mener
d’autres études comprenant un plus grand effectif de patients, et dans des groupes homogenes

de patients présentant des tumeurs de méme grade OMS.
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II. Corrélation entre HSP27 et HSP70 et I’indice de prolifération Ki-67

De fagon complémentaire nous avons étudié la corrélation entre HSP27, HSP70 et I’indice de
prolifération Ki-67. Les résultats de ces trois parametres sont corrélés de facon significative (p
< 0.0001). Cette observation n’est pas surprenante, car les HSP sont connues pour étre

impliquées dans la prolifération cellulaire.

III.  Reproductibilité et variabilité inter-observateur de ces marqueurs

La reproductibilité inter-observateur est excellente (ICC = 0.835). Elle est évaluée par la
comparaison du score semi quantitatif par lecture de lame de deux observateurs différents,
sans connaissance d’aucune information concernant ces cas. Ce score est un résultat

composite prenant en compte I’intensité et la distribution du marquage immunohistochimique.

Nous avons aussi comparé cette évaluation semi quantitative subjective a une évaluation
objective par analyse d’image informatisée (par Photoshop et Imagel), effectuée sur deux
photographies prises a 1’objectif x200 pour chaque lame dans les zones les plus marquées. Les
résultats sont concordants entre les évaluations subjectives et objectives. Les
immunomarquages de HSP27 et HSP70 pourraient donc étre des outils reproductibles et

facilement standardisables pour évaluer le pronostic.

IV.  Perspectives thérapeutiques

A Theure actuelle, la chirurgie est le traitement de référence le plus efficace des
méningiomes, mais les résections completes ne sont pas toujours possibles et les récurrences
ne sont pas rares. La radiothérapie peut étre utilisée mais 1’efficacité est limitée a la
stabilisation tumorale. Dans notre étude, nous avons constaté une surexpression de HSP27 et

HSP70 dans les tumeurs les plus proliférantes. Celles-ci pourraient ainsi constituer des cibles
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potentielles pour des traitements limitant leur présence ou leur action. Des essais d’inhibiteurs
de HSP sont en cours, comme par exemple PES qui a montré des effets in vitro sur les
lymphomes, ou RP101 un chimiosensibilisateur utilisé dans les carcinomes pancréatiques, ou
comme le OGX-427 dans les carcinomes urothéliaux. Ces dernieres années, la cible qui a été
la plus étudiée est HSP90, suivies de HSP70 et HSP27. A présent, aucun résultat probant n’a
encore été publié, les difficultés majeures rencontrées sont le manque de spécificité de la
cible, les difficultés a diriger I’action sur les tissus cibles majorent ainsi la toxicité du
traitement. L’évaluation de 1’expression immunohistochimique de HSP27 et HSP70 pourrait
potentiellement servir de marqueur prédictif de réponses a ces thérapies ciblées, mais d’autres

études pré-cliniques et cliniques sont nécessaires afin de vérifier cette hypothese.

Afin d’évaluer I’efficacité de I’inhibition de ces deux HSPs dans les méningiomes, nous
menons actuellement une évaluation expérimentale, in vitro, des effets de leur inhibition par

des petits ARNSs interférents (sitARN), dans deux lignées cellulaires humaines de méningiome.

CONCLUSION

Dans cette étude nous démontrons I’existence d’une surexpression des heat shock proteins
HSP27 et HSP70 dans les méningiomes anaplasiques, ainsi qu’une corrélation significative

avec la survie. Leur surexpression est dont marqueur de mauvais pronostic.

Ces deux marqueurs immunohistochimiques pourraient représenter des outils d’évaluation

pronostiques complémentaires, aux cotés des criteres du grade OMS et du Ki-67.
De plus, leur reproductibilité inter individuelle est excellente et ils sont d’évaluation aisée.

Enfin, la présence de ces HSP au sein de cellules tumorales suggere également qu’elles sont
d’éventuelles cibles thérapeutiques, dont les traitements inhibiteurs font actuellement 1’objet

de recherches actives dans d’autres types de tumeur.
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RESUME DE LA THESE

Introduction : Les protéines de choc thermique ou Heat Shock Protein HSP27 et HSP70 appartiennent a une
famille de protéines qui agissent comme des « chaperons protéiques ». Dans les cellules tumorales, celles-ci sont
nécessaires a la prolifération cellulaire et conferent des propriétés pro- angiogéniques et métastatiques. Dans la
littérature, elles sont décrites comme corrélées a un mauvais pronostic dans différents cancers. A I’heure
actuelle, les HSP27 et HSP70 n’ont pas été étudiées spécifiquement dans les méningiomes. L’objectif de notre
étude est d’étudier la valeur pronostique de I’expression immunohistochimique de HSP27 et HSP70 et la survie,
ainsi que leur corrélation avec le grade et la prolifération cellulaire.

Matériel et méthode : Notre étude porte sur 74 cas de méningiomes, comportant des tumeurs de grade I a III
(classification OMS 2016). Les expressions des HSPs ont été révélées par immunohistochimie, puis évaluées par
double lecture avec calcul d’un score semi quantitatif, et par mesure de densité par technique d’analyse d’image
informatisée.

Résultats : Les surexpressions de HSP27 et HSP70 dans les méningiomes sont corrélées a un plus haut grade
histopronostique (p = 0.017 et p < 0.0001 respectivement), et a une moindre survie globale (p = 0.032 et p <
0.0001), en analyse univariée. Cependant, elles n’apparaissent pas significatives en tant que facteur pronostique
indépendant en analyse multivarié¢. HSP27 et HSP70 sont également corrélées significativement avec 1’indice de
prolifération Ki-67 (tho = 0.447 et rho = 0.421, respectivement ; p < 0.0001). La reproductibilité inter
observateur du score semi-quantitatif est excellente pour les deux marqueurs (ICC = 0.835).

Conclusion : Cette étude montre que HSP27 et HSP70 sont surexprimées dans les méningiomes de haut grade, et
qu’elles sont inversement corrélées a la survie globale du patient, de facon significative. Ces paramétres peuvent
représenter des facteurs pronostiques supplémentaires et ainsi contribuer a 1’évaluation pronostique du
méningiome, d’autant plus qu’ils sont trés reproductibles. Leur présence suggére qu’elles pourraient constituer
une possible cible thérapeutique pour des traitements anti HSP, qui sont a 1’heure actuelle encore en cours de
développement et font 1’objet d’essais cliniques dans d’autres tumeurs.
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