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Introduction

Avant propos

Les méningiomes sont les tumeurs intracraniennes les plus fréquentes, pour la plupart
de bas grade, mais avec un risque de récidive ¢élevé. Il n’y a actuellement que peu de

marqueurs pronostiques évalués dans ces tumeurs.

Dans la premiére partie de cette étude, nous évaluons, a partir d’une série de 60
méningiomes, la valeur pronostique de marqueurs de prolifération et du cycle cellulaire, en

particulier de MCM6, un marqueur jusqu’a ce jour non évalué¢ dans les méningiomes.

Dans la seconde partie de cette étude, nous nous intéressons au role de la protéine HuR
(ELAV-like 1) dans la progression tumorale des méningiomes, a partir d’un modele cellulaire
et in vivo. La protéine HuR est une protéine pro-oncogene connue pour stimuler la
prolifération et la survie cellulaire dans divers types de tumeur, et a ce titre considérée comme
une cible thérapeutique potentielle. Nous analysons ’expression immunohistochimique de
HuR et méthyl(R217)HuR dans les méningiomes, puis, in vitro, les effets de 1’inhibition de
HuR sur la prolifération, la survie cellulaire et la résistance a 1’hypoxie. Nous étudions en
particulier le role de HuR dans la régulation des niveaux d’expression de SIRTI1, impliqué

dans la survie cellulaire, et HIF-1a, jouant un role clé dans la réponse a I’hypoxie.
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L. Généralités sur les méningiomes

Le méningiome est I’une des tumeurs intracraniennes primitives de 1’adulte les plus
fréquentes. L’incidence est d’une dizaine de cas pour 100000 habitants par an. Le
méningiome touche principalement les adultes, avec un pic entre 60 et 80 ans, mais peut
¢galement rarement toucher les enfants et les adultes jeunes. Le sexe ratio femme/homme est

d’environ 1,7 (1).

Cette lésion est développée a partir des cellules méningothéliales, tapissant la
membrane arachnoidienne. Celle-ci recouvre la surface de 1’encéphale et est séparée de la
dure-mere par un espace virtuel, expliquant ainsi la localisation extra-parenchymateuse de ces

tumeurs et leur adhérence a la dure-meére.

La grande majorit¢é des tumeurs est intracranienne, intraspinale ou orbitaire, plus
rarement intraventriculaire. Quelques cas ont cependant été décrits dans d’autres organes.
Dans les localisations intracraniennes, le méningiome siége majoritairement en regard des
convexités cérébrales, fréquemment en position parasagittale. Les autres sites classiques sont
les fentes olfactives, la région du sphénoide, les régions supra- ou parasellaires, la gaine des

nerfs optiques, 1’os pétreux, la tente du cervelet et la fosse postérieure.

Les signes cliniques sont secondaires a la compression des structures adjacentes, et
dépendent ainsi de la localisation de la tumeur. Les céphalées et les crises convulsives sont
des symptomes révélateurs classiques. Les méningiomes peuvent également étre découverts

de fagon fortuite lors d’examens radiologiques.
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Radiologiquement, il s’agit typiquement d’une tumeur extra-parenchymateuse, au
contact de la dure-mere, arrondie, rehaussée apres injection de produit de contraste, pouvant

étre calcifiée.

I1. Diagnostic anatomo-pathologique

Macroscopiquement, le méningiome se présente classiquement sous la forme d’une
tumeur ferme ou élastique, arrondie ou lobulée, a large attache durale, et refoulant le

parenchyme cérébral adjacent, le plus souvent sans 1’envabhir.

Si les méningiomes présentent des aspects histologiques variés, le sous-type
méningothélial est le plus classique (figure A). Les cellules tumorales s’arrangent en lobules,
et présentent un aspect cytologique proche de celui des cellules arachnoidiennes normales,
avec un noyau ovalaire, a chromatine fine, parfois clarifié, ou contenant des inclusions
nucléo-cytoplasmiques. Quelques enroulements et corps psammomateux peuvent étre
visibles. Dans la forme fibroblastique, les cellules sont fusiformes, s’agencent en faisceaux
entremé&lés au sein d’un stroma riche en collagéne. Fréquemment, les aspects méningothéliaux
et fibroblastiques co-existent, correspondant alors a la définition du sous-type mixte
(transitionnel). Dans le sous-type psammomateux, il existe une prédominance de corps
psammomateux calcifiés. D’autres sous-types sont décrits : angiomateux, microkystique,
sécrétoire, riche en lymphocytes, métaplasique, a cellules claires, chordoide, papillaire et
rhabdoide. Le grade histologique (grades I, II et III) selon ’OMS (1) est établi en fonction de

différents critéres cyto-architecturaux détaillés plus bas.
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FIGURE A. Méningiome méningothélial (hématoxyline, éosine et safran, x200).

III. Principes thérapeutiques et embolisation

Le traitement de référence est I’exérese chirurgicale, permettant d’obtenir une exérese

compléte dans environ 60% a 80% des cas (2) (figure B).

En cas de résidu post-opératoire, notamment dans les méningiomes atypiques et
anaplasiques, une radiothérapie adjuvante peut étre proposée. Dans les formes inopérables
symptomatiques ou menagantes, 1’indication d’une radiothérapie doit étre discutée (2). La

radiothérapie reste d’efficacité limitée, pouvant permettre d’obtenir une stabilisation de la
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croissance tumorale, généralement sans régression du volume Iésionnel (2). Ce traitement

expose a des complications non négligeables.

Il n’y a pas de chimiothérapie de référence dans les méningiomes échappant au
traitement par chirurgie et radiothérapie. L hydroxyurée est proposée par certains auteurs (3).
D’autres traitements comme par exemple les antiprogestatifs, 1’interféron, ou les

antiangiogéniques sont en cours d’évaluation, avec des résultats encore incertains (2, 4).

Méningiome |
opérable ‘
Exérése complate | Exérése partielle |
| |
v v v v
Grade | | Grade Il ou Il | Grade |

Grade Il ou Il ou
menecant

l l l l
S|t | TR | retome |

Méningionme
inopérable

$1.rmptomathue
ou menagant 7
Surveillance clinique
et imagerie

FIGURE B. Principes de prise en charge des méningiomes : arbre décisionnel.

Source : référentiel Oncolor (2).

L’embolisation pré-opératoire des artéres irriguant la tumeur peut étre réalisée dans
certaines lésions hypervascularisées a haut risque hémorragique. Il s’agit d’une procédure de

radiologie interventionnelle visant a occlure les vaisseaux nourriciers de la tumeur. Apres
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introduction d’un cathéter par voie fémorale, le réseau artériel irriguant le méningiome est
identifi¢ grace a la réalisation d’une angiographie carotidienne. Le réseau vasculaire est
ensuite occlus grace a la libération dans la circulation d’un matériel a type de microparticules
ou de glue, bloquant ainsi la microcirculation en aval. Il est démontré que cette technique
permet de diminuer de fagon significative les pertes hémorragiques per-opératoires (5, 6),
avec un taux de complication majeure inférieur a 1% (7). Des essais controlés randomisés
seraient cependant nécessaires afin de valider 1’embolisation dans cette indication (8).
L’embolisation créant une hypoxie intra-tumorale et ainsi une nécrose ischémique (9, 10),
cette procédure pourrait théoriquement entrainer une diminution de la croissance tumorale.
Cependant, trés peu d’études se sont intéressées aux propriétés anti-tumorales de ce
traitement. A I’aide d’un agent liquidien, Shi et al. ont montré dans une série de trois cas une
nécrose tumorale massive, avec dans un cas une diminution de la taille tumorale a 8 jours (11)
(figure C). Dans une courte série incluant 7 patients inopérables, Bendszus et al. ont étudi¢
I’intérét de I’embolisation seule, sans chirurgie, dans un contexte palliatif. Ils décrivent une
diminution de la taille tumorale dans 6 cas sur 7 (12). Cependant, d’autres études sont

nécessaires afin d’évaluer I’efficacité de ce traitement a long terme.
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FIGURE C. Exemple d’embolisation pré-opératoire d’'un méningiome avec le produit Onyx
18. (A) Aspect en IRM avant [’embolisation : lésion parasagittale frontale droite en
hypersignal T2, mesurant 6,8 cm de grand axe, avec cedeme périlésionnel et déviation
controlatérale de la ligne médiane. Huit jours apres l’embolisation : (B) diminution de la
taille de la tumeur a 5,9 cm de grand axe (IRM en séquence T2) ; (C) prise de contraste
limitée a la périphérie de la lésion (T1 apres injection de Gadolinium). (D) Angiographie de
["artére carotide commune droite réalisée immédiatement apres [’embolisation, montrant une

disparition complete du flux intra-tumoral. Source : Shi et al. (11).

21



IV.  Grade histologique et prolifération dans les méningiomes

Le grade histologique selon la classification OMS 2007 est un facteur pronostique
unanimement reconnu dans les méningiomes (1). L’établissement du grade, en particulier la
distinction entre tumeurs de grades I et II, est parfois cependant particulierement difficile et

soumise a une variabilité inter-observateur non négligeable (13).

Le diagnostic de méningiome atypique (grade II) repose sur les critéres suivants :
- Présence d’au moins un des critéres majeurs suivants :

o Indice mitotique supérieur ou égal a 4 mitoses pour 10 champs au fort

grossissement (CFG) (1,6 mm?)

o Invasion cérébrale

o Sous-type chordoide ou a cellules claires
- Et/ou présence d’au moins trois des critéres mineurs suivants :

o Cellularité augmentée

o Aspect a petites cellules

o Nucléoles proéminents

o Perte de I’architecture lobulaire (architecture diffuse)

o Nécrose (en I’absence d’embolisation pré-opératoire)

Le diagnostic de méningiome anaplasique (grade III) est port¢ quand I’indice
mitotique est supérieur ou égal a 20 mitoses pour 10 CFG (1,6 mm?), et/ou en cas d’aspect
franchement anaplasique des cellules tumorales, et/ou en cas de sous-type rhabdoide ou

papillaire.
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La plupart des critéres ci-dessus sont relativement subjectifs, a 1’exception de 1’indice
mitotique : la différence entre tumeurs de grades I, II ou III repose ainsi sur le nombre de
mitoses pour 10 champs au fort grossissement, en ajustant a la surface de 1,6 mm?, la taille
d’un champ pouvant varier d’un microscope a ’autre. La détermination de 1’indice mitotique
peut cependant s’avérer étre relativement fastidieuse et également soumise a une variabilité
inter-observateur non négligeable (14). L’anticorps anti-PHH3, marquant les mitoses, pourrait

permettre d’aider a établir I’indice mitotique et ainsi de limiter cette variabilité (14).

Les marqueurs de prolifération pourraient constituer des marqueurs pronostiques
intéressants dans les méningiomes. La protéine la plus étudié¢ est Ki-67, la plupart des études
ayant montré une corrélation entre le taux de cellules marquées et le grade histologique ou le
risque de récidive (15-19), cependant sans valeur pronostique significative dans deux études
(20, 21). Un autre marqueur de prolifération est PCNA (proliferating cell nuclear antigen),
mais avec également des résultats discordants (21, 22). Certaines études ont par ailleurs
rapporté I’existence d’une corrélation entre le grade histologique et 1’expression de protéines

impliquées dans la progression du cycle cellulaire, comme la cycline D1 ou p53 (17, 23).

Les protéines MCM (mini-chromosome maintenance), au nombre de six, forment une
hélicase hexamérique jouant un role clé dans I’initiation de la synthese et de la réplication de
I’ADN (figure D) (24). L’expression de ces protéines est corrélée avec le grade histologique
dans diverses tumeurs, en particulier les astrocytomes et les oligodendrogliomes (25-27).
Saydam et al. ont montré en qRT-PCR une surexpression des différentes protéines MCM par
rapport au tissu sain contrdle (28). Hunt ef al. ont montré que 1’une de ces protéines, MCM?2,
est surexprimée dans les méningiomes bénins récidivants (20). Il n’y a pas a notre

connaissance d’autre étude sur les protéines MCM dans les méningiomes.
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FIGURE D. Réle des protéines MCMs dans le cycle cellulaire en phases G1 et S. Source :
Lee et al. (29).

V. Protéine Hur (ELAV-like 1)

La protéine HuR (Human antigen R), ou ELAV-like 1, est codée par un gene situé en
19p13.2 (30), et appartient a la famille des protéines ELAV (Embryonic Lethal Abnormal
Vision) interagissant avec les ARN. La protéine HuR se fixe aux éléments riches en AU
(ARE) dans la région 3’ non-traduite des ARN messagers, permettant ainsi leur stabilisation,
en particulier en entrainant une dissociation du complexe miRISC de I’ARNm cible (31), ou
modulant leur traduction (32). Ses cibles incluent des ARNm codant pour de multiples
protéines régulant le cycle cellulaire, des cytokines, des facteurs de croissance, des protéines
impliquées dans la survie cellulaire et dans 1’angiogénése (33, 34). HuR est principalement

localisé dans le noyau, mais cette protéine peut se relocaliser du noyau vers le cytoplasme, et
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la stabilisation des ARNm-ARE par HuR serait associée a sa localisation cytoplasmique (34,
35) (figure E). HuR, dans sa localisation nucléaire, jouerait également un role dans 1I’épissage

alternatif de certains ARNm (36, 37).
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qf local _ metastasis
angiogenesis

FIGURE E. Cibles de HuR. Source : Abdelmohsen K and Gorospe M (32).

Dans certains cancers, son niveau d’expression globale mais surtout son expression
cytoplasmique sont corrélés a un grade plus ¢€levé et constituent un facteur de mauvais
pronostic. Des données expérimentales suggerent que cette relocalisation cytoplasmique serait
un mécanisme d’adaptation des cellules tumorales au stress (32). Les mécanismes de
dérégulation de HuR restent a ce jour mal compris, quelques études expérimentales ayant

montré le role de microARNs et de modifications post-traductionnelles (32, 38-41). Dans les
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tumeurs cérébrales, 1’expression de HuR, sa valeur pronostique et ses mécanismes de

dérégulation sont a ce jour tres peu étudiés.

A. Expression de HuR et cancer

a. Approche expérimentale

Le r6le clé de HuR dans la croissance tumorale a pu étre mis en évidence par le biais
de manipulations expérimentales visant a réduire 1’expression de cette protéine dans les
cellules cancéreuses. Ainsi, dans les cellules dont 1’expression de HuR est réprimée, une
réduction de la croissance cellulaire a été¢ fréquemment observée. Filippova et al. (42) ont
montré que ’inhibition de HuR dans des xénogreffes de glioblastomes primaires issus de
patients réduit la taille des tumeurs et leur caractére infiltrant. De plus, la diminution de la
quantité¢ disponible de HuR, obtenue par interaction avec d’autres protéines telles que la
protéine phosphatase 32, entraine une inhibition de la croissance cellulaire (43). Ces résultats,
mais aussi ceux décrits dans des travaux complémentaires (35, 39, 44), ont ainsi permis
d’établir clairement le réle primordial de la surexpression de HuR dans la prolifération des

cellules cancéreuses.

Dans les conditions normales, HuR est principalement localis¢ dans le noyau. En
situation de survie et de prolifération cellulaire, HuR se relocaliserait dans le cytoplasme (32).
Ceci pourrait permettre aux cellules cancéreuses de se multiplier rapidement et de survivre au
stress, en particulier d’un traitement anticancéreux, suite a la fixation cytoplasmique de HuR a
de multiples ARNm-ARE de proto-oncogenes, régulateurs du cycle cellulaire, cytokines et
facteurs de croissance, tels que la cycline D1, Bcel-2, Mdm2, VEGF, SIRT1 et HIF-1a (32)

(tableau A). En particulier, SIRT1 est une désacétylase jouant un role important dans la
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résistance au stress et la survie cellulaire, capable d’inhiber I’apoptose dans les cellules

tumorales (45, 46). HIF-la est une autre cible de HuR particuli¢rement intéressante,

impliquée dans la réponse a I’hypoxie, et présentant dans certaines tumeurs des propriétés

pro-oncogenes (47).

Target mRNA Binding Site Influence on mANA Main Cancer Traits
Cyclin D1 3F'UTR Stability + Proliferation

Cyclin E1 3'UTR Stability + Proliferation

Cyclin A2 I'UTR Stability + Translation + Proliferation

Cyclin B1 3'UTR Stability + Proliferation

p27 5'UTR Translation | Proliferation, survival
EGF F'UTR 4 (n.d.) Proliferation, survival
elF4E 3'UTR Stability + Proliferation, survival
ProTe I'UTR Translation Proliferation, survival
Bcl-2 3'UTR Stability ¢+ Translation + Survival

Mcl-1 n.d. Stability + Survival

SIRT1 3'UTR Stability + Survival

p21 I'UTR Stability + Proliferation, survival
Mdm-2 n.d. Stability + Survival

c-Myc I'UTR Translation [ Proliferation, survival
HIF-1e 5‘UTR, 3'UTR Stability + Angiogenesis, survival
VEGF 3'UTR Stability ¢+ Translation + Angiogenesis, proliferation
COX-2 F'UTR Stability + Angiogenesis

T5P1* 3'UTR Translation ¢ Angiogenesis

TGF-# F'UTR + (nd.) Immunityfinflammation
Snail I'UTR Stability + Invasion

MMP-9 3'UTR Stability + Invasion

uPa 3'UTR Stability + Invasion

UPAR 3'UTR Stability + Invasion

BRCA1 3'UTR } (nd.) Tumor suppression
Wnt5a 3'UTR Translation [ Oncogenesis

c-fms F'UTR Stability + Oncogenesis

ARHI 3'UTR Stability + Tumor suppression

TABLEAU A. ARNm cibles de HuR et mécanismes d’action. Source : Abdelmohsen K and

b. Expression de HuR dans les tissus tumoraux

Gorospe M (32).

Dans diverses tumeurs humaines, la surexpression de HuR est corrélée au grade

histologique et/ou au pronostic. Si certaines études ont rapporté que la surexpression nucléaire
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globale de HuR constituait un facteur de mauvais pronostic (48), la plupart des autres études
ont démontré 1’importance du signal cytoplasmique. En particulier, la surexpression
cytoplasmique est corrélée a une plus faible survie dans les carcinomes ovariens, mammaires
et les mésothéliomes (49-52), et a un taux plus élevé d’extension métastatique ganglionnaire

ou a une survie plus courte dans les carcinomes pulmonaires (53, 54).

Il n’y a que trés peu d’études traitant de 1’expression de HuR dans les tumeurs
cérébrales. Dans les gliomes, des études ont montré une surexpression cytoplasmique de HuR
dans les I¢sions gliales de haut grade (55, 56), corrélée a I’expression du VEGF (55). Tres
récemment, Bolognani et al. ont analysé 1’expression de HuR dans 211 tumeurs astrocytaires,
oligodendrogliales et mixtes de grades II a IV. Les auteurs rapportent que le niveau
d’expression global est plus élevé dans les tumeurs oligodendrogliales. De plus, quel que soit
le type histologique, 1’expression cytoplasmique est plus élevée dans les 1ésions de haut grade
(57). L’éventuelle corrélation avec la survie n’a pas été étudiée, de méme que les mécanismes

de cette dérégulation de HuR.

Il y n’a a notre connaissance que deux publications traitant de 1’expression de HuR
dans les méningiomes. Dans la premiere ¢tude, Nabors et al. ont observé, par Western Blot,
une surexpression de HuR dans 6 méningiomes, en comparaison avec des échantillons de
tissu sain (56). Dans une série de 40 méningiomes, incluant 34 tumeurs de grade I et 6
méningiomes atypiques de grade II (OMS 2007), Sakuma et al. ont démontré une corrélation
entre le niveau d’expression nucléaire de HuR et I’expression de VEGF. Ils ont également
constaté une surexpression cytoplasmique dans 2 méningiomes atypiques (58). Enfin, les
auteurs ont noté 1’existence d’une surexpression de HuR en cas d’embolisation pré-opératoire,

et, in vitro, une surexpression cytoplasmique de HuR en hypoxie (58).
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B. Mécanismes de régulation de la protéine HuR

a. Localisation subcellulaire

Il a été montré que le transport de HuR a travers la membrane nucléaire implique un
domaine spécifique HNS (HuR nucleo-cytoplasmic shuttling sequence) au sein de cette
protéine, ainsi que plusieurs composants de transport nucléaire (32). Les mécanismes
moléculaires de ce transport restent cependant mal compris, méme s’il apparait que des
modifications post-traductionnelles de la région HNS sont essentielles, reposant en particulier
sur des processus de phosphorylation ou de méthylation (figure F). Des travaux préliminaires
menés par notre équipe, a partir d’'un modele de lignée de neuroblastome déficiente en
vitamine B12 (59, 60), ont montré 1I’importance de la vitamine B12 dans le transfert nucléo-
cytoplasmique de HuR, probablement en lien avec la méthylation CARM1-dépendante de

HuR sur ’arginine R217, résultats ¢également corroborés par Li et al. (40).

b. Niveau global d’expression de HuR

Le niveau global d’expression de HuR peut étre régulé au niveau transcriptionnel par
NF«B (nuclear factor -kB) et les Smads (61). La protéine HuR peut également augmenter son
expression en stabilisant son propre ARNm (62). HuR est dégradé par ubiquitination (38), ou

clivé par les caspases (63).

Des études expérimentales ont montré le role de certains microARNs (miRs) dans la

régulation de HuR. En particulier, miR 16, par des mécanismes post-transcriptionnels, pourrait
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inhiber la traduction de HuR. Xu et al. ont ainsi montré, sur une lignée de carcinome
mammaire, que l’inhibition de miR16 augmente [’expression protéique de HuR, sans
modification de son niveau d’ARNm en RT-PCR. Ces résultats sont corroborés par une
corrélation inverse entre le niveau de miR16 et I’expression de HuR dans des tumeurs
mammaires humaines (41). Par ailleurs, Abdelmohsen et al. ont rapporté une corrélation
inverse entre le niveau de miR519 et ’expression de HuR dans des échantillons de cancers
ovariens, pulmonaires et rénaux (39). Dans des lignées cellulaires, comme pour miR16,
I’inhibition de miR519 entraine une augmentation de I’expression de HuR, sans modification
du niveau d’ARNm, s’accompagnant de plus d’une inhibition de la croissance des cellules

tumorales (39, 64). A notre connaissance, miR16 et miR519 n’ont pas a ce jour été

spécifiquement étudiés dans les tumeurs cérébrales.

Cancer-related

Amino acid Post-translational modifying Impact on
position modification enzyme HuR function References
588 Phosphorylation Chk2 RNA-binding (14)
13: " s100 Phosphorylation Chkz2 RNA-binding (14)
T118 Phosphorylation Chk2, pagMAFK RNA-binding, localization {14,17)
5158 Phosphorylation PKCa RNaA-binding, localization {16)
Kis2 Ubiguitinylation n.d. Protein stability (18)
186 P8
S202 Phosphorylation Cdk1 Localization (25)
Hinge R217 Methylation CARM1 RNA-binding, localization }EB}
region S22 Phosphorylaticn PKCu, PKCS AMNA-binding, localization (15,16)
D226 Cleavage Caspases Protein integrity (249)
244 5242 Phosphorylation n.d. Localization (26)
5318 Phosphorylation PKC& BiNA-binding, localization (15)
d22
326

FIGURE F. Principaux mécanismes post-traductionnels de régulation de HuR. Source :

Abdelmohsen K and Gorospe M (32).
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Objectifs

I.  Etude clinico-pathologique :

A. Evaluer MCM6, Ki-67, PHH3, la cycline D1 et p53 comme marqueurs
pronostiques dans les méningiomes.

B. Etudier I’expression de HuR et méthyl(R217)HuR et leur valeur
pronostique dans les méningiomes.

C. Rechercher une corrélation entre HuR et les marqueurs de prolifération.

D. Quantifier les microARNs miR16 et miR519 et rechercher une corrélation
avec HuR.

II.  Etude expérimentale :

A. Etudier les effets de I’inhibition de HuR sur la prolifération et la survie
cellulaire dans une lignée de méningiomes.

B. Etudier les effets de I’inhibition de HuR en conditions d’hypoxie.

C. Etudier les effets de miR16 et miR519.
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Matériel et Méthodes

I. Etude clinico-pathologique

A. Population étudiée et données cliniques

Soixante cas de méningiomes sont sélectionnés de fagon rétrospective, incluant 30 cas
consécutifs de méningiome bénin (grade I selon la classification OMS) et 30 cas consécutifs
de méningiome atypique (grade II), de 1997 a 2007. Ces cas sont identifiés dans les archives a

I’aide du logiciel Diamic (Infologic), en utilisant les codes ADICAP spécifiques a ces 1ésions.

Les données cliniques sont collectées a partir des dossiers du Département de
Neurochirurgie du CHU de Nancy. Les données suivantes sont recueillies : age, sexe,
localisation, score de Simpson (1 : exérése macroscopiquement compléte, incluant la dure-
mere et ’os; 2 : exérése macroscopiquement compléte, coagulation de la dure-mére ; 3 :
exérése macroscopiquement compléte, dure-mére non coagulée ; 4 : exérese partielle ; 5 :
décompression simple), date de récidive, date de déces, date des dernieres nouvelles,

traitement (néo)adjuvant.

B. Analyse histologique

Les lames ayant servi au diagnostic sont revues par deux pathologistes expérimentés
(JMV, GG), en utilisant les critéres diagnostiques de la classification OMS 2007 (1). Deux cas
de méningiome initialement classés en méningiome atypique (grade II) sont reclassés en
méningiome de grade I, permettant d’arriver a un total de 32 méningiomes de grade I et 28

méningiomes de grade II.
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Un bloc représentatif de tissu fixé dans le formol et inclus en paraffine par patient est
sélectionné, correspondant aux zones de plus forte cellularité tumorale. Des coupes de 5 pm

sont réalisées et colorées par hématoxyline, éosine et safran.

L’indice mitotique est évalué de facon indépendante par deux lecteurs (CV, GG) pour
chaque cas, correspondant au nombre de mitoses pour 10 champs au fort grossissement,

rapporté a une surface de 1,6 mm?.

C. Etude immunohistochimique

a. Technique d'immunohistochimie

Des coupes de 5 um sont réalisées et étalées sur des lames en verre, puis immergées
pendant 20 minutes a 97°C dans une solution tamponnée de citrate de sodium a 10 mM pH6

contenant des détergents, permettant de déparaffiner les lames et de démasquer les antigenes.

L’immunohistochimie est réalisée sur un automate Dako Autostainer Plus (Dako

Cytomation, Glostrup, Denmark), a 1’aide du systéme d’amplification FLEX+ (Dako), avec

diaminobenzidine comme chromogéne, en suivant les recommandations du constructeur.
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b. Marqueurs de prolifération et du cycle cellulaire (Ki-67, MCM6,
cycline D1, PHH3, p53)

Anticorps utilisés

Les anticorps primaires utilisés sont les suivants : Ki-67 (1/200; anticorps monoclonal
de souris, MIB-1, Dako Cytomation), MCM®6 (1/400; anticorps polyclonal de chévre, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), phospho-histone H3 (1/2000; anticorps
polyclonal de lapin, MBL, Nagoya, Japan), cycline D1 (1/25; anticorps monoclonal de souris,
SP4, Neomarkers, Fremont, CA, USA) et p53 (1/60; anticorps monoclonal de souris, DO7,

Novocastra, Newcastle, UK).

Quantification

Pour ces cinq marqueurs, on définit le taux de cellules marquées comme étant le
pourcentage de cellules présentant un marquage nucléaire, en comptant 1000 cellules, dans
les zones présentant le plus de noyaux marqués. L’analyse est effectuée de facon
indépendante par deux observateurs, sans connaissance du grade histologique ni des données

cliniques.

c¢. Niveaux d’expression de HuR et méthylHuR

Anticorps utilisés

Les anticorps primaires utilisés sont les suivants : HuR (1/500 ; anticorps monoclonal
de souris, 19F12, Clonegene, Hartford, CT, USA), méthyl(R217)-HuR (1/2000 ; anticorps

polyclonal de lapin, dont le design et la validation ont été réalisé dans notre unité).
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Extraction protéique et Western Blot

Des extraits nucléaires et cytoplasmiques sont préparés a partir de fragments tumoraux

congelés pour 4 tumeurs (protocole en annexe 1).

Une analyse en Western Blot est réalisée dans ces 4 cas, selon le protocole détaillé en

annexe 1.

Méthode de quantification en immunohistochimie

Le protocole d’immunohistochimie, reposant sur la technique d’amplification FLEX
Envision (Dako Cytomation) sur automate Dako Autostainer Plus (Dako Cytomation), est

détaillé en annexe 1.

Pour chaque tumeur, un score nucléaire et un score cytoplasmique sont obtenus par
analyse d’image en utilisant les logiciels Adobe Photoshop CS2 9.0 (Adobe Systems
Incorporated, USA) et Image J 1.42u (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
Apres prise d’un cliché dans la zone de marquage d’intensité maximale, on sélectionne les
noyaux ou les cytoplasmes a 1’aide d’un outil de sélection automatique de couleurs avec
Adobe Photoshop, permettant d’obtenir deux fichiers distincts (noyaux et cytoplasmes),
ensuite convertis en niveaux de gris. La densité intégrée est mesurée avec Image J. Le score
correspond a la densité intégrée divisée par le nombre de pixels sélectionnés. Le protocole est

détaillé en annexe 1.
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Une ¢évaluation semi-quantitative a également ¢été  effectuée, aboutissant a
I’établissement d’un score nucléaire et d’un score cytoplasmique selon la formule suivante :
score [nucléaire ou cytoplasmique] = 1 x (pourcentage de cellules avec marquage faible) + 2 x
(pourcentage de cellules avec marquage modéré) + 3 x (pourcentage de cellules avec
marquage intense). Cette évaluation est effectuée sur 1’ensemble de Ila lame

d’immunohistochimie, par un seul lecteur (GG).

D. Analyse de méthylHuR en microscopie confocale par technique Duolink

Afin de confirmer la spécificitét de [Danticorps méthyl[HuR utilis¢ en
immunohistochimie et la localisation strictement cytoplasmique de méthylHuR, 4 tumeurs de
niveau d’expression variable de méthylHuR sont sélectionnées. La technique de Duolink
(Olink Bioscience, Uppsala, Sweden) permet d’obtenir un signal lorsque deux antigénes
d’intérét sont trés proches (proximit¢ de moins de 40 nm). On utilise ainsi un premier
anticorps primaire anti-HuR (1/1000 ; anticorps polyclonal de lapin, Millipore, Billerica, MA,
USA), et un deuxieéme anticorps primaire anti-mono- et di- méthylarginine (anticorps
monoclonal de souris, 7E6, Abcam, Cambridge, UK). Des anticorps secondaires spécifiques
d’espece sont couplés a de courts fragments d’ADN. Lorsqu’ils sont proches, ces derniers
peuvent étre liés par une ligase, puis amplifiés par une polymérase, permettant d’obtenir un
ADN circulaire fluorescent (illustration en annexe 1). Les étapes techniques sont détaillées en

annexe 1. Les lames sont lues avec un microscope confocal.

En cas de détection du site antigénique de HuR et d’une arginine méthylée trés proche,
on obtient un marquage sous forme d’un signal punctiforme. Il n’est pas connu dans la
prot¢ine HuR d’autre arginine que 1’arginine 217 pouvant étre méthylée et ayant des
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conséquences fonctionnelles, le signal obtenu correspondant ainsi trés probablement a

méthyl(R217)-HuR.

La localisation du signal est appréciée a 1’aide des images des différents plans
d’acquisition et des reconstructions en trois dimensions. On compte pour chaque cas le

nombre de points obtenus sur un champ avec I’objectif x20.

E. Quantification des microARNs miR16 et miR519 par qRT-PCR

a. Extraction d’ARN

Aprées une étape préalable de validation de la technique de qRT-PCR sur une quinzaine
d’échantillons congelés, on effectue une extraction de I’ARN a partir de tissu fixé dans le
formol et inclus en paraffine. Une quantité suffisante de tissu est présente dans 55 des 60 cas.
On utilise comme tissu sain de référence du tissu leptoméningé prélevé a la surface de

I’encéphale au décours de 10 autopsies puis fixé dans le formol et inclus en paraffine.

Des copeaux sont récupérés au scalpel a la surface des blocs, recueillis dans un tube
Eppendorf puis soumis a digestion enzymatique. L’ARN est extrait par technique de
séparation de phase de type phénol-chloroforme, en utilisant le réactif TRIzol (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), conformément aux instructions du fournisseur. Le
dosage de I’ARN repose sur ’utilisation du fluorometre Qubit (Invitrogen), a 1’aide du kit

Quant-iT RNA BR Assay 2-1000 ng.
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b. Technique de qRT-PCR et quantification

La quantification est effectuée par qRT-PCR, a I’aide des réactifs TagMan MicroRNA

Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

On utilise comme référence miR191 (Assay Name hsa-miR-519a, miRBase ID hsa-
miR-519a-3p), les premiers essais réalisés sur 15 échantillons de méningiome ayant montré
un niveau d’expression inter-échantillon plus stable pour miR191 que pour RNU6B
(Normfinder). Les microARNs d’intérét sont miR16 (Assay Name hsa-miR-16, miRBase 1D
hsa-miR-16-5p, Applied Biosystems) et miR519 (Assay Name hsa-miR-519a, miRBase ID
hsa-miR-519a-3p, Applied Biosystems). Pour miR16 et miR191, le calibrateur est un mélange
d’ARN de plusieurs méningiomes de grade I et II, et pour miR519 un mélange de deux tissus
sains. L’efficacité (E) est déterminée pour chaque microARN avec le calibrateur a partir
d’une gamme de 4 dilutions en triplicat réalisée deux fois. L’efficacité¢ sur tissu fixé en
paraffine est globalement similaire a celle sur tissu congelé (paraffine : miR16 : E=0,98 ;

miR519 : E=0,90 : miR191 : E=0,94).

Pour miR191 et miR16, une quantité de 10 pug d’ARN est utilisée, et pour miR519 une

quantité¢ de 20 pg. Apres une étape de rétrotranscription spécifique a chaque microARN,

I’amplification est effectuée dans un thermocycleur selon les instructions du fournisseur.

La quantité relative de microARNs est déterminée par la formule suivante :

Ratio = E™¢*
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E =1 + efficacité
AACt = ACt échantillon — ACt calibrateur
ACt échantillon = (Ct microARN d'intérét — Ct microARN de référence)

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

II. Etude expérimentale

A. Lignée cellulaire

La lignée cellulaire utilisée est une lignée humaine dérivée d’un méningiome
anaplasique appelée lomm-Lee (don de Dr Gillespie et Dr Jensen, University of Utah, USA),
obtenue chez un homme de 61 ans présentant un méningiome anaplasique avec extension

osseuse (65).

B. Conditions de culture

a. Culture standard en normoxie

Les cellules sont incubées a 37°C sous 5% de CO2, en utilisant le milieu de culture de
suivant : 78% de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) 41965, 10% de sérum de veau
feetal (SVF) décomplémenté, 1% d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine) et 1% de

pyruvate (réactifs Life Technologies, Carlsbad, California, USA).

En phase de croissance, le temps de doublement est d’environ 12h, la confluence étant
obtenue en 48 a 72h.
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b. Culture en hypoxie

Pour les cellules soumises a une hypoxie, aprés une incubation de 48h en conditions
standards, les cellules sont incubées 24h sous 1,5% d’O2 et 5% de CO2 a 37°C, une injection
d’azote permettant de diminuer le taux d’O2 (Ecole de Chirurgie, Facult¢ de Médecine de

Nancy).

C. Inhibition de HuR par siRNA

HuR est inhibé a 1’aide des ARN interférant Silencer Select siRNA ELAVLI s4608 et
s4610 (Ambion, Life Technologies), formés chacun de 21 paires de base. Dans la suite des
expérimentations, le siRNA s4608 est utilis¢ pour les techniques d’immunofluorescence et de
Western Blot, et le siRNA s4610 pour la prolifération cellulaire, apres validation préalable de
I’inhibition de HuR par Western Blot. L inhibition est réalisée en présence de lipofectamine
RNAIMAX (Life Technologies). On utilise comme controle négatif Silencer Select Negative

Control siRNA#1 (Ambion, Life Technologies). Le protocole est détaillé¢ en annexe 1.

D. Croissance cellulaire

La transfection est effectuée dans des boites de 24 puits en déposant 25.000 cellules
par puits, avec 1 mL de milieu. On effectue un compte du nombre de cellules viables 2 jours,

3 jours, 4 jours et 7 jours apres la transfection (siHuR et siControl). Le compte cellulaire est
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effectué a partir de 3 prises d’essai par puits de transfection, avec 3 transfections

indépendantes par condition, selon le protocole détaillé en annexe 1.

E. Analyse de HuR, Ki-67 et caspase 3 clivée en immunofluorescence

Soixante-douze heures apres la transfection, les cellules sont lavées 3 x 5 min dans le
PBS, fixées 12 min dans une solution a 4% de paraformaldéhyde, puis lavées 2 x 5 min

(PBS).

On utilise les anticorps primaires suivants :

- HuR (1/2000 ; anticorps polyclonal de lapin, Millipore)

- Caspase 3 clivée (1/500 ; anticorps polyclonal de lapin, Cell signaling Technology,
Danvers, MA, USA)

- Ki-67 (1/200; anticorps monoclonal de souris, MIB-1, Dako Cytomation)

Les étapes de la détection des protéines par technique d’immunofluorescence indirecte

sont détaillées en annexe 1.

Chaque condition (siHuR, siControl ; normoxie, hypoxie) est répétée 9 fois (3

transfections pour 3 passages différents, soit en tout 9 transfections indépendantes).

Pour chaque lame, on effectue trois prises de vue avec I’objectif x20 a 1’aide d’une

caméra en niveaux de gris, avec les filtres FITC et DAPI. Les images sont ensuite colorées et

fusionnés avec Image J 1.42u (Wayne Rasband, National Institutes of Health).
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L’expression de HuR est analysée de fagcon qualitative, en appréciant la localisation
nucléaire et/ou cytoplasmique. Les expressions de Ki-67 et de la caspase 3 clivée sont
analysées de fagon quantitative, correspondant au pourcentage de cellules marquées, en

comptant 300 cellules a partir des images fusionnées.

F. Extraction protéique et Western Blot

Apres 3 lavages rapides des cellules avec du PBS froid, on effectue une extraction des

protéines totales en tampon RIPA selon le protocole détaillé¢ en annexe 1.

On réalise une technique de Western Blot reposant sur une électrophorése sur gel de

polyacrylamide en condition dénaturante. Le dépdt de protéines est de 15 pg par puits pour

HuR et SIRT1, et 30 pg pour HIF-1a, en dilution dans du tampon Laemmli 2x (Sigma).

On utilise les anticorps primaires suivants, dilués dans du lait :

HuR (1/1000 ; anticorps polyclonal de lapin, Millipore ; 36 Kda)

- SIRTI1 (1/500 ; anticorps polyclonal de lapin, Cell Signaling Technologies ; 120
Kda)

- HIF-1a (1/250 ; anticorps polyclonal de lapin, Cell Signaling Technologies ; 80-

120 Kda)

- GAPDH (1/2000 ; anticorps polyclonal de poulet, Millipore ; 38 Kda)

Les anticorps secondaires sont les suivants :
- Anticorps anti-lapin HRP (1/2000 ; singe, sc-3213, Santa-Cruz)
- Anticorps anti-poulet HRP (1/2000 ; singe, 703-035-155, Jackson).
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Le protocole de Western Blot ainsi que la composition des tampons de migration, de
transfert et de lavage PBS sont détaillés en annexe 1. La révélation est effectuée dans

I’appareil FUSION Fx7 (Fisher Biotec, Wembley, Australia).

Les images obtenues sont enregistrées en format JPEG. La mesure de la densité
absolue est effectuée avec le logiciel Image J 1.42u (Wayne Rasband, National Institutes of
Health). Pour chaque marqueur (HuR, HIF-1a, SIRT1, GAPDH), la valeur de densité relative
est obtenue en divisant la valeur de densité absolue de la bande d’intérét par la valeur de
densité absolue de la bande de I’échantillon de référence du méme gel. La valeur finale de
densité normalisée est calculée en divisant la densité relative du marqueur par la densité

relative de la GAPDH obtenue a partir du méme échantillon et du méme gel.

G. Effets de miR16 et miR519 sur l'expression de HuR et la

prolifération : étude préliminaire

Les effets de miR16 et miR519 sur I’expression de HuR et I’indice prolifératif (Ki-67)
sont évalués en réalisant trois transfections indépendantes. Les conditions d’expérimentation
sont identiques a cellules utilisées pour SiHuR (10 pL a 1 umol/L par puits, boite de 24 puits),
en utilisant comme ARN interférants les produits suivants :

- mirVana miRNA Mimic Negative Control (Ambion, Life Technologies)

- mirVana miRNA Mimic hsa-miR-16-5p (Ambion, Life Technologies)

- mirVana miRNA Mimic hsa-miR-519a-3p (Ambion, Life Technologies)
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Les expressions de HuR et de Ki-67 sont évaluées par immunofluorescence (cf

technique ci-dessus).

III. Analyse statistique
A. Etude clinico-pathologique

a. Grade histologique, prolifération et marqueurs du cycle cellulaire

L’analyse statistique est effectuée avec le logiciel SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) (analyses réalisées par Marc Soudant, service d’épidémiologie et d’évaluation
cliniques, CHU Nancy). Le coefficient de corrélation de Spearman est utilisé pour évaluer la
corrélation entre les marqueurs immunohistochimiques. La concordance entre les
observateurs est mesurée avec le coefficient de Kappa pour les variables qualitatives et le
coefficient de corrélation intraclasse pour les variables quantitatives. La corrélation entre les
marqueurs et le grade est évaluée avec le modele ANOVA. L’analyse de la survie sans
récidive est réalisée par I’estimation de Kaplan-Meier (Log-rank test) et le modele de Cox. La
méthode cubic spline permet de rechercher d’éventuels effets non linéaires ou temps-
dépendants. Une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 est considérée comme étant

significative.

b. Expression de HuR et méthylHuR

L’analyse statistique est effectuée avec le logiciel Statview 5.0 (SAS Institute Inc.). Le

coefficient de corrélation de Spearman est utilis€é pour évaluer la corrélation entre les
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marqueurs immunohistochimiques. Le test de corrélation de Kendall est effectué pour
rechercher une corrélation entre I’immunohistochimie et le marquage en Duolink. La
corrélation entre les marqueurs et le grade est évaluée avec le test de Mann-Whitney.
L’analyse de la survie sans récidive est réalisée par I’estimation de Kaplan-Meier (Log-rank
test) et le modéle de Cox. Une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 est considérée comme

étant significative.

B. Etude expérimentale

L’analyse statistique est effectuée avec le logiciel Statview 5.0 (SAS Institute Inc.). La
comparaison de 1I’expression des marqueurs entre les différentes conditions est effectuée avec
le test de Mann-Whitney. Une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 est considérée comme

étant significative.
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Résultats

I. Etude clinico-pathologique

A. Caractéristiques de la population étudiée et données cliniques

L’age moyen des patients est de 60 ans, avec des extrémes allant de 33 ans a 85
ans. Le sexe ratio global homme/femme est de 0,45 dans les méningiomes de grade I,

et de 1,2 dans les méningiomes de grade II (sexe ratio global : 0,7).

La qualité de I’exérése chirurgicale est évaluée par le neurochirurgien a 1’aide
du score de Simpson : score 1 dans 52% des cas ; score 2, 18% ; score 3, 20% ; score

4, 10%. Il n’y a pas de corrélation entre le score de Simpson et la survie dans récidive

(p=0,33).

Les tumeurs sont supra-tentorielles dans 55 cas, sous-tentorielles dans 3 cas et

spinales dans 2 cas.
Le suivi clinique est disponible dans 54 cas, avec une période médiane de suivi
de 27 mois (min. 2 mois ; max. 93 mois). Le taux global de récidive est de 44%

(24/54). Un déces en lien avec la pathologie est survenu dans 9% des cas (5/54).

Le tableau 1 résume les principales données clinico-pathologiques.
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Données clinico-

pathologiques Global Grade 1 Grade 11
Nombre de cas 60 32 28
Age (min-max) 60 (33-85) 58 (40-76) 63 (33-85)
Sexe F: 58% F: 69% F: 46%
M: 42% M: 31% M: 54%
1: 52% 1: 47% 1: 57%
Score de Simpson 2:18% 2:25% 2:11%
3:20% 3:22% 3: 18%
4:10% 4: 6% 4:14%
Invasion cérébrale 5% 0% 11%
?fgfnnr;‘;}oltg‘;jz)oyen 3.6(2.64.5 08(05-1.1)  6.7(5.5-7.9)
Cellularité augmentée 32% 9% 57%
CAesill)sgsé petites 20, 0% 49
Nucléole proéminant 37% 16% 61%
Architecture diffuse 37% 13% 64%
Nécrose 32% 3% 64%
Taux de récidive 44 (24/54) 26% (8/30) 67% (16/24)
ﬂiﬁﬁiﬂc’(ﬁﬁld&x} 21mo (1-91) 23 mo (11-41) 21 mo (1-91)
Déces 9% (5/54) 3% (1/30) 17% (4/24)

F : féminin; M : masculin ; mo : mois ; IC : intervalle de confiance

TABLEAU 1. Grade histologique et principales données clinico-pathologiques.

B. Sous-types histologiques et établissement du grade

Parmi les 32 tumeurs de grade I, les sous-types sont les suivants :

méningothélial 56% (18/32) (figure 1), mixte 34% (11/32), fibroblastique 6% (2/32),

psammomateux 3% (1/32).
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Dans les méningiomes atypiques (grade II), I’indice mitotique n’est inférieur au seuil
de 4 mitoses pour 10 CFG (1,6 mm?) que dans 1 cas sur 28, correspondant & un méningiome a
cellules claires (par définition, grade II selon I’OMS). L’invasion cérébrale n’est présente que
dans 11% (3/28) des cas, s’associant dans tous les cas a un indice mitotique supérieur au seuil
de 4/10 CFG. Au moins 3 des 5 criteéres diagnostiques mineurs de méningiome atypique selon
I’OMS sont présents dans 50% (14/28) des cas, avec également dans ces cas un indice

mitotique supérieur au seuil.

Le taux de récidive est plus élevé dans les méningiomes de grade II que de grade I
(67% vs 27%), le grade selon I’OMS étant corrélé avec la survie sans récidive (Log-rank :

p=0,007) (figure 2A).

Le coefficient de corrélation inter-observateur pour 1’établissement du grade est
excellent (kappa: 0,93 ; 1C95%: 0,84-1), de méme que pour I’indice mitotique (0.90;
IC95%I: 0.83-0.94) (tableau 2). Il y a cependant deux cas de discordances sur le grade, liées a

des différences d’évaluation de 1’indice mitotique (3/1,6 mm? vs 4/1,6 mm?).

Coefficient de

correlation 1C95%
Grade selon ’OMS 2007 0.93 0.84-1.00
Indice mitotique 0.90 0.83-0.94
Ki-67 0.93 0.89-0.96
MCM6 0.97 0.95-0.98
PHH3 0.81 0.71-0.88
Cycline D1 0.87 0.80-0.92
P53 0.84 0.73-0.90

OMS : Organisation Mondiale de la Santé; IC : intervalle de confiance.

TABLEAU 2. Concordance inter-observateur.
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FIGURE 1 Expression de Ki-67 et MCM6. (A) Méningiome méningothélial de grade I (HES,
x200). (B) Méningiome atypique (grade Il), avec nécrose tumorale (x400). (C) Rares cellules
marquées avec l’anticorps MIBI (Ki-67) dans un méningiome de grade I (x400). (D)
Expression modérée de Ki-67 dans un méningiome atypique (x400). (E) Expression faible de
MCM6 (x400) dans un méningiome de grade 1. (F) Surexpression de MCMG6 dans un
méningiome atypique (x400).
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C. Indice mitotique et marqueurs de prolifération et du cycle

cellulaire

a. Indice mitotique

L’indice mitotique est corrélé de fagon inverse avec la survie sans récidive
(modgele de Cox : p=0.02 ; logrank : p=0,016), I’indice mitotique étant en moyenne de
6,7/1,6 mm? dans les méningiomes de grade II et 0,8/1,6 mm? dans les méningiomes

de grade I (figure 2B).

b. Ki-67

L’indice de prolifération évalué avec 1’anticorps Ki-67 est significativement
plus élevé dans les méningiomes atypiques (16.3%; IC 95% : 12.8-19.8) que dans les

méningiomes de grade I (3.2%; IC 95% : 1.7-4.7) (p<0.001) (figure 2C, figure 2D).

Le modéle de Cox met en évidence une corrélation inverse entre le taux de
cellules marquées pour Ki-67 et la survie sans récidive (p=0.003). Avec ce modele, un
indice prolifératif de 20% entraine un risque relatif de récidive de 3,3 en comparaison
avec un indice de 5% (figure 3A). Dans le groupe des méningiomes de grade [, il n’y a
pas de corrélation entre le taux de cellules marquées pour Ki-67 et la survie sans
récidive (Logrank : p=0,2 ; Cox : p=0,09). Dans le groupe des méningiomes atypiques,
il existe une corrélation significative entre le taux de cellules marquées et le risque de

récidive (Cox : p=0,03).
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La concordance inter-observateur est excellente (corrélation intraclasse : 0.93; 95%

CI: 0.89-0.96).
Marqueur Global Grade I Grade 11 P
Ki-67 9.3% (6.9-11.8) 3.2% (1.7-4.7) 16.3% (12.8-19.8)  <0.001*
MCM6 42.6% (34.9-50.3)  21.8% (15.4-28.2)  66.4% (58.0-74.8) <0.001*
PHH3 1.6%o0 (1.2-2.0) 0.7%o0 (0.5-0.9) 2.7%0 (2.2-3.2) <0.001*
Cycline D1~ 59.6% (52.6-66.6)  50.4% (39.9-60.1)  70.0% (62.1-77.9)  0.004*
P53 24.3% (18.4-30.3) 17.3% (10.0-24.6)  32.4% (23.3-41.5)  0.010*

IC : intervalle de confiance; *, statistiquement significatif (p<0.05), F-test (ANOVA).

TABLEAU 3. Résultats de |'immunohistochimie en fonction du grade histologique (comptage
pour 1000 cellules, IC 95%).

c¢. MCM6

Le taux moyen de cellules marquées pour MCM6 est significativement plus
¢levé dans les méningiomes de grade II (66.4%; IC 95% : 58.0-74.8) que de grade |

(21.8%; 95% CI: 15.4-28.2) (p<0.001).

L’analyse de survie met en évidence une corrélation inverse entre MCMG6 et la
survie sans récidive, avec le modele de Cox (p<0.001) comme avec le test de Log-rank
(valeur seuil de 50%; p<0.001) (figure 2D). Un taux de 70% de noyaux marqués
entraine un risque relatif de récidive de 5,1 par rapport a un taux de 25%. Une
augmentation de 1% du taux de cellules marquées expose a une augmentation de 3%
du risque de récidive (IC 95% : 1-4) (figure 3B). Le taux de récidive est de 80% pour

un taux de cellules marquées pour MCM6 de plus de 70% et de 31% pour un taux
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inférieur a 70%. Dans le groupe des méningiomes de grade I, il n’y a pas de
corrélation entre le taux de cellules marquées pour MCM6 et la survie sans récidive
(Logrank : p=0,30; Cox : p=0,24). Dans le groupe des méningiomes atypiques, on
retrouve par contre une corrélation significative entre le taux de cellules marquées et le

risque de récidive (Cox : p=0,025 ; Logrank : p=0,022).

Le taux de corrélation intraclasse entre les deux lecteurs est de 0.97 (95% CI:
0.95-0.98), correspondant a une excellente concordance inter-observateur, plus ¢levée

que Ki-67.

d. Phospho-histone H3

I est retrouvé une différence significative du taux de cellules marquée pour
PHH3 entre les tumeurs de grade I (0.7%o; IC 95% : 0.5-0.9) et de grade II (2.7%o; IC

95% : 2.2-3.2) (p<0.001).

Avec le modele de Cox, I'expression de PHH3 est corrélée de facon

significative avec la survie sans récidive (p=0.037). Avec une valeur seuil de 2%o, le

test du Log-Rank permet d’obtenir une plus forte corrélation (p=0.001) (figure 2E).

Le coefficient de corrélation intraclasse est de 0,81 (IC 95% : 0.71-0.88).
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FIGURE 2. Corrélation avec la survie sans récidive du grade (A), de ['indice mitotique (B),
Ki-67 (C), MCM6 (D) et PHH3 (E).
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FIGURE 3. Modéle de Cox. Effet de la variation du taux de cellules marquées pour Ki-67 et
MCMG6, estimé avec la méthode cubic spline (modele de Cox),; absence d’effet temps
dépendant (Ki-67: p=0.277, MCM6: p=0.745) ou non linéaire significatif (Ki-67: p=0.241,
MCMG6: p=0.554). (4) Corrélation entre le risque de récidive et [’expression de Ki-67 ; par
exemple, un taux marquage de 20% pour Ki-67 (fleche) correspond a un risque relatif de
récidive de 3,3, en comparaison avec un taux de 5% (téte de fleche). (B) Corrélation entre le
risque de récidive ’expression de MCMG6 ; par exemple, un taux de 70% (fleche) correspond
a un risque relatif de 5,1 en comparaison avec un taux de 25% (téte de fleche) (zone grisée :

IC 95%).
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e. Cycline D1

L’expression de la cycline D1 est corrélée de facon significative avec le grade
histologique (grade I: 50.4%, IC 95% : 39.9-60.9; grade II : 70.0%, IC 95% : 62.1-
77.9; p=0.004), sans corrélation significative avec la survie sans récidive (modele de

Cox : p=0,40 ; Log-rank, seuil a 60% : p=0,236).

Le coefficient de corrélation intraclasse est de 0.87 (IC 95% : 0.80-0.92).

f P53

L’expression de p53 est significativement plus élevée dans les méningiomes de
grade II (32.4%; IC 95% : 23.3-41.5) que de grade I (17.3%; IC 95% : 10.8-28.4)
(p=0.010), sans corrélation significative avec la survie sans récidive (modele de Cox :

p=0,763 ; Log-rank, seuil a 25% : p=0,255).

Le coefficient de corrélation intraclasse est de 0.84 (IC 95% : 0.73-0.90).

g- Corrélation entre les marqueurs

Le test de corrélation de Spearman permet de retrouver une corrélation
significative entre les différents marqueurs (PHH3 et p53: p<0.004; autres marqueurs:
p<0.001). Les corrélations les plus fortes sont Ki-67 et MCM6 (0.76), suivis par Ki-67

et PHH3 (0.75), MCM6 et PHH3 (0.75) (tableau 4).
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Protéine Ki67 MCM6 PHH3 Cycline D1 P53

Ki67 1.00 0.76 0.75 0.48 0.46
MCM6 0.76 1.00 0.75 0.60 0.54
PHH3 0.75 0.75 1.00 0.44 0.36
Cyclin D1 0.48 0.60 0.44 1.00 0.68
P53 0.46 0.54 0.36 0.68 1.00

TABLEAU 4. Corrélation entre les marqueurs de prolifération et du cycle cellulaire

(coefficient de Spearman).

D. Expression de HuR et de méthylHuR

a. Valeur pronostique de Il'expression de HuR dans les

méningiomes

Il existe une surexpression cytoplasmique significative de HuR dans les
méningiomes atypiques (grade II) (moy. : 785 ; IC 95% : 650-920) par rapports aux
méningiomes de grade I (moy. : 488 ; IC 95% : 352-625) (p=0,0007). Le score
cytoplasmique de HuR est corrélé négativement avec la survie sans récidive, avec le
modele de Cox (p=0,044) comme avec le test du Log-rank (seuil : moyenne ;

p=0,028).
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FIGURE 4. Surexpression cytoplasmique significative de HuR dans les méningiomes
atypiques (grade 11) par rapport aux meéningiomes de grade I (p=0,0007).
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FIGURE 5. Corrélation inverse entre [’expression cytoplasmique de HuR et la survie

sans récidive (A : < moyenne ; B : > moyenne) (p=0,028).

Pour le score nucléaire, il n’y a pas de différence significative entre les méningiomes
de grade I et de grade II (grade I : moy. 2473 ; IC 95% : 2182-2764 vs grade 11 : moy. 2512 ;
IC 95% : 2199-22825) (p=0,936), ni de corrélation avec la survie sans récidive (modele de

Cox : p=0,959 ; Log-rank, moyenne : p=0,316).
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FIGURE 6. Absence de différence d’expression significative entre méningiomes de grade I et

11 pour le score nucléaire (p=0,93).
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FIGURE 7. Absence de corrélation significative entre [’expression nucléaire de HuR et la

survie sans récidive (A : < moyenne ; B : > moyenne) (p=0,316).
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Avec ’évaluation semi-quantitative, on retrouve une corrélation significative
entre le score cytoplasmique et le grade histologique (p=0,0009) ainsi qu’avec le
risque de récidive (Log-rank : p=0,012). Le score semi-quantitatif est également

corrélé avec le grade (p=0,032), mais pas avec la survie (p=0,92).

b. Western blot

La technique de Western Blot permet de ne retrouver qu’une seule bande, au
poids moléculaire attendu de 36 Kda (figure 9). Dans les deux méningiomes de grade I
non récidivants testés, 1’expression de HuR est principalement nucléaire. Le
méningiome de grade II présente une forte expression cytoplasmique, comparable a
I’expression nucléaire. Dans le méningiome de grade I récidivant (cas reclassé en
méningiome de grade I a la relecture histologique), il existe une expression

cytoplasmique modérée, restant plus faible que 1’expression nucléaire.

Gradel Gradel Gradell | Gradel récidivant
IN 1C 2N 2C 3N 3C 4N 4C

p——— 3 -36kDa

HuR

FIGURE 9. Expression de HuR en Western Blot sur extraction fractionnée a partir de tissu

congelé.
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c. Expression de méthyl(R217)HuR et corrélation avec HuR

Une expression cytoplasmique de méthylHuR (méthyl(R217)HuR) est présente
dans 92% (55/60) des cas, avec €galement un marquage nucléaire dans 23% (14/60)
des cas (figure 10). Dans les cas positifs, I’expression nucléaire reste trés faible. Il n’y

a pas d’expression de méthylHuR dans 8% (5/60) des cas.

: o PRSI | ) iy
N R R Tl } PR )
FIGURE 10. Expression de MethylHuR. En haut, expression cytoplasmique faible a modérée
de méthylHuR (méningiome de grade 1) ; en bas, expression cytoplasmique forte et diffuse, et
faible expression nucléaire de méthylHuR par quelques cellules tumorales (grade II)

(immunohistochimie, objectif x20).
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L’expression cytoplasmique de méthylHuR est corrélée significativement avec
I’expression cytoplasmique de HuR (rho : 0,372 ; p=0,004). 1l existe une corrélation
significative entre 1’expression nucléaire de méthylHuR et I’expression nucléaire de

HuR (rho : 0,432 ; p=0,0009) (figure 11).
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FIGURE 11. Corrélation significative entre les expressions cytoplasmiques de HuR et
méthylHuR (rho : 0,372 ; p=0,004).

Il n’y a pas de corrélation significative entre I’expression cytoplasmique de
méthylHuR et le grade histologique (p=0,93). Il n’y a pas non plus de corrélation entre
la survie sans récidive et I’expression nucléaire (p=0,43) ou cytoplasmique (p=0,35)

de méthylHuR.

Il n’y a pas de corrélation entre 1’expression de méthylHuR et I’indice

mitotique ou les marqueurs de prolifération et du cycle cellulaire.
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d. Localisation subcellulaire de méthyl-arginine et HuR par

technique Duolink

Dans les 4 cas testés, on obtient en microscopie confocale un signal strictement
cytoplasmique avec les anticorps anti-méthylarginine/anti-HuR, sans marquage intra-

nucléaire (figure 12).

FIGURE 12. Duolink, méningiome de grade I présentant en immunohistochimie une forte

expression de méthyl(R217)HuR : la microscopie confocale montre un signal punctiforme
strictement intracytoplasmique en Duolink avec les anticorps anti-méthylarginine/anti-HuR

(x600, reconstruction tridimensionelle) (objectif x60).
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FIGURE 13. Duolink, anti-HuR et anti-methylarginine en microscopie confocale (objectif
x20). En haut, nombreux signaux punctiformes intracytoplasmiques dans des méningiomes de
grade I (A) et Il (B) présentant en immunohistichimie une forte expression de méthyl-HuR
(inserts). En bas, marquage plus faible dans des méningiomes de grade I (C et D), d’intensité
et de distribution comparables avec |'immunohistochimie (inserts). Valeurs obtenues par
comptage : (A) 826 points/champ ; (B) 257 points/champ ; (C) 139 points/champ ; (D) 30
points/champ.

Le nombre de points par champ est en moyenne de 313. Ces valeurs obtenues

par technique Duolink sont corrélées de fagon significative avec le score
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cytoplasmique obtenu en immunohistochimie pour méthylHuR (tau=1; p=0,04)

(figure 13).

E. Quantification des microARNs miR16 et miR519

a. MiR16

Il existe une nette diminution de miR16 dans les méningiomes par rapport aux
échantillons de tissu sain (p=0,004) (figure 14). On note ’existence d’une diminution
non significative de miR16 dans les méningiomes de grade I par rapport aux

méningiomes de grade 11 (p=0,07).

Il n’est pas mis en évidence de corrélation entre miR16 et I’expression de HuR
(nucléaire : p=0,78 ; cytoplasmique : p=0,16), I’indice mitotique (p=0,16), Ki-67
(p=0,17), MCM6 (p=0,09), p53 (p=0,450) ou la cycline D1 (p=0,67). On note
I’existence d’une corrélation positive avec le taux de cellules marquées pour PHH3

(tho=0,278 ; p=0,038).

I n’y a pas de corrélation avec la survie sans récidive (Cox : p=0,26).
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FIGURE 14. Diminution significative de miR16 dans les méningiomes par rapport aux
échantillons de méninge saine (p=0,004). Absence de différence significative entre tumeurs

de grade I et de grade Il (p=0,07).

b. MiR519

MiR519 est diminué de fagon trés significative dans les méningiomes par
rapport aux échantillons de tissu sain (p<0,000001), sans différence significative entre

méningiomes de grades I et II (p=0,68) (figure 15).

Il n’y a pas de corrélation significative entre miR519 et I’expression de HuR

(nucléaire : p=0,12; cytoplasmique : p=0,46), I’indice mitotique (p=0,93), Ki-67

(p=0,93), MCM6 (p=0,90), PHH3 (p=0,93), p53 (p=0,10) ou la cycline D1 (p=0,36).
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I n’y a pas de corrélation avec la survie sans récidive (Cox : p=0,97).

P<0,000001 p=0,68

M‘oy. des cellulespour Mi8519

0 -
Sain Tumeur TumGl TumGll

FIGURE 15. Diminution significative de miR519 dans les méningiomes par rapport aux
échantillons de méninge saine (p<0,000001). Absence de différence significative entre
tumeurs de grade I et de grade 11 (p=0,68).

II. Etude expérimentale

A. Expression de HuR

En normoxie, I’expression de HuR est principalement nucléaire, avec une expression
cytoplasmique plus faible. L’immunofluorescence montre une surexpression cytoplasmique

de HuR en condition d’hypoxie (figure 16).
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L’inhibition de HuR par siHuR est efficace, le Western Blot (figure 17) et
I’immunofluorescence montrant une nette diminution de son expression, avec persistance

d’un faible signal cytoplasmique (figure 16).

Normoxie

SiControl

SiControl SiHuR

FIGURE 16. Effets de I’hypoxie et de SiHuR. Surexpression cytoplasmique de HuR en
hypoxie (en bas a gauche), par rapport au contréle en normoxie (en haut a gauche). Nette

diminution de [’expression de HuR par ['utilisation de SiHuR (a droite) (immunofluorescence,

objectif x20).
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FIGURE 17. Western Blot : nette diminution de [’expression de HuR par ['utilisation du RNA

silencer siHuR (chaque piste correspondant a une transfection indépendante).

B. Effets de l'inhibition de HuR et de I'hypoxie sur la croissance

cellulaire

L’hypoxie seule permet de diminuer significativement la croissance cellulaire (nombre
de cellules par puL) a J2 (p=0,003), J4 (p=0,001) et J7 (p=0,0004) (J3 : p=0,13). En normoxie,
I’inhibition de HuR entraine une diminution significative de la croissance cellulaire a J2
(p=0,0006), J3 (p=0,002), J4 (p=0,0004) et J7 (p=0,006). On retrouve un effet similaire de
siHuR en conditions d’hypoxie (J2 : p=0,005; J3 : p=0,51; J4 : p=0,0004 ; J7 : p=0,0004)

(figure 18).

L’utilisation combinée de 1’hypoxie et de siHuR permet d’obtenir un effet cumulatif

par rapport a siHuR seul ou a I’hypoxie seule (p=0,0004) (figure 18).
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C. Effets de I'hypoxie et de siHuR sur I'indice prolifératif

L’hypoxie entraine une diminution significative de 1’indice prolifératif évalué¢ avec
I’anticorps MIB1 (Ki-67) (p=0,0009). L’inhibition de HuR par siRNA permet ¢galement de
diminuer Dl’indice prolifératif, en normoxie (p=0,0004) comme en hypoxie (p=0,00016)

(figure 19, figure 20).

L’utilisation de siHuR potentialise ’effet de I’hypoxie sur la diminution de 1’indice

prolifératif (p=0,001), suggérant I’existence d’un effet synergique de siHuR et de I’hypoxie.

p = 0.009

p=o0.001

p = 0.0004 P = 0.00016
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Hypoeie 1

FIGURE 19. Diminution significative de la prolifération cellulaire (Ki-67) par [’inhibition de
HuR ou par ’incubation en hypoxie (n=9).
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SiControl

FIGURE 20. Diminution du taux de cellules marquées avec [’anticorps anti-Ki-67 secondaire
a 'inhibition de HuR (a droite) par rapport au controle (a gauche), avec un effet plus marqué

en hypoxie (en bas) qu’en normoxie (en haut) (immunofluorescence, objectif x20).

D. Effets de I'hypoxie et de I'inhibition de HuR sur I'apoptose

L’hypoxie seule n’entraine pas d’augmentation significative de 1’apoptose mise en
évidence avec I’anticorps anti-caspase 3 clivée (p=0,89) (figure 21 et figure 22). En inhibant

HuR par siRNA, on obtient une augmentation significative de I’apoptose (p=0,0018).

L’inhibition de HuR et I’hypoxie ont un effet synergique sur I’inhibition de HuR, par

rapport a siHuR (p=0,001) ou a la normoxie seuls (p=0,01) (figure 21).

72



p=o0.89

p=o0.01

? 1 1 n n
p = 0.0018 p = 0.001

Moy . des celules pour Caspase 3 cliv,e (%)

Cult. Mormeoxie Y2h, SiContro
CuUlt. Normoxie Y20, SiHUR
Hypoxie 1,5% , SiControl
Hypoxie 1,5% , SiHur

FIGURE 21. Augmentation significative de |’apoptose avec [’anticorps anti-caspase 3 clivée
par inhibition de HuR, sans effet significatif pour I’hypoxie seule, et effet synergique de HuR
et de I’hypoxie sur [’apoptose (n=9).
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Normoxie

SiControl

SiControl

FIGURE 22. Augmentation du nombre de cellules en apoptose exprimant la caspase 3 clivée
secondaire a l’inhibition de HuR (a droite) par rapport au contréle (a gauche), avec un effet

synergique en conditions d’hypoxie (en bas a droite) (immunofluorescence, objectif x20).

E. Effets de I'hypoxie et de siHuR sur I'expression de SIRT1

En Western Blot (figure 23), I’inhibition de HuR entraine une diminution de
I’expression de SIRT1, en normoxie (p=0,01) et en hypoxie (p=0,0006), sans effet cumulatif
significatif de SiHuR avec I’hypoxie (p=0,22) (figure 24). L’hypoxie seule n’entraine pas de

diminution significative de SIRT1 (p=0,79).
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FIGURE 23. Western Blot : diminution de l’expression de SIRTI par ['utilisation de siHuR

(chaque piste correspondant a une transfection indépendante).
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FIGURE 24. Diminution significative de l’expression de SIRT1 secondaire a [’inhibition de

HuR, en normoxie et en hypoxie (n=9).
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F. Effets de I'hypoxie et de l'inhibition de HuR sur I'’expression de
HIF-1a

Il existe une surexpression significative de HIF-1a en conditions d’hypoxie par rapport
a I’incubation en normoxie (p=0,003). En normoxie, on observe une bande a environ 90 Kda,

a laquelle s’ajoute en hypoxie deux bandes a environ 120 Kda et 250 Kda (figure 25).

En normoxie, I’inhibition de HuR entraine une diminution significative de
I’expression de HIF-la (p=0,038). Au contraire, en hypoxie, il existe une augmentation
significative de HIF-1a, pour les bandes a 90 Kda (p=0,04) et 120 Kda (p=0,04) (global :

p=0,02), sans différence significative pour 250 Kda (p=1) (figure 26).

Normoxie
SiControl SiHuR
-150 kDa
HIF1«x —— — — - 75 kDa

GAPDH  woee we emp WD aub GED D - -6 Da

Hypoxie

SiControl ‘ SiHuR
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HIF1a - . .
- e
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GAPDH  wiwws ammss ewess s o g 36 kDa

FIGURE 25. Western blot : expression augmentée de HIF-1o en hypoxie (en bas) par rapport
a la normoxie (en haut) (p=0,002). En normoxie, bande a environ 90 Kda. En hypoxie,
présence de bandes a environ 90, 120 et 250 kDa. En normoxie (en haut), diminution de HIF-
1o lorsque HuR est inhibé. En hypoxie, augmentation de HIF-1a lors de l'inhibition de HuR.
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FIGURE 26. Expression de HIF-10. en Western Blot. En normoxie, diminution significative de

HIF-1o secondaire a l'inhibition de HuR (p=0,038). En hypoxie, augmentation significative
de HIF-1o lorsque HuR est inhibé (p=0,024).

G. Effets de miR16 et miR519 sur la prolifération: résultats

préliminaires
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La surexpression de miR16 n’entraine pas de modifications de HuR visible en
immunohistochimie, en particulier pas de modification de la localisation subcellulaire de HuR
(figure 27). Avec miR519, il semble exister une diminution de I’expression de HuR. La

quantification de HuR par Western Blot est en cours de réalisation.

En utilisant le controle négatif, le taux moyen de prolifération est évalué avec
I’anticorps Ki-67 a 93,3%. La surexpression de miR16 entraine une nette diminution pour les
3 transfections, avec un taux moyen de cellules marquées de 49,7% (figure 27). La
surexpression de miR519 entraine une diminution du taux de cellules exprimant Ki-67 dans 2
transfections sur 3 (moyenne pour les triplicats : 92,7%). Ces données seront complétées pour

obtenir un total de 9 transfections par condition.
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miRNA Mimic Negative Control

miRNA Mimic hsa-miR-16-5p

FIGURE 27. Effets de la surexpression de miR16 et miR519 sur [’expression de HuR (a
gauche) et 'indice prolifératif (Ki-67) (a droite).
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Discussion

I. Marqueurs de prolifération et du cycle cellulaire dans les

meéningiomes

A. PHH3 et indice mitotique

L’histone H3 est 'une des protéines constituant la chromatine (66), et sa
phosphorylation survient au cours du processus mitotique, en particulier des le stade initial de
la condensation chromatinienne (67). En pratique diagnostique, le marquage
immunohistochimique de PHH3 permet d’identifier rapidement les zones contenant les plus
de mitoses, et constitue ainsi un marqueur trés utile dans les tumeurs pour lesquelles ’indice
mitotique a un intérét diagnostique ou pronostique (68). La phosphorylation de 1’histone H3
survenant juste avant la prophase, les noyaux marqués sans que ’ont puisse reconnaitre
morphologiquement une figure de mitose doivent étre exclus pour 1’établissement de 1’indice

mitotique (14).

Dans les méningiomes, 1’indice mitotique est associé¢ avec le risque de récurrence et
c’est un critére majeur pour I’établissement du grade histologique (1). Il doit étre évalué dans
les zones d’activité mitotique maximale, avec un seuil de 4 mitoses pour 10 CFG (1,6 mm?)
pour le grade II et de 20 pour 10 CFG pour le grade III (1). Cependant, 1’identification de la
zone la plus proliférante peut étre difficile. De plus, il peut exister une faible reproductibilité
entre les pathologistes pour différencier les mitoses des figures apoptotiques ou des cellules
déformées (14). Ainsi, 'immunomarquage de PHH3 est propos¢ comme une méthode rapide

et performante pour I’établissement de 1’indice mitotique et du grade histologique (14, 69).
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Nous retrouvons dans cette étude une corrélation significative entre la survie sans
récidive et I’indice mitotique ainsi que I’expression de PHH3. Celle-ci est déterminée en
comptant 1000 cellules, en incluant les noyaux en prophase. Le taux de cellules marquées
pour PHH3 reflete indirectement I’indice mitotique, mais est indépendant de la densité en
cellules tumorales, contrairement a I’indice mitotique, celui-ci étant évalué par rapport a une
surface. En effet, la densité en cellules tumorales, et donc le nombre de cellules tumorales par

champ, peut varier d’une tumeur a I’autre.

B. Valeur pronostique de Ki-67

L’antigéne nucléaire Ki-67 est exprimé aux phases G1, S, G2 et pendant la mitose,
mais pas en GO (70). Malgré de nombreuses études sur les applications diagnostiques et
pronostiques de Ki-67, sa place exacte reste encore mal précisée. Il s’agit d’une protéine
formée d’un assemblage de chaines polypeptidiques, d’un poids moléculaire compris entre
345 et 395 kDa, encodé par une séquence génique indéfinie (70). Il a été démontré dans la
plupart des études une corrélation tres significative entre 1’indice prolifératif évaluée avec Ki-
67 et les criteres histologiques de malignité (70). Cependant, le marquage de Ki-67 peut étre
influencé par plusieurs facteurs externes. En effet, si la reproductibilité inter-observateur est
bonne, comme c’est le cas dans notre étude, Mengel et al. ont montré qu’il existe une haute
variabilité inter-laboratoire dans I’intensité¢ et le pourcentage de cellules marquées (71).
D’apres les auteurs, ces différences pourraient s’expliquer par des variations portant sur les
conditions de démasquage antigénique et les étapes de détection immunohistochimique du
signal. Bien que proposée dans certaines pathologies, ’utilisation de ce marquage pour
I’établissement du pronostic dans une approche multi-centre semble peu judicieuse, en
I’absence de standardisation technique plus stricte.
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Le marquage de Ki-67, en particulier avec 1’anticorps monoclonal MIB-1, est un
facteur pronostique utilisé dans plusieurs tumeurs, en particulier les astrocytomes (72). Dans
les méningiomes, plusieurs études ont montré une corrélation entre le pronostic et 1’indice
prolifératif évalué avec [D’anticorps MIB-1 (15-19), avec cependant des données
contradictoires dans d’autres études (20, 21). Nous avons mis en ¢vidence une forte
corrélation entre 1’indice prolifératif et la survie sans récidive. Le modéle de Cox a montré
I’absence d’effet non-linéaire, suggérant que 1’indice prolifératif pourrait étre plus performant
que le grade histologique pour prédire le risque de récidive. Dans le sous-groupe des
méningiomes de grade II, I’indice prolifératif est dans notre étude corrélé significativement
avec le risque de récidive (p=0,03). Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation
significative dans le sous-groupe des méningiomes de grade I, vraisemblablement par manque
de puissance (p=0,09). Cependant, la faible reproductibilité inter-laboratoire semble en limiter
I’intérét en pratique. De plus, le taux de cellules marquées est globalement bas, méme dans les
formes de mauvais pronostic, Ki-67 ¢étant exprimé tardivement en G1. Il peut étre difficile de
repérer la zone de marquage maximal et de mettre en évidence des différences de quelques
pourcents entre les formes de bon et de mauvais pronostic. Il est ainsi relativement difficile a

utiliser en pratique.

C. Valeur pronostique de MCM6

Les protéines MCM jouent un rdle critique dans I’initiation de la synthese et de la
réplication de I’ADN. Le complexe MCM est composé de six polypeptides (MCM2, MCM3,
MCM4, MCMS5, MCM6 et MCM?7), formant une hélicase hexamérique. L’activité de cette
hélicase est essentielle pour I’initiation et 1’¢longation des fourches de réplication (24). Les
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protéines MCM sont assemblées a la fin de la mitose en complexes pré-réplicatifs, ces
derniers étant a I’origine de la réplication de I’ADN et requis pour I’entrée dans la phase S. En
particulier, ces protéines seraient nécessaires au déroulement de la chromatine a la phase
initiale de la réplication chromosomique (24). Elles jouent un role essentiel en limitant la

survenue de I’initiation et de 1’élongation a une seule fois pendant la phase S (24).

L’indice prolifératif évalué avec les anticorps anti-MCM est fortement corrélé avec
Ki-67, mais est significativement plus élevé (73, 74). En effet, les protéines MCM sont
exprimées dés la phase précoce de G1, et sont inhibées de fagon plus tardive, quand les
cellules adoptent un phénotype de différentiation terminale (75, 76). Il a été montré que les
protéines MCMs peuvent étre des facteurs de prolifération utiles dans différentes tumeurs, en
particuliers les carcinomes cutanés, le chondrosarcome, le carcinome mammaire,
I’adénocarcinome colo-rectal et le cancer du poumon (77-82). Dans le domaine de la
neuropathologie, quelques études ont analysé I’expression de MCM3 et MCM?7 dans
I’astrocytome (25, 26), et MCM2 dans 1I’oligodendrogliome (27). Dans le médulloblastome,
MCM2, MCM3 et MCM?7 stimulent la croissance cellulaire, mais seraient également capables

d’augmenter la migration cellulaire et I’invasion, par des mécanismes encore inconnus (83).

Hunt et al. ont décrit une surexpression de MCM2 dans les méningiomes bénins
récidivant, cependant sans détail quant au grade selon I’OMS (20). Les auteurs n’ont retrouvé
cette surexpression de fagon significative qu’en comptant dans les zones d’intensité de
marquage maximale, sans différence significative lorsque le comptage était effectué de facon
aléatoire au sein de la tumeur (20). Compte tenu de ces résultats, nous avons dans cette étude
évalué le taux de cellules marquées dans les zones les plus proliférantes. Dans une étude plus

récente, Saydam et al. ont montré par qRT-PCR une surexpression de MCM2, MCM3,

84



MCM4, MCMS5 et MCM7 dans les méningiomes par rapport au tissu sain arachnoidien, sans
différence significative entre tumeurs de grade I, I ou III, les effectifs des différents groupes

étant cependant réduit.

Cette ¢étude est a notre connaissance la premicre a analyser 1’expression de MCM6
dans les méningiomes. Nous avons mis en évidence une forte corrélation de 1I’expression de
MCM6 avec le grade histologique et le risque de récidive. Le modele de Cox a mis en
¢vidence une corrélation presque linéaire entre MCM6 et la survie dans récidive. Le
marquage pour MCM6 pourrait ainsi étre plus performant que le grade histologique selon
I’OMS pour prédire le risque de récidive. Dans le groupe des méningiomes de grade II, on
retrouve une corrélation significative avec la survie. Cette corrélation n’est pas retrouvée dans
les méningiomes de grade I. Cela pourrait peut-&tre s’expliquer par un manque de puissance,
le nombre de récidive étant plus faible dans ce groupe : une étude complémentaire avec de
plus grands effectifs serait utile afin de prédire le risque de récidive dans les méningiomes
bénins, et ainsi d’aider a décider de la mise en place d’un éventuel traitement complémentaire

dans les méningiomes d’exérese incomplete.

La reproductibilité est dans notre étude excellente, légérement supérieure a celle de
Ki-67. Cela pourrait s’expliquer par le fait que le taux moyen de cellules marquées est
nettement plus ¢élevé pour MCM6 que pour Ki-67 (42% vs 10%). Ceci pourrait faciliter la
sélection de la zone de marquage maximal et ainsi la reproductibilité inter-observateur. En
pratique quotidienne, la large différence de marquage entre les tumeurs de grade I et de grade
IT (66% vs 22%) pourrait permettre d’évaluer rapidement 1’indice de prolifératif et de repérer

facilement les tumeurs a plus haut risque de récidive. Cependant, avant de valider son
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utilisation en diagnostic de routine, il semble nécessaire de tester I’anticorps dans différents

laboratoires, afin d’évaluer la reproductibilité inter-laboratoire.

D. Cycline D1

La cycline D1 est une protéine nucléaire requise pour la progression des cellules au-
dela de la phase G1 du cycle (84). Elle est exprimée en phase moyenne et tardive de G1, mais
une expression inattendue pendant tout le cycle cellulaire a été décrite (85). Dans les cancers,
il a ét¢ montré que la cycline D1 est impliquée dans la réparation de I’ADN, par exemple
aprés une irradiation (86). Sa surexpression constitutive dans certaines cellules tumorales
pourrait étre consécutive a une amplification ou a des réarrangements du gene de la cycline

D1 (CCNDI) ou étre liée a la mutation d’agents impliqués dans sa dégradation (86).

Gladden et Diehl ont montré que la cycline D1, en association avec CDK4, se lie aux
composants de I’hélicase héxamérique MCM, et joue un rdle direct en altérant le complexe
inhibiteur RB.MCM7, et pourrait ainsi initier la préparation de la réplication de ’ADN (87).
Si certaines études ont montré une corrélation entre les protéines MCMs et d’autre cyclines,
comme la cycline A (74), aucune corrélation entre les expressions des MCMs et de la cycline
D1 n’a été jusqu’a ce jour été rapportée in vivo. Nous retrouvons dans cette étude une forte

corrélation entre MCMB6 et la cycline D1 (p<0,001).

Dans les méningiomes, 1’expression de la cycline D1 est décrite dans deux études,
I’une basée sur une technique de Western Blot (23), I’autre sur 'immunohistochimie (88). Les
auteurs ont montré 1’existence d’une corrélation de la cycline D1 avec le grade (88), ou avec

d’autres marqueurs comme PCNA, Ki-67 (23, 88) et p53 (23). Nous avons retrouvé une
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corrélation avec le grade histologique (p=0,005), mais en 1’absence de corrélation avec la
survie, la cycline D1 ne semble pas avoir d’intérét diagnostique ou pronostique par rapport
aux autres marqueurs. La concordance inter-observateur est de plus beaucoup plus faible que

Ki-67 ou MCM6.

E. Expression de P53

TP53 est un géne suppresseur de tumeur codant pour p53, répondant a divers facteurs
de stress cellulaire et régulant le cycle cellulaire. En cas de dommage a I’ADN, p53 contribue
a interruption du cycle cellulaire, dans le but de réparer I’ADN avant la division cellulaire,
ou force la cellule a rentrer en apoptose via 1’activation de BAX (89). Des mutations ou des
délétions de TP53 ont été décrites dans les méningiomes atypiques et anaplasiques, avec une
fréquence variant selon les études de 0 a 62%, sans mutation identifiée dans les méningiomes
de grade I (90-94). 1l existe ainsi une grande variabilité selon les études. Amatya et al. n’ont
pas mis en évidence de mutation de 7P53, malgré une fréquence ¢élevée de surexpression
protéique de p53, suggérant que la protéine serait de type sauvage (90). Les auteurs ont
montré que la surexpression de p53 pourrait s’expliquer par la méthylation de p14°*F, et que
la dérégulation de la voie p14-MDM2-p53 pourrait contribuer a la progression maligne des

méningiomes (90).

Si les mécanismes a I’origine d’une dérégulation de p53 sont probablement multiples,
la surexpression de p53 est associée a un grade histologique plus élevé et au risque de récidive
dans la plupart des études (15, 18, 19, 95-97). Dans notre étude, p53 est surexprimeé
significativement dans les méningiomes atypiques (p=0,017), cependant sans association
significative avec le risque de récidive. La corrélation intraclasse est plus basse que pour Ki-
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67 ou MCMB6, ce qui peut s’expliquer par un marquage d’intensité souvent plus faible et
d’intensité¢ variable, rendant ainsi 1’interprétation plus délicate. Ce marqueur n’a ainsi

probablement pas d’intérét en pratique diagnostique dans les méningiomes.

II. Dérégulation de HuR dans les méningiomes

A. Valeur pronostique de la surexpression cytoplasmique de HuR

Cette étude est la premiére a montrer que la surexpression cytoplasmique de HuR dans
les méningiomes est un facteur de mauvais pronostic. En effet, I’expression cytoplasmique de
HuR est significativement plus élevée dans les méningiomes de grade II que dans les
méningiomes de grade 1 (p=0,0007), et est corrélée de fagon inverse avec la survie sans
récidive (Log-rank : p=0,028). Au contraire, 1’expression nucléaire n’a pas de valeur
pronostique. Ces résultats sont ainsi cohérents avec les données de la littérature rapportant la
valeur pronostique péjorative de la surexpression cytoplasmique de HuR dans diverses
tumeurs. En particulier, dans les gliomes, Bolognani et al. et Ido ef al. ont mis en évidence

une corrélation entre 1’expression cytoplasmique de HuR et le grade histologique (55, 57).

Dans les méningiomes, Sakuma et al. ont décrit une surexpression cytoplasmique de
HuR dans 2 cas de méningiomes atypiques, leur étude ne comportant cependant que 6 cas de
méningiomes atypiques, n’autorisant ainsi pas d’exploitation statistique (58). L’étude de
Sakuma et al. comporte par ailleurs 36 méningiomes de grade I, mais I’éventuel lien avec la
survie sans récidive n’y est pas abordée. Dans notre étude, il n’y a pas de corrélation
significative avec la survie sans récidive lorsque ’on s’intéresse aux sous-groupes des

méningiomes de grade I (p=0,11) ou de grade II (p=0,99), la corrélation n’étant retrouvée que
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pour I’ensemble de la cohorte (p=0,028). Il est prévu de compléter cette série par une

vingtaine de cas de méningiomes anaplasiques (grade III selon I’OMS).

B. Intéréts de la méthode de quantification par analyse d’image

HuR est exprimé dans la totalit¢ des cellules tumorales, mais avec une intensité
variable. Si 1’évaluation d’un pourcentage de cellules marquées, par exemple un indice de
prolifération, ne pose pas de probléme particulier en immunohistochimie lorsque la
méthodologie est bien définie, 1’évaluation de la densité d’un marquage peut s’avérer étre
relativement délicate et peu reproductible. Nous avons utilisé ici une méthode originale de
quantification basée sur 1’analyse d’image, adaptée d’aprés 1’étude de Lehr e al. (98). Le
logiciel Photoshop permet de sélectionner les noyaux ou les cytoplasmes grace a un outil de
sélection de couleur, et ainsi d’extraire noyaux et cytoplasmes dans deux fichiers images
séparés. Apres conversion en niveau de gris, on obtient avec Image J une densité intégrée, que
I’on rapporte au nombre de pixels sélectionnés, pour que le résultat ne soit pas modifié par la
densité cellulaire. Avec cette technique, on obtient ainsi une valeur de densité de facon plus
objective que les échelles semi-quantitatives habituellement utilisées pour ce type de

marquage immunohistochimique.

Nous avons également utilisé dans cette étude un score semi-quantitatif. Cette
¢valuation a aussi permis de montrer une corrélation significative avec le grade histologique
et la survie sans récidive, mais n’a été évaluée dans cette étude que par un seul lecteur, ne
permettant ainsi pas d’en connaitre la reproductibilité. Nous avons cependant mené une étude

similaire dans les cancers pulmonaire en établissant un score pour HuR en double aveugle,
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n’ayant permis de ne retrouver qu’un coefficient de corrélation intraclasse faible a modéré,
compris entre 0,40 et 0,60. L’évaluation quantitative par analyse d’image semble donc étre

une alternative intéressante et plus objective.

L’évaluation de la densité en immunohistochimie nécessite cependant une méthode
technique standardisée sur automate, afin de limiter la variabilit¢ technique. En effet,
contrairement au Western Blot, il n’est pas possible de normaliser les valeurs obtenues a
I’expression d’une protéine de référence. Par rapport au Western Blot, cette technique a par
contre 1’intérét d’étre plus simple et rapide, moins colteuse, nécessitant peu de matériel et
utilisable sur tissu fixé dans le formol et inclus en paraffine. Elle est ainsi particuliérement
adaptée a des cohortes comportant plusieurs dizaines d’échantillons. De plus, contrairement a
I’immunohistochimie, il n’est pas possible en Western Blot d’isoler les cellules tumorales des

cellules du stroma et des protéines contaminantes de la matrice extra-cellulaire.

C. Liens entre HuR, la prolifération et la survie cellulaire

Conformément a nos hypotheses, il existe dans cette étude une forte corrélation entre
I’expression cytoplasmique de HuR et la prolifération cellulaire, évaluée par 1’indice

mitotique ou les marqueurs de prolifération (Ki-67, MCM6, PHH3).

Ces données sont appuyées par les manipulations expérimentales, montrant que
I’inhibition de HuR entraine une diminution significative de la croissance cellulaire.
L’évaluation de la croissance et de la viabilité a été évaluée en conditions d’adhérence, en
comptant le nombre de cellules viables a J2, J3, J4 et J7, montrant une diminution du nombre
de cellules viables dés J2. Les manipulations en milieu non adhérent (boites d’agar/agarose)

90



n’ont pas donné de résultats significatifs. Cette étude est a notre connaissance la premicre a
montrer dans une lignée cellulaire humaine de méningiome une diminution de la prolifération
induite par I’inhibition de HuR. Ces constatations sont en accord avec les données de la
littérature montrant un effet comparable dans d’autres lignées cellulaires (35, 42, 43, 99). De
fagon similaire, on retrouve une diminution significative de I’indice prolifératif évalué avec
Ki-67, cette diminution étant faible mais constante. Ainsi, la diminution de la croissance
cellulaire peut s’expliquer en grande partie par une inhibition de la prolifération cellulaire.
Ceci est concordant avec la littérature, les cibles connues de HuR comportant des protéines
impliquées dans la progression du cycle cellulaire, comme les cyclines, p21 ou p27 (32).
Notre étude sera complétée prochainement par I’étude en Western Blot des effets de

I’inhibition de HuR sur I’expression de la cycline D1.

L’inhibition expérimentale de HuR entraine de plus une augmentation significative de
I’apoptose évaluée par 1’expression de la caspase 3 clivée. Ceci peut s’expliquer par la
stabilisation par HuR d’ARNm correspondant a des protéines impliquées dans la survie
cellulaire, comme Bcl-2, Mdm2 ou SIRT1. Dans cette étude, 1’inhibition de HuR cause ainsi
une diminution de I’expression de SIRT1, jouant un role clef dans la résistance au stress et la
survie cellulaire (46, 100-102). Par exemple, nous avons montré récemment, dans une lignée
murine de neuroblastome, que SIRT1 protege les cellules du stress du réticulum
endoplasmique, induit en particulier par une carence en vitamine B12, via une désacétylation
de HSF1 (100). SIRTI inhibe également 1’apoptose par d’autres mécanismes, comme la
désacétylation de FoxO1 (101), de p53 (45), ou via la voie PTEN/PI3K/AKT, comme cela a
¢té montré dans les gliomes (46). Dans des essais préliminaires, nous n’avons pas observé
d’apoptose en nombre significatif dans les méningiomes, rendant difficile I’évaluation du taux

de cellules marquées avec 1’anticorps anti-caspase 3 clivée. Nous avons retrouvé quelques
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rares cellules marquées en périphérie des foyers de nécrose, dans certains méningiomes

atypiques. Il est prévu d’évaluer prochainement I’expression de SIRT1 dans les méningiomes.

D. HuR et résistance a I'hypoxie

L’incubation en hypoxie entraine dans ce modele cellulaire une diminution de la
croissance cellulaire et de la prolifération, ainsi qu’une augmentation de 1’apoptose. Ces
données expérimentales sont concordantes avec les rares données clinico-radiologiques
montrant une diminution de la taille tumorale apres traitement par embolisation seule (11, 12),
celle-ci entrainant une hypoxie intra-tumorale par brutale diminution de 1’apport de sang

artériel.

Les conséquences de cette hypoxie intra-tumorale s’observent histologiquement dans
les pieces d’exérése de méningiome apres embolisation sous forme de plages de nécrose. Ces
plages de nécrose ischémique ne doivent pas étre confondues avec les foyers de nécrose
tumorale observés dans les méningiomes atypiques ou anaplasiques, d’autant plus qu’une
augmentation de la prolifération des cellules tumorales a été décrite en périphérie immédiate
de ces foyers de nécrose (9, 103-105). D’apres certaines données de la littérature,
I’embolisation n’entrainerait pas de diminution significative de 1’indice prolifératif global
(103, 105). Les études sont cependant rares, rétrospectives, avec des effectifs réduits. En
l'absence de randomisation, il semble de plus difficile de comparer les groupes avec et sans
embolisation, celle-ci étant proposée pour des tumeurs volumineuses et richement
vascularisées. Sur le plan immunohistochimique, il est décrit une surexpression significative
de HIF-la dans les méningiomes embolisés (10). Sakuma et al. ont également mis en
évidence une augmentation du taux cellules exprimant HuR (marquage nucléaire) dans les
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méningiomes traités par embolisation (58). Nous n’avons pas mis en ¢évidence de
surexpression nucléaire ou cytoplasmique de HuR dans les méningiomes traitées par
embolisation, mais notre série ne comporte qu’un faible nombre de méningiomes embolisés (5
cas). In vitro, nous avons cependant observé, comme Sakuma et al. (58), une augmentation de
I’expression cytoplasmique de HuR en immunofluorescence. L'hypoxie pourrait ainsi
entrainer une surexpression de HuR, en particulier cytoplasmique, favorisant la prolifération
et la survie cellulaire. Les cibles de HuR concernent en effet des ARNm codant pour des
protéines impliquées dans la réponse a 1’hypoxie, dont VEGF (58), SIRT1 (102) et HIF-1a

(106).

Sakuma et al. ont démontré dans les méningiomes le role de I’expression
cytoplasmique de HuR sur la stabilisation de VEGF, en particulier en hypoxie. En réponse a
I’hypoxie, VEGF pourrait en particulier stimuler I’angiogenése, participant ainsi a la
formation d’un réseau vasculaire de suppléance. Plusieurs études rapportent une corrélation
entre VEGF et la densité microvasculaire, mais €également 1’indice prolifératif, le grade et le

risque de récidive (107, 108). Des résultats similaires sont rapportés dans les gliomes (55).

Nous n'avons pas mis dans cette étude de surexpression significative de SIRT1 en
conditions d'hypoxie. L’inhibition de SIRT1 par siHuR pourrait cependant expliquer en partie
la moindre résistance a I’hypoxie des cellules méningiomateuses lorsque I’on inhibe HuR, se
traduisant en particulier par une trés nette augmentation de 1’apoptose, avec un effet
synergique de siHuR et de I’hypoxie. SIRT1 ne pourrait plus ainsi jouer son role protecteur
par inhibition de I’apoptose (46, 102). Il serait intéressant de compléter cette étude en
analysant les effets de 1'inhibition de SIRT1 sur la résistance a I'hypoxie, indépendamment de

l'inhibition de HuR en amont. SIRT1 peut en effet étre inhibé spécifiquement par certains
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agents pharmaceutiques, comme le sirtinol, actuellement en cours d’évaluation dans différents

cancers (45, 109, 110).

En conditions d’hypoxie, la dégradation du facteur de transcription HIF-1a est inhibée,
aboutissant a une accumulation de cette protéine (111). L’hypoxie entraine également des
modifications post-traductionnelles de HIF-la, en particulier une diminution de son
hydroxylation par FIH-1 (factor inhibiting HIF-1) secondaire a une diminution de la quantité
d’oxygene intra-cellulaire, et favorisant les interactions avec des protéines pro-activatrices
(111). En hypoxie, HIF-1a forme un dimere avec HIF-1f et active dans le noyau de multiples
genes favorisant 1’angiogenése (dont VEGF), la prolifération et la survie cellulaire, le
transport du glucose et la glycolyse (111). Il est montré dans plusieurs tumeurs que la
surexpression de HIF-la constitue un facteur de mauvais pronostic (47, 112, 113), en
particulier dans les méningiomes (108). D’autres auteurs rapportent au contraire que
I’expression de HIF-1a serait un facteur de bon pronostic (114). Dans les tumeurs solides,
HIF-1a pourrait jouer un role important dans le processus métastatique, la résistance a la
radiothérapie et la chimiorésistance. L hypoxie pourrait en particulier, via HIF-1a, augmenter
I’instabilit¢ génomique et favoriser I’émergence de cellules souches (47). Des thérapies
ciblées visant a inhiber HIF-1a sont actuellement en cours de développement ou d’évaluation
(47, 115, 116). Dans notre étude, HIF-la est significativement augmenté en conditions
d’hypoxie par rapport a la normoxie, le niveau basal d’expression de HIF-1a étant trés faible
en normoxie. L’inhibition de HuR en hypoxie aurait dii théoriquement diminuer 1’expression
de HIF-10, dont P’ARNm est stabilis¢é par HuR. Paradoxalement, nous avons observé une
surexpression significative de HIF-1a par rapport aux controles (hypoxie avec siControl). Une

autre voie de régulation de HIF-1a semble donc étre impliquée, limitant ainsi probablement
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les effets de I’inhibition de HuR. L’inhibition de HIF-1a couplée a celle de HuR pourrait ainsi

étre particulieérement intéressante.

D’aprés la fiche technique de ’anticorps, le poids moléculaire théorique de HIF-1a est
de 120 Kda. Nous avons retrouvé une ou deux bandes a environ 120 Kda, et une bande a
environ 90 Kda correspondant vraisemblablement a des variants d’épissage. En effet, de
multiples variants d’épissage de HIF-1a ont été décrits, plus ou moins fonctionnels selon le ou
les site(s) manquant(s) (117-120). Nous avons également retrouvé en hypoxie des bandes a
environ 250 Kda, pouvant par exemple s’expliquer par 1’existence de diméres, comme HIF-
lo/HIF1B. L’¢évaluation de la spécificité de ces bandes semble néanmoins nécessaire. Dans les
tissus, comme Sakuma et al. (58), nous n’avons pas mis en évidence d’expression de HIF-1a,
dans dix échantillons testés. Il n’est cependant pas exclu que ceci soit 1li¢ & un manque de
sensibilité¢ de 1’anticorps utilisé, d’autres équipes retrouvant une expression cytoplasmique de
HuR dans les méningiomes embolisés (10) ou dans les méningiomes de mauvais pronostic

(108).

Au total, nous avons mis en évidence un effet cumulatif voire synergique de
I’inhibition de HuR et de I’hypoxie, entrainant une diminution significative de la prolifération
cellulaire et une nette augmentation de 1’apoptose par rapport a I’hypoxie ou a I’inhibition de
HuR seules. Ces résultats mériteraient d’étre confirmés dans des modéles animaux, avec un
recul suffisant pour en évaluer I’innocuité et a plus long terme les effets sur la taille tumorale.
Ces constatations pourraient alors ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques dans les
méningiomes €chappant au traitement chirurgical, par exemple en couplant I’embolisation a

une injection intra-artérielle d’inhibiteurs de HuR par abord radiologique.
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E. Mécanismes de régulation post-traductionnelle de HuR et

transfert nucléo-cytoplasmique

D’apres les données expérimentales, la méthylation de HuR par CARM1 sur I’arginine
217, située dans le domaine HNS, pourrait jouer un réle important dans son transport du
noyau vers le cytoplasme (40). In vivo, dans les méningiomes, nous retrouvons une
expression majoritairement cytoplasmique de méthylHuR, alors qu'il existe une expression
nucléaire constante de HuR dans ces mémes échantillons. L'expression de méthylHuR est
corrélée de facon significative avec l'expression cytoplasmique de HuR. En Duolink, bien que
le nombre d’échantillons testés soit réduit, le signal pour methylarginine/HuR est strictement
cytoplasmique et corrélé significativement avec l'expression immunohistochimique de
méthylHuR. Ces résultats sont ainsi concordants avec les données expérimentales. Il est prévu
d’utiliser un peptide bloquant afin de pleinement confirmer la spécificité de 1’anticorps anti-

méthylHuR.

Cependant, il existe dans certains cas une forte expression cytoplasmique de HuR,
mais avec un signal faible ou nul pour méthylHuR, suggérant que HuR pourrait étre localisé
dans le cytoplasme sans étre méthylé. De facon similaire, une étude menée par notre équipe
dans les cancers du poumon (C. Vigouroux, thése d’exercice (121), manuscrit en cours de
préparation), a montré, dans une série de 190 carcinomes non a petites cellules, une
corrélation significative entre les expressions cytoplasmiques de HuR et méthylHuR. Par
ailleurs, de fagon préliminaire, nous avons également testé 7 cas de glioblastome, montrant
une surexpression cytoplasmique de HuR dans 6 cas sur 7, mais une expression de

méthylHuR uniquement localisée dans les astrocytes réactionnels, sans marquage des cellules
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tumorales. Ainsi, I’expression cytoplasmique de HuR ne semble pas uniquement étre liée a sa
méthylation. De plus, il est possible que la méthylation de HuR influence 1’affinité entre HuR
et les ARNm cibles. Dans les cancers du poumon, nous avons trouvé une corrélation
significative entre 1’expression de méthylHuR et les types histologiques de bon pronostic
(p=0,001) et, au contraire, une corrélation inverse de I’expression de méthylHuR avec I’indice
prolifératif (MCM6 : p=0.0001 ; Ki-67: p=0.006) et avec le risque de déces (p=0,036) (121).
L’expression cytoplasmique de méthylHuR semble ainsi étre un facteur de bon pronostic,
corrélé inversement avec les marqueurs de prolifération, alors que 1’expression de HuR est au
contraire dans ces mémes tumeurs corrélée de fagcon positive avec les marqueurs de
prolifération. La forme méthylée de HuR semblerait ainsi avoir un effet opposé a sa forme
non méthylée. De fagon similaire, en pathologie hépatique, Vazquez-Chantada et al. ont mis
en évidence une diminution de méthylHuR dans les foies porteurs d’un carcinome
hépatocellulaire par rapport aux foies sains, et au contraire une augmentation de la forme non
méthylée de HuR (122). Par analogie, dans la lignée cellulaire PC12, la méthylation par
CARM-1 de HuD (autre protéine de liaison aux ARN de la famille HuW/ELAV, d’expression
principalement neuronale) sur Il'arginine 236 diminue l'affinité avec certains ARNm cibles
(123). Des ¢tudes complémentaires sont nécessaires pour déterminer si la méthylation de HuR

entrainerait également des modifications de son affinité avec les ARNm cibles.

D’autres mécanismes pouvant influencer la localisation cytoplasmique de HuR
mériteraient d’€tre explorés dans ces différentes tumeurs. En particulier, la phosphorylation de
HuR sur des résidus sérine en positions 158 et 221 par la protéine kinase C (PKC) alpha et en
position 221 par PKC delta entraine dans des modéles expérimentaux une diminution de
I’export nucléaire, alors que la phosphorylation sur la sérine 318 par PKC delta ou sur S88,

S100 ou T118 par Chk2 modifierait les interactions avec certains ARNm cibles (124-128). Au
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contraire, Cdk1, par la phosphorylation de HuR sur la sérine 202, bloquerait son export du
noyau vers le cytoplasme (129). Il serait particulierement intéressant d'évaluer I'état de
phosphorylation de HuR dans les méningiomes, en utilisant des anticorps reconnaissant

certaines formes phosphorylées de HuR tels qu'utilisés dans plusieurs de ces études.

F. HuR et microARNs

Les microARNs sont des ARNs non codants de petite taille (en moyenne 22
nucléotides), pouvant influencer le profil d’expression des genes. Ils sont synthétisés a partir
d’ARNs plus long, les pri-miARN, transformés dans le noyau par des ribonucléases en
précurseurs appelés pré-miARN. Apres transport vers le cytoplasme, les pré-miARN sont
transformés par la ribonucléase Dicer en duplex d’ARN d’une vingtaine de paires de bases.
L’un des deux brins est chargé dans le complexe RISC, contenant les protéines Argonautes.
Le complexe miARN-RISC cible ensuite un ARNm, généralement dans la région 3’ non
traduite, contenant une séquence complémentaire du microARN. L’association du complexe
miARN-RISC/ARNm diminue la stabilité et/ou la traduction de I’ARNm. Rarement, le

miARN peut cependant promouvoir la traduction de certains ARNm (130).

Le niveau d’expression global de HuR peut étre régulé par certains microARNs, dont
miR16 et miR519. Il est en effet démontré dans plusieurs lignées cellulaires que miR16 et
miR519 diminuent I’expression de la protéine HuR, cependant sans modifier la quantité
d’ARNm (39, 64, 131). Ces microARNs entraineraient une inhibition de la traduction de

HuR, en interagissant avec son ARNm. Ces deux microARNs pourraient ainsi jouer un role
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suppresseur de tumeur en inhibant HuR. Young ef al. ont par ailleurs montré que HuR, par un

mécanisme de rétrocontrole, peut également inhiber miR16 (132).

Nous retrouvons en qRT-PCR une nette diminution de la quantit¢é de miR16 et
miR519 par rapport au tissu sain, particulierement profonde pour miR519 (miR16 : p=0,004 ;
miR519 : p<0,000001). Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation
significative entre la quantité de ces deux microARNs et I’expression de HuR, I’indice
prolifératif ou la survie. Il n’y a pas non plus de corrélation significative avec le grade. Ainsi,
si I’inhibition in vitro de miR16 et miR519 permettrait de diminuer la prolifération, ces deux
microARNs ne semblent pas avoir de lien significatif avec HuR ou la prolifération dans les
méningiomes. Compte tenu de la forte diminution de 1’expression de miR16 et miR519 dans
les tumeurs par rapport au tissu sain, il est possible que la diminution des ces deux
microARNs soient impliquée de fagon précoce dans la tumorogenése, mais ne jouerait pas ou
que peu de rdle dans la progression tumorale des méningiomes. De fagon similaire, nous
avons mis en ¢vidence une forte diminution de miR16 et miR519 dans les cancers du poumon

par rapport aux tissus sains appariés (121).

Ces deux microARNs ont des cibles autres que HuR pouvant avoir un intérét en
cancérologie. En particulier, miR16 pourrait inhiber Bcl2, NF-kappa B1 et MMP9 et ainsi,
dans les gliomes, augmenter I’apoptose et diminuer les propriétés invasives des cellules

tumorales (133).

D’apres des données expérimentales, d’autres microARNs sont impliqués dans la
régulation post-transcriptionnelle de HuR, inhibant son expression, comme miR34a (134),

miR29a (135) et miR125a (136). Au-dela de la régulation de I’expression HuR, les
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interactions entre HuR et les microARNs sont par ailleurs multiples. HuR et certains
microARNs ont par exemple un effet compétitif sur 1’expression de microARNs cibles, HuR
ayant un role stabilisateur et, au contraire, les microARNs entrainant la dégradation de ces
mémes ARNm, en particulier COX2 (132) et ERBB2 (137). Enfin, des microARNs peuvent
par ailleurs s’associer @ HuR pour inhiber la traduction d’autres ARNm cibles, comme MYC

(138) et p16 (139).
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Conclusion et perspectives

En conclusion, 1’évaluation de la prolifération cellulaire par 1I’immunohistochimie
permet d’évaluer de facon fiable le pronostic dans méningiomes. En particulier, en raison de
son haut niveau d’expression et d’une nette différence de marquage entre les tumeurs non
récidivantes et les tumeurs récidivantes, MCM6 apparait comme le marqueur le plus efficace

pour identifier les méningiomes a haut risque de récidive.

La localisation de la protéine HuR est fortement corrélée a la prolifération cellulaire, et
nous montrons que I’inhibition de HuR permet in vitro de diminuer la prolifération, et
d’augmenter 1’apoptose. L’inhibition de HuR permet de plus de potentialiser les effets de
I’hypoxie. L’inhibition de HuR par des oligonucléotides ou par des inhibiteurs spécifiques
pourrait ainsi ouvrir d’intéressantes perspectives thérapeutiques, en particulier en association
au traitement par embolisation, ce qui mériterait d’étre évalué dans des modéles
expérimentaux. Il serait également intéressant d’en évaluer I’association avec un traitement

par radiothérapie.

Les mécanismes de régulation de HuR sont multiples et complexes. Dans les
méningiomes, la méthylation de HuR sur I’arginine 217 semble jouer un role important sur la
localisation cytoplasmique, mais d’autres mécanismes sont également probablement
impliqués. Les microARNs miR16 et miR519, s’ils sont fortement diminués dans les tumeurs
par rapport aux méninges saines, ne semblent pas jouer de rdle significatif sur I’expression de

HuR. L’exploration d’autres voies de régulation de HuR semble donc nécessaire.
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Annexe 1 : Protocoles et composition des tampons

Protocole d'immunohistochimie

- Apres inclusion en paraffine, réalisation coupes fines (S5um) montées a 1’eau

sur des lames de verre Polysine™ (LABONORD S.A, Templemars, France)

- Séchage pendant 5 min sur une platine chauffante a 58°C puis placées a 1’étuve

a 56 °C pendant quelques heures

- Déparaffinage et Démasquage des sites antigéniques dans ’appareil PT Link

(Dako) en tampon citrate pH 6,0 pendant 20 minutes a 97°C

- Dilution des anticorps primaires dans le diluant EnVision™ FLEX Antibody
Diluent (DM 830)

- Ttechnique Flex + en automate Dako Autostainer Plus :

o

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

Blocage des peroxydases endogenes avec le réactif EnVision™ FLEX
Peroxidase Blocking Reagent (SM 801) soit avec un tampon phosphate
contenant du péroxyde d’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

Incubation de I’anticorps secondaire EnVision™ FLEX+ Rabbit
(LINKER) (SM 805) pendant 15 min

Ring¢age pendant 5 min

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

Ringage pendant 2 x 5 min

Révélation chromogeénque avec EnVision™ FLEX Substrate Buffer

(SM 803) (solution tamponnée diluant une solution contenant du
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peroxyde d’hydrogene et le chromogene diaminobenzidine (DAB) et un
agent conservateur) pendant 10 min

o Ringage pendant 5 min

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

o Ringage pendant 5 min a I’eau distillée

o Montage a a I’Eukitt® (LABONORD S.A., Templemars, France) apres
déshydratation par des bains successifs d’éthanol a70°, 96° et 100°.

Evaluation du marquage immunohistochimique par analyse d’'image

- Photographie avec 1’objectif x10 une utilisant (caméra Olympus), dans la zone de
marquage d’intensité maximale, avec le méme temps d’exposition et les mémes
réglages manuels pour chaque cas

- Enregistrement au format JPEG (intitulé « numéro du cas.jpg »)

- Ouverture du fichier JPEG avec Adobe Photoshop

- Sélection des noyaux avec 1’outil Color Range, en pointant un noyau avec 1’outil
de sélection Sampled Colors, puis en ajustant sous controle visuel avec la barre
Fuzziness

- Report du nombre de pixels sélectionnés dans un tableur

- Copie de la sélection et collage dans un nouveau fichier, converti en niveaux de
gris (Mode/Grayscale), enregistrement au format JPEG (« numéro de cas -N.jpg »)

- Répétition des étapes d, e et f en sélectionnant les cytoplasmes (« numéro de cas -
C.jpg»)

- Ouverture du fichier « numéro de cas -N.jpg » avec ImageJ

- Inversion des niveaux de gris avec la fonction Invert

- Mesure de la densité intégrée avec I’outil Measure, reporter la valeur de la colonne
IntDen (a rajouter si non présente en cliquant sur Set Measurements)

- Répéter les étapes 4, i et j avec le fichier avec « numéro de cas -C.jpg »

- Calcul des scores cytoplasmiques et nucléaires en divisant I’intensité intégrée par

le nombre de pixels sélectionnés
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Extraction des protéines totales sur lignées cellulaires

Dépot de 300 pL par puits de tampon de lyse (solution RIPA contenant : NaCL 8
g/L, Na2HPO4 1,44 g/L, KH2PO4 0,24 g/L, NP40 1%, DOC 0,5%, SDS 0,1% ;
Na3VO0O4 10 uL/mL ; antiprotéase PIC 1 tablette / 10 mL ; PMSF 10 uL/mL)
Décollement des cellules au rateau dans le tampon pendant 10 minutes

Recueil et lyse des cellules en effectuant 10 allers-retours a la seringue

Faire 3 cycles congélation dans 1’azote liquide / décongélation au bain marie
Centrifugation a 12.000 tours/min pendant 30 min a 4°C

Recueil et congélation du surnageant apres dosage (méthode de dosage
colorimétrique a 1’acide bicinchoninique — méthode BCA, sur appareil VICTOR 3

Multilabel counter 1420, Perkin Elmer).

Protocole de Western Blot

(D’apres le protocole de D. HELLE, U954)

La composition des gels est la suivante :

Gel de concentration contenant (pour 8 mL) 1 mL d’acrylamide, 1 mL de Tris
0,5M pH 6,8, 0,08 mL de SDS 10%, 0,08 mL de persulfate d’ammonium a 10%,
0,008 mL de Temed (Carlo Erba).

Gel de séparation a 10% contenant (pour 8 mL) 5 mL d’acrylamide, 5 mL de Tris
1,5M, pH 8,8, 0,2 mL de SDS 10%, 0,2 mL de persulfate d’ammonium a 10%,

0,008 mL de Temed (Carlo Erba).
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Electrophoreése

Préparation des gels

Passer les plaques de verre a 1’alcool

Monter I’appareil d’¢électrophorése Mini-Protean III : plaques de verre et espaceurs (en
général 1,5mm)

Préparer le gel de séparation -voir tableau- a la concentration souhaitée. Pour 2 gels
prévoir 20ml de solution

Couler les gels et s’arréter au niveau bas du plastique vert en dessous de
I’emplacement du peigne

Déposer un fin film (~ 500ul) d’isopropanol (ou isobutanol)

Attendre la polymérisation a température ambiante (pour gel 12%, si t° ~ 20-22°C
compter 20mn)

Rincer abondamment a 1’eau distillée et éliminer toutes traces d’eau

Couler le gel de concentration a 5% -voir tableau- Pour 2 gels prévoir 8ml

Positionner le peigne en Téflon en évitant la formation de bulles : polymérisation

Retirer le peigne et rincer les puits avec du tampon de migration

Monter 1’appareil en assemblant les deux supports de gel sur le systéme central

Remplir le réservoir central (cathode) jusqu’en haut ainsi que la cuve (a moitié) avec

le tampon de migration

Préparation des échantillons

Dans des tubes Eppendorf, ajouter 1 volume de tampon Laemmli 2X a 1 volume
d’échantillon

Chauffer 5 mn a 100°C les échantillons et les marqueurs de taille (si nécessaire)

Charger les puits avec les échantillons et les marqueurs

Migration : voltage constant
Gel de concentration : 80V, environ 15mn
Gel de séparation : 110V, ~1h30

Arréter la migration quand le front de migration arrive en bas des plaques
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Electro-transfert liquide

Préparation de la membrane

Découper la membrane a la dimension du gel : 7 x 8,5¢cm minimum (gants)

Mettre la membrane PVDF au moins 30 sec dans du méthanol

Equilibrer la membrane dans le tampon de transfert froid (Smn max) ainsi que les
éponges et les filtres

Démonter 1’appareil de migration, €éliminer le gel de concentration et équilibrer les

gels dans le tampon de transfert froid (Smn max)

Transfert
Préparation du sandwich : placer la face blanche en haut et noire en bas, superposer
sur la face blanche dans I’ordre :

- une éponge
- 2 papiers filtre
- la membrane
- le gel
- 2 papiers filtre: expulser les bulles d’air a I’aide d’une pipette plastique
- une éponge
et fermer le sandwich

Placer les cassettes dans le module de transfert, face noire vers face noire
Mettre le glagon

Remplir la cuve avec du tampon froid

Transfert a ampérage constant :
350mA pendant 45mn

ou 90mA toute une nuit

Verification du transfert (en option)

Quand on sort les membranes de la cassette on observe des bandes sur la membrane si le transfert a
marcher.

ou

Coloration de la membrane avec une solution de Rouge Ponceau S (solution aqueuse de Rouge Ponceau

S a0.2% (p/v), acide acétique 0.1% (v /v), filtrée 0.2um, 4°C) pendant Smn puis décoloration a I’eau distillée.
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A ce stade on peut laisser sécher la membrane et la conserver au frigo pour une
révélation ultérieure.

Avant de réutiliser une membrane séche, la repasser dans un bain de méthanol.

Blocage

Repérer de quel coté sont les protéines
Mettre les membranes dans une solution de TBST /lait écrémé 5% sous agitation

pendant 1 heure a température ambiante

1°" anticorps

Préparer une pochette plastique 1égerement supérieure a la surface de la membrane

Préparer la solution avec le premier anticorps dilué a la concentration souhaitée dans
TBST/lait 5% (4 a Sml au total)

Placer la membrane dans la pochette plastique, mettre la solution d’anticorps, souder

la pochette et incuber pendant 1 nuit a 4°C sous agitation lente

Lavage

Sortir la membrane de sa pochette plastique et la mettre dans un petit bac
Faire 1 ringage rapide avec du TBST, puis rincer avec du TBST 4X10mn sous

agitation rapide a température ambiante

2°™ anticorps
Procéder de la méme fagon qu’avec le 1% anticorps

Incuber 1 heure sous agitation lente a température ambiante

Lavage

Idem lavage ci-dessus

Révélation ECL

Préparer la solution ECL (1 :1) (pour une membrane prévoir Iml au total)
Sortir la membrane du tampon de lavage, la secouer pour ¢liminer I’exces de tampon
Déposer I’ECL et incuber 4 min

Révélation dans I’appareil Fusion Fx en utilisant le temps de révélation adapté
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Technique de Duolink

On utilise le kit Duolink in situ kit (Olink Biosciences).

Coupes de 4 um a partir du bloc de tissu inclus en paraffine

Déparaffinage dans 1’Histoclear (National Diagnostics, USA) 2 x 3 min
Réhydratation (éthanol 100% 3 min, éthanol 70% 3 min, éthanol 50% 3 min, eau
distillée 5 min)

Perméabilisation 10 min dans une solution de triton 0,1%

3 lavages de 5 minutes (PBS)

Démasquage 20 min a 97°C dans une solution de tampon citrate 10 mM pH6 /
Tween 0,05%

Blocage 1 h a température ambiante (solution de blocage)

Incubation 2 h a température ambiante des deux anticorps primaires dilués au
1/200 puis 2 lavages de 5 min (tampon de lavage A)

Incubation 1 h a 37°C en chambre humide de la sonde PLA diluée au 1/5 puis 2
lavages de 2 min (tampon de lavage A)

Ligation 30 min a 37°C en chambre humide dans une solution de ligase diluée au
1/40 dans le tampon de ligation (prédilution du tampon au 1/4 dans 1’eau) puis 2
lavages de 2 min (tampon de lavage A)

Amplification 1 h 40 min a 37°C en chambre humide dans I’obscurité dans une
solution de polymérase diluée au 1/80 dans le tampon d’amplification (prédilution
du tampon au 1/5 dans I’eau) puis 2 lavages de 10 min (tampon de lavage B) et 1
lavage de 1 min (tampon de lavage B dilué au 1/100)

Contre-coloration 4 min par le DAPI (dilution 1/2000 dans I’eau) puis 2 lavages de
10 min (tampon de lavage A) et ringage a I’eau

Montage des lames et lecture au microscope confocal
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Principes de la technique Duolink (source : www.olink.com)

Technique d'immunofluorescence

- Perméabilisation 10 min dans une solution de triton 0,1%

- 3 lavages de 5 min (PBS)

- Blocage sur la nuit a 4°C dans une solution de BSA (sérum albumine bovine) a 1%

- Incubation 1 h 45 a température ambiante de I’anticorps primaire dilué¢ dans le

BSA 1%

- 3 lavages de 10 min dans une solution de triton 0,05%

- Incubation 1 h a température ambiante de I’anticorps secondaire Alexa Fluor (Life

Technologies) dilué¢ au 1/1000 dans le BSA 1% (anti-souris ou anti-lapin)
- 3 lavages de 5 min dans une solution de triton 0,05%
- Contre-coloration 5 min avec une solution de DAPI 1/5000
- 2 lavages de 5 min (PBS)

- Ringage dans I’eau milliQ

- Montage (Dako Fluorescence Mounting Medium, Dako Cytomation) et lecture sur

microscope a fluorescence.
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Inhibition de HuR par siRNA

Pour les manipulations destinées a I’immunofluorescence, on utilise une boite de 24

puits contenant des lames en verre, et, pour les extractions protéiques, une boite de 6 puits.

Pour une boite de 24 puits (p24), on utilise 10 uL de siRNA et 1 uL de lipofectamine

RNAiIMAX, selon le protocole suivant :

Dépot de 25.000 cellules par puits et incubation 24 h en conditions de culture
standard (500 pL de milieu standard par puits)

Changement de milieu a 24 h (500 pL de milieu standard par puits)

Prédilution de 10 pL de siRNA (siHuR ou SiControl, 1 pumol/L) dans 40 pL
d’opti-MEM (Life Technologies) et de 1 pL de lipofectamine RNAiMAX dans 49
uL d’opti-MEM, attendre 5 min (adapter les quantités au nombre de puits)
Rajouter le siRNA pré-dilué¢ dans le tube contenant la lipofectamine et attendre 20
min

Distribuer goutte a goutte 100 pL par puit

Incubation 72 h en changeant de milieu a 24 h et 48 h.

Pour une boite de 6 puits (p6), on utilise 50 uL de siRNA et 5 pL de lipofectamine

RNAiIMAX, selon le protocole suivant :

Dépdt de 120.000 cellules par puits et incubation 24 h en conditions de culture
standard (2 mL de milieu standard par puits)

Changement de milieu a 24 h (2 mL de milieu standard par puits)

Prédilution de 50 pL de siRNA (siHuR ou SiControl, 1 umol/L) dans 200 uL
d’opti-MEM (Life Technologies) et de 5 uL de lipofectamine RNAIMAX dans

245 uL d’opti-MEM, attendre 5 min
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Rajouter le siRNA pré-dilué¢ dans le tube contenant la lipofectamine et attendre 20
min
Distribuer goutte a goutte 500 pL par puits

Incubation 72 h en changeant de milieua 24 het 48 h

Croissance cellulaire

Aspiration du milieu et lavage par tampon PBS

Décollement des cellules avec 200 pL trypsine (4 min a 37°C)

Dilution dans 1 mL de milieu et homogénéisation douce

Aspiration d’une prise d’essai de 50 pL. mélangée a 10 puL de bleu trypan (x3 par
puits)

Compte des cellules viables dans une cellule de Thomas

Calcul du nombre de cellules par pL.

Tampon de migration de Western Blot

Pour 1 litre 10X concentré :
o Tris 250 mM (30g)
o Glycine 1,92 M (144g)
o SDS 1% (10g)
o Compléter jusqu’a 1 litre avec de 1’eau milliQ
A utiliser 1X concentré : diluer 100ml de la solution 10X et compléter jusqu’a 1

litre avec de I’eau milliQ
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Tampon de transfert de Western Blot

- Pour 1 litre 10X concentré :

Tris 480 mM (58,1g)

Glycine 390 mM (29,3g)

SDS 0,375 % (13 mM) (3,75g)

Compléter jusqu’a 1 litre avec de 1’eau milliQ

O

O

o

o

o A utiliser 1X concentré : 100ml de la solution 10X, 200ml de éthanol et

compléter jusqu’a 1 litre avec de 1’eau milliQ

Tampon de lavage TBS

- Pour 1 litre 10X concentré
o Tris 200 mM, 24,2¢g
o NaCl1,5M, 87,5¢g
o pH 7,4 a ajuster avec HCI
o Compléter jusqu’a 1 litre avec de 1’eau milliQ
- A utiliser 1X concentré : 100ml de la solution 10X, 1ml de Tween 20 a 0,1%,

compléter jusqu’a 1 litre avec de I’eau milliQ
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Annexe 4: publication  “Expression  of
minichromosome maintenance MCM6 protein in
meningiomas is strongly correlated with histologic
grade and clinical outcome”

Gauchotte G, Vigouroux C, Rech F, Battaglia-Hsu SF, Soudant M, Pinelli C, Civit T,
Taillandier L, Vignaud JM, Bressenot A. Expression of minichromosome maintenance
MCM6 protein in meningiomas is strongly correlated with histologic grade and clinical

outcome. Am J Surg Pathol. 2012 Feb;36(2):283-91. doi: 10.1097/PAS.0b013e318235¢ee03.

Abstract: The 2007 World Health Organization histologic grading of meningiomas is
associated with recurrence and clinical outcome. However, distinction of grade I from grade II
(atypical) meningiomas can be challenging. In the World Health Organization classification,
there are 4 parameters on the basis of which grade II status can be determined: mitotic rate,
cytoarchitectural features, brain invasion, and/or histologic subtype. Furthermore, this
classification fails to detect grade I recurrent meningiomas, for which other prognostic criteria
would be needed. The aim of this study was to evaluate the respective value of several
markers involved in cell cycle as effective tools to predict recurrence. This retrospective study
was based on a series of 59 meningiomas (grade I: 32 of 59, grade II: 27 of 59, all harboring
>4 mitoses/1.6 mm), analyzed with the following immunohistochemical markers: MCM6, Ki-
67, PHH3, cyclin D1, and p53. We found a significant correlation between histologic grade
and mean labeling index for MCM6 (grade I: 21.8% vs. grade II: 65.8%; P<0.001), Ki-67
(3.2% vs. 16.9%; P<0.001), PHH3 (0.7%o vs. 2.8%0; P<0.001), cyclin D1 (50.4% vs. 70.0%;
P=0.005), and p53 (17.3% vs. 32.4%; P=0.017). Histologic grading and mitotic index were
correlated with progression-free survival (P=0.010 and P=0.020, respectively). A nearly linear
correlation was found between progression-free survival and staining for MCM6 (P<0.001),
Ki-67 (P=0.003), and PHH3 (P=0.037) but not for cyclin D1 (P=0.400) and p53 (P=0.758).
The interobserver agreement coefficients for MCM®6, Ki-67, PHH3, cyclin D1, and p53 were,
respectively, 0.97 (95% confidence interval, 0.95-0.98), 0.93 (0.89-0.96), 0.81 (0.70-0.88),
0.90 (0.83-0.94), and 0.84 (0.73-0.90). In conclusion, because of its strong level of expression
and sharp difference in labeling index between indolent and recurrent tumors, MCMG6 is the

most efficient marker to identify tumors with a high risk of recurrence.
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RESUME :

Introduction et objectifs : Les méningiomes sont des tumeurs intracraniennes pour la plupart de bas grade. Les
récidives sont cependant fréquentes. A ce jour, il n’y a que peu de marqueurs pronostiques évalués dans ces
tumeurs. La premicre partic de cette étude a pour objectif d’évaluer la valeur pronostique de marqueurs de
prolifération et du cycle cellulaire dans une série de 60 méningiomes. HuR (ELAV-like 1) est une protéine pro-
oncogene pouvant stimuler la prolifération et la survie cellulaire. Dans la seconde partie de cette étude, nous

analysons 1’expression de HuR dans les méningiomes et les effets de I’inhibition de HuR sur la prolifération,
I’apoptose et la résistance a I’hypoxie.

Résultats : Il existe une corrélation significative entre le grade histologique et 1’expression nucléaire de MCM6
(p<0,001), Ki-67 (p<0,001), PHH3 (p<0,001), la cycline D1 (p=0,005) et p53 (p=0,017). Le grade histologique
et I’indice mitotique sont corrélés avec la survie sans progression (p=0,010 and p=0,020). Les coefficients de
corrélation inter-observateur pour MCM6, Ki-67, PHH3, cycline D1 et p53 sont respectivement de 0,97 (IC 95%
: 0,95-0,98), 0,93 (0,89-0,96), 0,81 (0,70-0,88), 0,90 (0,83-0,94) et 0,84 (0,73-0,90). Nous retrouvons une
surexpression cytoplasmique de HuR dans les méningiomes atypiques (grades I vs II : p=0,0007), et une
corrélation inverse entre le score cytoplasmique et la survie sans récidive (p=0,028). L’expression cytoplasmique
de HuR est corrélée positivement avec 1’indice mitotique (p=0,0001), Ki-67 (p=0,0007) et MCM6 (p=0,0009). In
vitro, I'inhibition de HuR (siRNA) entraine une diminution de la croissance cellulaire (p=0,0004) et de la
prolifération (Ki-67, p=0,0004), et une augmentation de I’apoptose (caspase 3 clivée, p=0,002), ces différents
effets étant significativement augmentés en hypoxie. L’inhibition de HuR entraine également une diminution de
SIRT1 en normoxie (p=0,01) et en hypoxie (p=0,0006). Enfin, I’inhibition de HuR entraine une diminution de
HIF-1a en normoxie (p=0,038), et, au contraire, une augmentation de HIF-1a en hypoxie (p=0,024).

Conclusion : En raison de son haut niveau d’expression et d’une nette différence de marquage entre les tumeurs
non récidivantes et les tumeurs récidivantes, MCM6 apparait comme le marqueur le plus efficace pour identifier
les méningiomes a haut risque de récidive. HuR est un marqueur de mauvais pronostic, dont 1’inhibition permet
de diminuer la prolifération cellulaire et d’augmenter 1’apoptose. HuR pourrait étre une cible thérapeutique
potentielle dans les méningiomes non contrdlés par la chirurgie.

MOTS CLES : méningiome, prolifération, MCM6, Ki-67, HuR, hypoxie.

SUMMARY:
Introduction and aims: Meningiomas are in most of cases low grade intracranial tumors. However, relapses are

frequent. Todate, only few prognostic markers are described in the literature. The aim of the first part of this
study is to evaluate the prognostic value of proliferation and cell cycle markers, in a series of 60 meningiomas.
HuR (ELAV-like 1) is a pro-oncogenic protein which can stimulate cell proliferation and survival. In the second
part of this study, we analyze HuR expression in meningiomas, and the effects of HuR inhibition on
proliferation, apoptosis and resistance to hypoxia.

Results: A significant correlation is found between histological grade and mean labeling index for MCM6
(p<0.001), Ki-67 (p<0.001), PHH3 (p<0.001), cyclin D1 (p=0.005), and p53 (p=0.017). Histologic grading and
mitotic index is correlated with progression-free survival (p=0.010 and p=0.020, respectively). The interobserver
agreement coefficients for MCM6, Ki-67, PHH3, cyclin D1, and p53 are, respectively, 0.97 (95% confidence
interval, 0.95-0.98), 0.93 (0.89-0.96), 0.81 (0.70-0.88), 0.90 (0.83-0.94), and 0.84 (0.73-0.90). A significant HuR
cytoplasmic overexpression is present in atypical meningiomas (grades I vs II: p=0.0007), and there is an inverse
correlation between cytoplasmic score and relapse free survival (p=0.028). Cytoplasmic staining for HuR is
positively correlated with mitotic index (p=0.0001), Ki-67 (p=0.0007) and MCM®6 (p=0.0009). In vitro, HuR
inhibition (siRNA) results in decrease of cell growth (p=0.0004) and proliferation (Ki-67, p=0.0004), and
increase of apoptosis (cleaved caspase 3, p=0.002). These effects are significantly increased under hypoxic
conditions. HuR inhibition also decreases SIRT1 expression, under normoxia (p=0.01) and hypoxia (p=0.0006).
Finally, HuR inhibition decreases HIF-l1o under normoxia (p=0.038), but increases HIF-la under hypoxia
(p=0.024).

Conclusion: Because of its strong level of expression and sharp difference in labeling index between indolent
and recurrent tumors, MCM6 is the most efficient marker to identify tumors with a high risk of recurrence. HuR
is a poor prognosis marker. Its inhibition decreases cell proliferation and increases apoptosis. HuR could be a
potential therapeutic target in meningiomas which are not controlled by surgery.

KEYWORDS: meningioma, proliferation, MCM6, Ki-67, HuR, hypoxia.
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