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I. Introduction

Les méningiomes sont les tumeurs primaires du systéme nerveux central (SNC) les plus
fréquentes avec une incidence de 9.51 par 100,000 habitants/an. Ces tumeurs représentent
environ 40% de I’ensemble des tumeurs du SNC et ont un age médian au diagnostic de 67 ans
!, Elles sont majoritairement bénignes et classées en trois grades pronostics (I, II et III) selon

les recommandations de I’OMS.

11 existe une grande diversité au sein des méningiomes qui se traduit par leur classification en
15 sous-types histologiques différents, ainsi que par les nombreux genes impliqués dans leur
pathogenése . Parmi eux, le géne de la neurofibromine de type 2 (NF2) est retrouvé muté,
délété ou les deux, dans 40 a 60% des méningiomes >. De plus, I’inactivation constitutionnelle
de ce gene est responsable de la neurofibromatose de type 2 (NF2) et prédispose a un risque de
développer des méningiomes ’. Ainsi, le role du géne NF2 semble fondamental dans la

pathogenése de ces tumeurs.

Dans une cohorte de 77 méningiomes constituée dans notre laboratoire, nous observons une
grande variabilité des niveaux de transcrit du gene NF2, en I’absence de délétion ou de mutation
du géne, avec, dans certaines tumeurs un taux du transcrit de NF2 bas équivalent a celui des
tumeurs portant une altération génétique de NF2. Suite a cette observation, nous avons émis
I’hypothése d’une diminution épigénétique de NF2 qui entrainerait cette plus faible expression
du geéne. Les deux mécanismes envisagés et étudiés ici sont la méthylation du promoteur et les

micro-ARN comme régulateurs de 1I’expression de NF2.
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II. Meéningiomes

1. Méninges

Les méningiomes sont des tumeurs issues des méninges, trois membranes recouvrant le
SNC. On retrouve a I’extérieur la dure-mere (pachyméninge) plus rigide, puis de maniere
concentrique 1’arachnoide et la pie-mére (leptoméninges) plus souples. La dure-mere est une
méninge de protection composée d’un feuillet externe endostéal constitué d’ostéoblastes,
correspondant au périoste des os craniens sur lesquels il s’appuie, et d’un feuillet interne
méningé riche en fibroblastes. Le feuillet superficiel est adhérent aux parois de la boite
cranienne, tandis que le feuillet profond émet des prolongements formant entre autres la faux
du cerveau et la tente du cervelet. L’arachnoide est une méninge de glissement, composée d’un
feuillet apposé sur la face profonde de la dure-mére, ainsi que de cellules formant les travées
de I’espace sous-arachnoidien. Des invaginations de 1’arachnoide dans les sinus veineux,
appelées villosités arachnoidiennes ou granulations de Pacchionni, permettent la résorption du
liquide cérébro-spinal (LCS) contenu dans 1’espace sous-arachnoidien. Cet espace sépare
I’arachnoide de la pie-mére et permet la circulation du LCS. La pie-mére, quant a elle, épouse
I’ensemble du nevraxe ce qui lui confére un réle de membrane nourriciére du systéme nerveux

(Fig. 1) 3.

A Dure-mére B
& _~— Espace sous-dural
" — Arachnoide
Espace sous- =
: R — Crine
arachnoidien i Lﬂﬂ@r‘.&-::.'r D
__—— Pie-mére & Dure-mére (externe)
]— Sinus sagitts! supereur
Dure-mére (inteme)
I~ Espace sous-dural
Arachnaide
Racine dorsale y Eajieks 2oy
i arachnordien
Nerf spinal Pie-mére

Racine ventrale

Cortex cérébral

Figure 1. Représentation des méninges humaines

A. Spinales B. Cérébrales
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Les méninges se développent tot durant I’embryogeneése, suivant de pres la formation du SNC
et atteignent leur structure adulte dés la fin du premier trimestre. Elles seraient issues a la fois
de I’ectoderme (crétes neurales) et du mésoderme. La partie antérieure de la convexité et de la
base du crane, ainsi que la faux du cerveau et la tente du cervelet seraient issues des crétes
neurales. Quant au mésoderme, il aboutirait aux méninges de la base du crane (excepté la partie

antéro-latérale) et aux parties moyenne et postérieure de la convexité (Fig. 2) '®!1,

B crétes neurales Mésoderme dorsal

Mésoderme para-axial

Figure 2. Représentation schématique de 1’origine embryonnaire des méninges

A. Base du crane B. Convexité C. Faux du cerveau et tente du cervelet *'°

La cellule d’origine des méningiomes est une donnée controversée. Il est rapporté¢ dans la
littérature que ces tumeurs dérivent des cellules des villosités arachnoidiennes. Cependant, une
¢tude francaise rapporte une étiologie probablement mixte entre les cellules de bordures de la
dure-meére et de I’arachnoide, dérivant d’'une méme cellule progénitrice pouvant étre d’origine
mésodermique ou des crétes neurales '!. La Prostaglandin D, Synthetase (PGDS ou B-trace) est
une enzyme sécrétée dans le LCS. L’expression de PGDS a ¢ét¢ montrée comme forte dans les
cellules de bordure arachnoidiennes (ABC), plus faible dans les cellules des villosités
arachnoidiennes et négligeable dans les cellules de bordure de la dure-mere (DBC), les cellules
trabéculaires sous-arachnoidiennes, la pie-meére et le tissu cérébral. Les cellules tumorales de
méningiomes expriment la PGDS contrairement aux autres tumeurs primaires du SNC 2,
D’apres Kalamarides et al., 2011, les méningiomes méningothéliaux seraient issus des ABC
avec une histologie proche des cellules arachnoidiennes et une expression de PGDS. Au
contraire, les méningiomes fibroblastiques seraient issus des DBC avec une histologie proche

de la dure-meére et une absence d’expression de PGDS.
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2. Localisations

Planum Sillon olfactif

sphénoidal Clincide Parasagittal

Intra-ventriculaire Eaux:dicemsal

Convexité

Ailes du
Selle turcique sphénoide
Pétroclival Sinus
caverneux
Angle ponto-

cerebelleux

Foramen Convexité du cervelet

magnum  Tente du cervelet

Figure 3. Représentation des principales localisations intra-criniennes des méningiomes

A. Coupe axiale (base du crane) B. Coupe coronale

Parmi les méningiomes, 85% sont supratentoriels '°.

2.1 Base du crane

Les méningiomes de la base du crane représentent prés de 50% des méningiomes
nécessitant une chirurgie. Mais en raison de leur proximité avec les nerfs craniens, le tronc
cérébral, la moelle spinale ou encore la vascularisation cérébrale, une résection compléte peut
étre difficile. De ce fait, un taux de récurrence élevé (29%) peut étre observé dans ces tumeurs
414 Cependant, ces méningiomes sont fréquemment associés a un sous-type méningothélial, a
des mutations non-NF2 (TRAF7, KLF4, AKTI, SMO, PIK3CA, POLR2A) et donc a un grade |
de ’OMS. Néanmoins, des mutations du géne NF2 sont également retrouvées, en particulier

dans les méningiomes de la fosse postérieure >!>1%,
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2.2 Convexité, Parasagittal et Faux du cerveau

Les méningiomes de la convexité représentent environ 20% des méningiomes et se
développent a partir des méninges recouvrant la convexité des hémispheres cérébraux.

Les méningiomes de la faux représentent environ 9% des méningiomes et se
développent a partir de la faux du cerveau en étant recouverts par le parenchyme cérébral '°.

Les méningiomes parasagittaux représentent environ 20% des méningiomes et se
développent en regard du sinus sagittal supérieur (SSS) 2°. Contrairement aux méningiomes de
la convexité et de la faux pour lesquels une résection compléte est souvent possible, la chirurgie
peut s’avérer délicate pour les parasagittaux en raison de 1’envahissement fréquent du SSS par

ces tumeurs et de leur accolement aux larges veines rejoignant le SSS 2122,

Ces tumeurs sont fréquemment associées a des altérations du géne NF2 et aux sous-types
fibroblastique et transitionnel !>, On y retrouve également des méningiomes de grade II et
III plus fréquemment que dans les méningiomes de la base du crane '>!718, A noter que les
méningiomes de la partie antérieure de la faux sont particulierement liés aux altérations

SMARCBI °.

2.3 Spinaux

Figure 4. IRM du rachis en séquence T1 montrant un méningiome rachidien cervical

A. Sagittal B. Axial %
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Les méningiomes rachidiens sont des tumeurs du rachis se développant a partir de
I’arachnoide, a I’extérieur de la moelle épinicre, et dans la grande majorité des cas en intra-

dural %*

. IIs représentent 1.2 a 12.7% des méningiomes et pres de 25% de toutes les tumeurs de
la moelle spinale. Ces tumeurs sont principalement retrouvées dans la région thoracique (67 a
84%) mais peuvent se développer dans la région cervicale (14 4 27%) et plus rarement lombaire
(2 a 14%) 2. Ces méningiomes sont considérés de meilleur pronostic que les méningiomes
intracraniens avec un plus faible taux de récurrence apres résection (1.3 a 6.4% survenant dans

les 1 a 17 ans post-chirurgie) 2. Généralement, ces méningiomes n’infiltrent pas les tissus sains

et ne métastasent pas 24,

Le sous-type histologique psammomateux est particulierement associé a cette localisation, suivi
en fréquence par le sous-type méningothélial, puis transitionnel 262, Le sous-type dit a cellules
claires est également retrouvé dans les méningiomes du rachis, il est associ¢ a un grade II de
’OMS et a des mutations SMARCE] ?°. Une étude de 2022 a identifié¢ deux autres sous-groupes
moléculaires mutuellement exclusifs parmi les méningiomes rachidiens de grade 1. Le premier
groupe est constitué¢ de tumeurs mutées NF2, avec une prédominance féminine quasi-totale, et
une localisation principalement thoracique. Le second groupe est constitu¢é de tumeurs
présentant la mutation AKT1 p.Glul7Lys isolée, avec une localisation principalement cervicale,
plus précisément du c6té ventral de la moelle spinale. A I’inverse, les tumeurs intracraniennes
AKT1 mutées présentent fréquemment des mutations TRAF7 associées. Par ailleurs, on
retrouve quasi-exclusivement des tumeurs méningothéliales dans le sous-groupe AKTI,
contrairement au sous-groupe NF2 ou les sous-types habituellement associés sont retrouvés,

dont le psammomateux °.

2.4 Intra-ventriculaires

Les méningiomes intra-ventriculaires représentent 0.5 a 5% des méningiomes et se
développent a I’intérieur des ventricules sans présenter d’attache a la dure-mére. Leur
répartition est de 77.8% dans les ventricules latéraux, 15.6% dans le troisiéme ventricule et
6.6% dans le quatrieme ventricule. Avec un age moyen de 44 ans au diagnostic, ces
méningiomes sont retrouveés chez des patients plus jeunes, possiblement en lien avec le fait que
cette localisation est plus fréquente chez les patients atteints de NF2 que dans les cas

sporadiques. Les sous-types fibroblastiques et transitionnels y sont particuliérement représentés
31-34
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2.5 Gaine du nerf optique

Les méningiomes primaires de la gaine du nerf optique représentent environ 1 a 2% des
méningiomes et se développent dans 1’orbite a partir des méninges recouvrant le nerf optique.
Bien que la mortalité associée a ces tumeurs soit tres faible, la compression du nerf et des
vaisseaux cause une ischémie et ainsi fréquemment une cécité. La chirurgie augmentant le
risque de cécité, ’approche thérapeutique de choix pour ces tumeurs est la radiothérapie. A

noter, cette localisation tumorale est plus fréquente chez les patients atteints de NF2 que dans

35,36

les cas sporadiques

Figure 5. IRM cérébrale en séquence T1 avec injection de gadolinium montrant un

méningiome primaire de la gaine du nerf optique droit A. Axial B. Coronal 3°

Les méningiomes de la partie antérieure de la base du crane (sphénoide, suprasellaire, clinoide,
sillons olfactifs principalement) sont parfois désignés sous le nom de méningiomes secondaires

orbitaires, lorsque leur extension entraine une compression du nerf optique 3>,

2.6 En plaque

Les méningiomes en plaque représentent 2 a 9% des méningiomes. Ils s’opposent aux
méningiomes classiques « en masse » par leur extension le long de I’os entrainant fréquemment
une hyperostose et un épaississement dural. Ils sont principalement retrouvés au niveau sphéno-
orbitaire et plus rarement au niveau de la convexité ou d’autres localisations. De par leur forme,

ces tumeurs sont & la fois un challenge diagnostic et chirurgical *’.
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Figure 6. IRM cérébrale en séquence T1 montrant un méningiome en plaque de la convexité

A. Axial B. Sagittal

3. Facteurs de risque

3.1 Age

Les méningiomes ont une incidence croissante avec 1’age. Parmi les tumeurs du SNC
ces tumeurs présentent la plus faible incidence chez les 0-14 ans et la plus importante (20.41
par 100,000 habitants/an) chez les plus de 40 ans !. Cependant, en raison de leur lente
progression asymptomatique et de la fréquence des découvertes incidentes, les méningiomes

pourraient étre des tumeurs plus précoces.

3.2 Hormonaux

Les femmes sont 2.3 fois plus atteintes que les hommes. Ce ratio s’accentue chez les

35-44 ans et, a I’inverse, est proche de 1 chez les moins de 20 ans !

. Etonnamment, une
prédominance masculine est retrouvée dans les méningiomes de grade 11 et III %%, De ce
« sex ratio » découle I’hypothése d’une influence hormonale sur la survenue des méningiomes.
Il a d’ailleurs été décrit une augmentation de la taille de méningiomes chez des patientes suivies,
lors de la puberté, pendant la phase lutéale du cycle menstruel ou encore pendant la grossesse
40 Par ailleurs, une étude sur 3016 méningiomes a mis en évidence une association significative

entre altérations NF2 et patients de sexe masculin, ainsi qu’entre mutations POLR2A ou KLF4

et le sexe féminin .
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Nanda et al., 2016

Magill et al., 2018

Sun et al., 2020

Localisation (%) (%) (%)
Base du crane 69.4 51.5 37.5
Fosse antérieure 38.6 13.7 26.3
Sillon olfactif 7.6 / 6
Sphénoide / Clinoide
/ Tubercule pituitaire 8.1 / 105
Ailes du sphénoide 17.5 / 9.8
Autres 54 / /
Fosse moyenne 11 17.2 1.3
Fosse postérieure 19.9 20.7 9.9
Foramen magnum / / 0.3
Angle ponto- cérébelleux 9 / 7.7
Pétroclival 9.8 / 1.9
Autres 1.1 / /
Convexité 22.3 19.7 21.7
Frontal 10 / /
Pariétal 6.5 / /
Temporal 2.2 / /
Occipital 3.1 / /
Cervelet 0.4 / 0.9
Faux du cerveau et
Tente du cervelet U L8
19
Parasagittal / 16.1
Intra-ventriculaire / / 2
Autres 1.3 9.8 4.8
Nombre total de méningiomes 458 1113 1107

de I’étude

Table 1. Répartition des localisations anatomiques des méningiomes d’apres 3 études
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Plusieurs récepteurs hormonaux sont exprimés dans ces tumeurs. Environ 72% des
méningiomes expriment des récepteurs a la progestérone, qui sont également exprimés dans les
méninges saines. La présence de récepteurs a la progestérone est corrélée a un grade OMS plus
faible et, au contraire, 1’absence de ces récepteurs est corrélée a un taux de récurrence plus
¢levé. Ces récepteurs sont plus fréquemment présents chez les femmes, particuliérement si
enceintes, en post-partum ou sous traitement hormonal *°. Une faible proportion de
méningiomes exprime des récepteurs aux cestrogénes (environ 11%) et sont corrélés a un
pronostic plus péjoratif. Des récepteurs aux androgenes sont également retrouvés dans pres de
la moitié¢ des méningiomes *°. Le récepteur a la somatostatine 2 est décrit comme fortement
exprimé dans 70 a 100% des méningiomes, en faisant un marqueur trés sensible et spécifique

de ces tumeurs 3.

De nombreuses équipes ont étudié la prise d’hormones exogeénes comme facteur de risque de
développer un méningiome. Ces études présentent des résultats discordants concernant un
éventuel lien entre ces tumeurs et une contraception hormonale ou un traitement hormonal de
substitution post-ménopausique *~*7. Par ailleurs, aucun lien entre la grossesse ou un traitement
pour la fertilité et un sur-risque de développer un méningiome n’a été mis en évidence *+*3.
L’acétate de cyprotérone est un progestatif de synthése anti-androgénique utilisé notamment
dans le cancer de la prostate. L’apparition de méningiomes, multiples et de petite taille, est

corrélée a son utilisation, particulierement a la durée du traitement et a la dose cumulative.

Aprés arrét du traitement, une régression des tumeurs a été observée chez 79% des patients *°.

3.3 Radiations

Une tumeur cérébrale induite par irradiation est définie comme survenant dans la zone
irradiée, apres une période de latence suffisante, avec un type histologique différent de la tumeur
d’origine et en I’absence d’une maladie génétique prédisposant aux cancers de type
neurofibromatose par exemple. Les méningiomes sont les tumeurs cérébrales secondaires a une
radiothérapie les plus fréquentes >°. Parmi deux cohortes d’enfants survivants du cancer ayant
été exposés a une radiothérapie cranienne, 6 a 12.4% des patients ont présenté un ou plusieurs

méningiomes avant 1’age de 40 ans "2,
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Les méningiomes induits par irradiation peuvent étre associés a des doses ¢levées (> 30 Gy),
intermédiaires (entre 15 et 30 Gy) ou faibles (< 15 Gy) de radiations. Les doses élevées sont
utilisées dans le traitement des hémopathies malignes, gliomes, médulloblastomes et autres
tumeurs localisées dans le SNC *°. Les doses faibles étaient utilisées comme traitement standard

des teignes du cuir chevelu avant I’introduction de la griséofulvine en 1960 2.

D’apres une méta-analyse de 2017, la période de latence entre la radiothérapie et 1’apparition
du méningiome serait de 22.9 + 11.4 ans. Cette période de latence est plus longue en cas de
faible dose de radiations et plus courte lorsque le méningiome est de grade II1. Par ailleurs, ces
tumeurs radio-induites ont une épidémiologie différente des méningiomes sporadiques, avec un
« sex ratio » de 0.8:1 (femme/homme), un age plus jeune de survenue, une incidence de grade

I1 et 111 plus élevée (31.7%) et une faible incidence de mutations NF2 %3433,

3.4 Génétique

L’occurrence de méningiomes est décrite dans de nombreux syndromes de
prédisposition génétique aux cancers °. Cependant, cette tumeur n’est caractéristique que d’un
faible nombre de ces maladies, ou il est possible d’observer des méningiomes multiples chez

les individus atteints.

La neurofibromatose de type 2 est une maladie autosomique dominante liée & des mutations,
délétions ou translocations impliquant le géne de la neurofibromine 2 et prédisposant a
développer des méningiomes multiples’>’. L’incidence de cette pathologie est de 1 naissance
sur 25,000-33,000 avec une pénétrance de 95% et une symptomatologie se déclarant
généralement vers 1’Age de 20 ans 7. Plus de la moiti¢ des patients présentent une altération
de novo. Prés de 30% sont en mosaique. La perte d’expression de ce géne suppresseur de tumeur
est responsable de néoplasies du systéme nerveux comme les schwannomes vestibulaires (90%,
souvent bilatéraux) ou bien périphériques (70%), les méningiomes intra-craniens ou spinaux
(50-80%) et les épendymomes (30%) 78, Suivant le modéle de Knudson, un second « hit » sur
NF?2 (perte d’hétérozygotie ou seconde mutation en trans) aboutirait a I’inactivation de 1’all¢le
sain et au développement de ces tumeurs %3°, Paradoxalement, les neurofibromes ne font pas
partie des 1ésions retrouvées dans la NF2. Ainsi, d’aprés un consensus international de 2022, le
terme de « schwannomatose liée a NF2 » devrait étre préféré. Par ailleurs, une corrélation

génotype-phénotype est observée dans cette pathologie. Les variants tronquants présentent un
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phénotype sévere, notamment dans les exons 2 a 13, avec une perte de 1’audition plus jeune et
une espérance de vie plus courte. Les variants faux-sens, altérant 1’épissage ou en mosaique
présentent quant a eux un phénotype intermédiaire. Enfin, les variants en mosaique somatique
sont de meilleur pronostic mais ne peuvent étre formellement identifiés qu’aprés analyse de
deux prélévements tumoraux distincts >’. En dehors de la NF2, les contextes de méningiomes

multiples familiaux sont rares.

Les principaux diagnostics différentiels de la NF2 sont les autres types de schwannomatoses,
dont celle liée & SMARCBI et celle liée a LZTRI 8. Par ailleurs, ces trois génes sont localisés
sur le bras long du chromosome 22 (Fig. 7) . Ainsi, les délétions 22q, fréquentes dans les
méningiomes, peuvent entrainer une perte de fonction de ces trois geénes simultanément. De
cette observation, un mode¢le en 3 éveénements (altération germinale, puis altération de NF2 en
cis et perte d’hétérozygotie du 22q) et 4 « hits » (altération germinale SMARCBI ou LZTRI,
altération NF2 en cis, perte d’hétérozygotie SMARCBI ou LZTR1, perte d’hétérozygotie NF2)

est proposé pour expliquer la tumorigenése dans ces schwannomatoses (Fig. 8) 386!,

La schwannomatose liée a SMARCBI a une pénétrance d’environ 40 a 50%. Un sur-risque de
méningiomes existe parmi les patients atteints. Environ 5% développent un ou plusieurs
méningiomes, particuliérement au niveau de la faux du cerveau ®>®. En revanche, la
schwannomatose liée a LZTRI ne cause a priori pas de méningiomes ®2. Il faut noter que
I’interprétation des variants SMARCBI est particulierement complexe du fait des multiples
pathologies pouvant étre engendrées. Les larges délétions et variants tronquants affectant les
exons 2 2 9 du geéne prédisposent principalement aux tumeurs rhabdoides. Les variants faux-
sens en 3’ peuvent causer le syndrome de Coffin-Siris responsable d'une déficience
intellectuelle, d'un retard de développement. Enfin, la schwannomatose lice 8 SMARCBI est
principalement due a des variants non-tronquants situés aux extrémités du geéne ainsi qu’a ce
variant ¢.*82C>T en 3’UTR %. De rares cas sont décrits dans la littérature rapportant une co-

occurrence de ces lésions chez certains patients %,

Les altérations constitutionnelles de SMARCEI sont décrites comme prédisposant au
développement de méningiomes. Dans un premier temps, la description faite de ce syndrome
faisait état de méningiomes spinaux, cependant des méningiomes intracraniens sont également
retrouvés dans ces familles. Par ailleurs, ces méningiomes présentent un sous-type histologique

a cellules claires caractéristique et ainsi un grade II de I’OMS 2°-6,
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Figure 8. Modéle de tumorigenése en 3 événements et 4 hits de SMARCBI %°

Les génes SUFU et BAP1 ont également été rapportés comme impliqués dans des cas familiaux
de méningiomes ®"%®. Certains autres syndromes de prédisposition aux cancers sont décrits
comme pouvant entrainer le développement de méningiomes chez les patients atteints. Parmi
les génes impliqués, TP53, MENI, PTCHI ou encore PTEN sont retrouvés dans la littérature °.
Cependant, les méningiomes ne font pas partie du spectre clinique caractéristique de ces

syndromes.

4. Diagnostic

4.1 Clinique

Les méningiomes sont des tumeurs généralement non infiltrantes et de croissance lente.
Ainsi, I’apparition des symptomes peut étre insidieuse. Le diagnostic est parfois fait de maniére

fortuite lors d’un examen d’imagerie.

Les symptomes dus aux méningiomes sont aspécifiques et dépendent de la localisation de la
tumeur. Par exemple, 1’effet de masse peut provoquer une hypertension intracranienne et par
conséquent des céphalées. Les méningiomes de la gaine du nerf optique ou de la partie
antérieure de la base du crane peuvent provoquer des troubles de la vision, voire une cécité, par
compression du nerf optique. Une crise d’épilepsie inaugurale, des déficits neurologiques
focaux, des troubles des fonctions supérieures ou des manifestations psychiatriques a titre de

dépression ou de démence sont également rencontrés %
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4.2 Imagerie

4.2.1 Imagerie par résonance magnétique (IRM)

Figure 9. IRM cérébrale d’un méningiome

A. Coupe coronale séquence T1 injectée (homogene, hyperintense)
B. Coupe sagittale séquence T1 (homogene, isointense)
C. Coupe axiale séquence T2 (homogene, discrétement hyperintense) 7°

L’IRM est la technique de choix pour I’imagerie cérébrale. En pondération T1 les
méningiomes apparaissent légérement hypointenses ou isointenses, mais se rehaussent
fortement et de maniere homogeéne apres prise de contraste au Gadolinium. En pondération T2

et FLAIR, ils apparaissent discrétement a fortement hyperintense 7°.

Figure 10. IRM cérébrale de méningiomes

A. Coupe coronale séquence T1 injectée avec cedéme péri-tumoral
B. Coupe coronale séquence T1 injectée avec épaississement dural (queue durale) 7
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On peut notamment visualiser 1’cedéme péri-tumoral a I’'IRM (Fig. 10-A). Cet cedéme est le
plus souvent retrouvé dans les sous-types histologiques sécrétoires, angiomateux et micro-
kystiques. Il peut entrainer une augmentation du volume cérébral donc de la pression

intracranienne. Le traitement de cette complication est ’administration de corticoides "7,

Un autre signe visualisable a I’imagerie est la queue durale (Fig. 10-B). C’est un épaississement

de la dure-meére au contact du méningiome, particulierement visible apres contraste.

4.2.2 %Ga-DOTATOC

Le %Ga-DOTA-TOC est une technique d’imagerie par tomographie par émission de
positons (TEP). Le principe étant de coupler du Gallium 68, chélaté par une molécule de
tétraxétane (DOTA), a de I’octréotide qui est un analogue de la somatostatine. L’octréotide se
liant aux récepteurs a la somatostatine (SSTR), cette technique permet la visualisation de tissus
exprimant spécifiquement ces récepteurs. Les méningiomes exprimant le SSTR2, cette TEP est
utile pour leur diagnostic et pour leur suivi post-thérapeutique. A noter que I’hypophyse
exprime ¢également ces récepteurs, tout comme les tumeurs neuro-endocrines. Ainsi,

I’interprétation de cette TEP doit se faire avec prudence -7
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Figure 11. Structure du ®*Ga-DOTA-TOC 73
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4.3 Histologie

Méningiomes

Chordoide .
ou Anaplasique
Autres sous-types Cellules claires etfou
sans critéres de etlou Mutation pTERT

3 critéres mineurs d’atypie @il
gradzs;nltl e etiou typ Délétion homozygote

< 4 mitoses / 1,6 mm2 Infiltration non-équivoque du CDKN2a et/ou CDKN2b

parenchyme cérébral i
etfou 2 20 mitoses / 1,6 mm2

4 a 19 mitoses / 1,6 mm2

Figure 12. Algorithme de classification des méningiomes adapté de la Classification of

Tumors of the Central Nervous System 5" Edition, World Health Organization, 2021

L’histologie des méningiomes présente une grande diversité avec 15 sous-types décrits.
Cependant, depuis la classification OMS 2021 les méningiomes sont considérés comme une
seule et méme entité, divisée en 3 grades pronostics sur des critéres histo-moléculaires (Fig.
12). Ces tumeurs sont majoritairement bénignes avec environ 80.1% de grade I, 18.3% de grade
I1 et 1.5% de grade I11 !. Ces grades sont associés respectivement a des taux de récidives de 7 a
25% pour les grade I, 30 a 50% pour les grade II et 50 a 100% pour les grade III. A noter que
ces taux de récidive peuvent €tre influencés par 1’étendue de résection chirurgicale, compléte
ou non, dépendant souvent de la localisation de la tumeur. Les méningiomes malins, de grade

111, présentent un particuliérement mauvais pronostic avec une survie médiane de 1.5 ans '°.

Tout d’abord le diagnostic est posé sur 1’histologie. Certains points communs morphologiques
contribuent au diagnostic histologique de méningiome, comme les enroulements de cellules
tumorales, les psammomes (corps sphériques faits de lamelles calcifiées) et les inclusions
intranucléaires (invaginations cytoplasmiques blanches intranucléaires) (Fig. 13). Des
marquages immuno-histochimiques peuvent tre réalisés pour confirmer le diagnostic, comme
le marquage des récepteurs a la progestérone ou des récepteurs a la somatostatine 2 (SSTR2)
qui sont positifs dans la grande majorité des méningiomes. Généralement, I’antigéne épithélial
membranaire (EMA) marque également ces cellules. Le Ki67 permet quant a lui d’évaluer le

caractere prolifératif de la tumeur.
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Figure 13. A. Enroulements B. Invaginations intranucléaires C. Psammomes >

Le principal critére permettant le grading des méningiomes est 1’index mitotique. Cet index
représente le nombre de mitoses observées sur 10 champs a fort grossissement et refléte le
caractere prolifératif de la tumeur. Cet index mitotique permet de classer la tumeur en grade II

ou III selon sa valeur (Fig. 12).

A noter que la perte compléte de la triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3)
en IHC est décrite comme un facteur prédictif de mauvais pronostic. Cependant, ce marquage

est fréquemment ambigu, rendant son évaluation difficile en pratique ".

Certains sous-types histologiques comme les sous-types chordoide, atypique ou a cellules
claires permettent de classer la tumeur en grade II en raison d’un risque de récidive évalué plus
¢levé dans ces sous-types. Quant au sous-type anaplasique, il est signe de malignité et associé

au grade III (Fig. 12).

L’envahissement du parenchyme cérébral par des cellules tumorales est aujourd’hui un critére

controversé mais permet la classification de la tumeur en grade II d’aprés I’OMS 2021.
Enfin, I’introduction de critéres moléculaires a la classification OMS 2021 est la grande

nouveauté dans les méningiomes avec les délétions homozygotes CDKN2A/B et les mutations

du promoteur de TERT classant maintenant en grade III (Fig. 12).
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Histologie Proportions (%)

Méningothélial 41.2
Fibroblastique 12.6
Transitionnel 16.5
Psammomateux 2.9
Angiomateux 2.2
Microkystique 3.8
Sécrétoire 3.8
Riche en lympho-plasmocytes 0.2
Meétaplasique 0.3
Chordoide 0.7
Cellules claires 0.4
Papillaire 0.1
Rhabdoide 0.2
Atypique 13.8
Anaplasique 1.4

Table 2. Répartition des sous-types histologiques dans une cohorte de 1970 méningiomes

d’aprés Youngblood et al., ] Neurosurg 2019

4.3.1 Méningothélial

Sous-type le plus fréquent parmi les méningiomes *!. Architecture organisée en lobules
séparés par de fins septas de collagéne. Morphologie de pseudo-syncytium due aux membranes
cellulaires difficilement discernables en microscopie. Cellules monomorphes avec un
cytoplasme €osinophile abondant (Fig. 14). Des mutations AKT1, TRAF7, SMO et PIK3CA sont
le plus souvent identifiées. Ces méningiomes sont plus fréquemment retrouvés a la base du
crane que les autres sous-types, particuliérement si associ€s a ces mutations. Par ailleurs, les

mutations NF2 sont rares dans ce sous-type histologique 2.
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4.3.2 Fibroblastique

Cellules fusiformes disposées en paralléles ou entrelacées dans une matrice riche en
collagene (Fig. 14). Ces méningiomes présentent typiquement des mutations NF2,
fréquemment associées a une perte d’hétérozygotie par délétion 22q. Ils sont principalement

localisés au niveau de la convexité.

4.3.3 Transitionnel

\

Association de motifs méningothéliaux lobulaires a des motifs fibroblastiques
fasciculaires, d’ou la dénomination « transitionnel ». Ils partagent avec le sous-type
fibroblastique la fréquence des mutations NF2 et des délétions 22q. Ils sont principalement

localisés au niveau de la convexité.

4.3.4 Psammomateux

Dans ce sous-type les psammomes sont prédominants (Fig. 15). Le tissu non calcifié se
rapproche histologiquement des sous-types fibroblastique et transitionnel, de méme pour le
profil génétique avec des mutations de NF2 et des délétions 22q. L’étage thoracique du rachis

est une localisation fréquente de ce sous-type de méningiomes.

Figure 14. Coupes de méningiomes en coloration HE

A. Méningothélial > B. Fibroblastique
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Figure 15. Coupes de méningiomes en coloration HE

A. Psammomateux? B. Angiomateux

4.3.5 Angiomateux

Présence de vaisseaux sanguins prédominant sur les cellules tumorales (Fig. 15). Une
morphologie microkystique ou métaplasique peut Etre retrouvée parmi les cellules
méningiomateuses. Le gain du chromosome 5 est également une anomalie partagée avec ces
deux autres sous-types. Un cedéme cérébral est fréquemment retrouvé, tout comme dans les

sous-types sécrétoire et microkystique.

4.3.6 Riche en lympho-plasmocytes

Rare sous-type ou un infiltrat inflammatoire prédomine sur le contingent tumoral.
Malgré son nom, le contingent lymphoide peut étre faible avec une prédominance de

macrophages.

4.3.7 Meétaplasique

Présentent une différentiation mésenchymateuse de type myxoide, lipomateuse,
osseuse, ou encore combinée, qui peut étre focale ou bien étendue au niveau de la tumeur. Cette
morphologie peut étre retrouvée en association avec une morphologie angiomateuse ou

microkystique.
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4.3.8 Microkystique

En histologie, les cellules tumorales présentent de fines expansions tissant une pseudo-
toile au sein du tissu, formant des microkystes (Fig. 16). Un gain du chromosome 5 et un cedéme

cérébral sont fréquemment retrouvés.

Figure 16. Coupe de méningiome microkystique en coloration HE

4.3.9 Sécrétoire

Figure 17. Coupes de méningiome sécrétoire

A. Coloration HE
B. IHC Pancytokératine
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On peut observer des formations pseudo-glandulaires remplies par des pseudo-
psammomes, qui sont des sécrétions éosinophiles (Fig. 17 A. fleches). A noter que ces
sécrétions prennent les marquages épithéliaux comme les cytokératines, a ne pas confondre
avec une métastase d’adénocarcinome (Fig. 17 B.). L’association d’une mutation du geéne
TRAF7 avec la mutation p.Lys409GIn du gene KLF4 caractérise ce sous-type, bien que dans de
rares cas seule la mutation KLF4 peut étre retrouvée. Un cedéme péri-tumoral est fréquemment

associé.

4.3.10 Chordoide

Présence de petites cellules épithélioides disposées en cordons ou trabécules au sein
d’une matrice riche en mucine (Fig. 18). Aucune altération génétique n’a pu étre attribuée a ce
sous-type a ce jour. Il est considéré comme un grade Il de I’OMS en raison d’un taux de récidive
similaire au sous-type atypique. A noter que cette histologie doit faire évoquer un diagnostic

différentiel de chordome ou bien de gliome chordoide.

Figure 18. Coupes de méningiome chordoide en coloration HE
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4.3.11 Papillaire

A T’histologie on peut noter la présence d’un agencement pseudo-papillaire des cellules
autour des vaisseaux qui peut faire penser aux pseudo-rosettes identifiées dans les
épendymomes (Fig. 20 A. fleches). On peut retrouver des cellules de morphologie rhabdoide
arrangées de manicre papillaire. En effet ces deux sous-types semblent liés et sont tous deux
associés a des altérations des génes PBRM1 et BAPI. La seule présence de cette architecture

papillaire ne suffit plus a classer en grade III de ’OMS 2021.

4.3.12 Rhabdoide

Présence de cellules de tailles moyennes a grandes présentant un noyau excentré et
nucléolé, ainsi que des inclusions €osinophiles paranucléaires (Fig. 20 B.) Ce sous-type a été
décrit comme associ¢ a des méningiomes agressifs. Cependant, une étude a montré que la
classification OMS parvenait a attribuer un grade pronostic plus juste a ces méningiomes
rhabdoides, que leur classification en grade I1I uniquement basée sur le sous-type (OMS 2016).
Ainsi la morphologie rhabdoide n’est plus un critére de classification OMS 2021. Toutefois,

une vigilance particuliére vis-a-vis de ces méningiomes est recommandée et une

immunohistochimie BAP1 peut étre utilisée.
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4.3.13 Cellules claires

Présence de cellules a cytoplasme clair, riche en glycogeéne. On retrouve également du

collagene interstitiel et péri-vasculaire (Fig. 19). Les localisations ponto-cérébelleuses et

spinales, notamment au niveau de la cauda equina, sont les plus fréquentes. Les patients sont

¢galement plus jeunes. Ce sous-type est considéré grade II de ’OMS en raison d’un taux de

récidive élevé. 1l est associé aux mutations SMARCE.
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Figure 19. Coupe de méningiome a cellules claires en coloration HE

4.3.14 Atypique

D¢éfini par trois critéres d’atypie sur cinq ; soit une hypercellularité, de petites cellules

avec un haut rapport nucléo-cytoplasmique, un nucléole proéminent, des foyers de nécrose ou

une perte de I’architecture lobulaire i.e. « sheeting ».

Figure 21. Coupe de méningiome atypique en coloration HE, on peut noter une

hypercellularité ainsi que des foyers de petites cellules a haut rapport N/C




4.3.15 Anaplasique

Ces méningiomes présentent une morphologie maligne avec un index mitotique élevé.
Ils peuvent étre difficile a identifier comme des méningiomes en raison d’une faible

différenciation ou bien d’un aspect de carcinome, de sarcome ou encore de mélanome.

5. Profil moléculaire

A Dinstar de la grande diversité histologique rencontrée dans les méningiomes, de
nombreux genes sont impliqués dans la pathogenése des méningiomes (Fig. 22, Tab. 4). Bien
que des corrélations soient décrites entre les localisations tumorales, I’histologie et ces genes,

peu d’entre elles sont strictes 47>,

ARIDIA
PpIERT
KLF4
CDKN2A/B
NF2 S
40-60% PIK3RI TRAF7
PBRM] 15-30%
BAPI AKT3
PIK3CA
SMARCB1 =
5% POLR2A
6%
YAPI
fusion SM O

1-5%

SUFU<1%
PTCHI <1%

Figure 22. Représentation graphique du paysage mutationnel des méningiomes

Taille des cercles proportionnelle a la fréquence parmi les méningiomes

Cooccurrences représentées par un chevauchement de cercles
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5.1 NF2

Le géne NF?2 est situé sur le bras long du chromosome 22 (22q12) et contient 17 exons.
Il code pour deux isoformes principaux de la protéine moesin-ezrin-radixin-like protein (Merlin
¢galement connue sous les noms de neurofibromine 2 ou schwannomine). L’isoforme 1 est le
principal, constitué de 595 acides aminés, il présente un épissage ne retenant pas I’exon 16.
L’isoforme 2 contient 590 acides aminés dont I’exon 16 mais présente un C-terminal tronqué.

Ces deux isoformes auraient un effet suppresseur de tumeur 7%,

5.1.1 Role physiologique

Merlin fait partie de la famille de protéine FERM (4.1, ezrin, radixin, moesin) et présente
ainsi un domaine FERM en N-terminal, suivi d’un domaine a-hélice puis d’'un domaine C-
terminal (Fig. 23). Cependant, contrairement aux autres protéines de cette famille, elle ne
présente pas de site de liaison a I’actine en C-terminal mais uniquement en N-terminal. En effet,
le role de ces protéines est de lier les récepteurs membranaires a I’actine du cytosquelette.
Classiquement ces protéines sont dans un état inactif en conformation fermée, lorsque leurs
extrémités N-term et C-term sont associées. La phosphorylation d’un résidu en C-term leur
permet alors de passer en conformation ouverte et de lier 1’actine et d’autres protéines

membranaires.

Pour Merlin la phosphorylation a lieu sur la Sérine 518 de son C-term et, au contraire, provoque
son inactivation. La p-21 activated kinase (PAK) et la protéine kinase A (PKA) sont décrites
comme phosphorylant Merlin sur ce résidu, la myosin phosphatase MYPT1-PP19 est décrite
comme déphosphorylant Merlin sur ce résidu et donc la réactive. A noter que des variants faux-
sens de cette S518 sont décrits comme inactivant la protéine. En revanche, des études récentes
ont montré que cette phosphorylation n’entrainerait pas un passage vers une conformation
ouverte de la protéine comme pour les autres protéines FERM. Le role de la conformation de

Merlin dans ses interactions intracellulaires reste a élucider 7078,

FERM Coiled-Coil
117 98 112 212220 311

Subdomain A . Subdomalin B Subdamaln C -
Exon[ 1 | 2 | 3 [4]5]6]7] 8 [9[10] 11 ] 12 T[13 1 14 |

Figure 23. Représentation de la protéine Merlin 7°
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Merlin est une protéine d’échafaudage permettant la transduction du signal entre des récepteurs
transmembranaires, le cytosquelette, des effecteurs intra-cytoplasmiques et intra-nucléaires via
différentes voies entrainant la survie et la prolifération cellulaire. Comme nous allons le voir,

un de ses roles prépondérants se situe dans I’inhibition de contact cellulaire 7678,

Récepteurs membranaires et RhoGTPases

Le CD44 est une glycoprotéine de surface impliquée dans I’interaction cellules - cellules
et cellules - matrice extracellulaire (MEC), notamment via son réle de récepteur de 1’acide
hyaluronique. Sa liaison a I’acide hyaluronique de la MEC provoque une activation GTP
dépendante de RACI1 via TIAMI1. Merlin dans sa forme active inhiberait la liaison CD44-acide
hyaluronique en se liant directement au CD44 et régulerait négativement sa signalisation en
aval en inhibant le recrutement de RAC1 a la membrane. Cette voie de signalisation aboutit a
I’activation de la PAK qui, en plus de phosphoryler Merlin pour la rendre inactive, permet la
levée de I’inhibition de contact en augmentant la prolifération via Aurora A et en jouant sur
I’activité du cytosquelette via les kinases LIM (LIMK). A noter que cette voie peut également
étre activée par la reconnaissance de laminine-1 de la MEC par les intégrines aboutissant a
I’activation de PAK et a I’inhibition de NF2. En résumé, cette voie de signalisation médiée par
la famille des RhoGTPases aboutit a une levée de 1’inhibition de contact cellulaire mais est
régulée négativement par Merlin a plusieurs niveaux. Cependant, une inactivation de NF2
entrainerait une activation constitutive de cette voie via RACI1/PAK et aboutirait a une

prolifération cellulaire ainsi qu’a des anomalies du cytosquelette (Fig. 24) 7678,

Merlin impacterait également d’autres voies de signalisation en raison de son interaction avec
de nombreux récepteurs membranaires. Elle aurait un réle dans la diminution de 1’expression
de récepteurs tyrosine kinase (RTK) membranaires comme ERBB2/ERBB3. A I’inverse, une
fois activés, ces derniers permettent une activation de la PKA qui phosphoryle et ainsi inactive

Merlin.

Elle aurait également une action régulatrice négative indirecte de la voie RAS. Premi¢rement
en inhibant la liaison de SRC a son RTK, ce qui inhibe son action promotrice de la voie RAS
et de la kinase d’adhésion focale (FAK). Mais également en bloquant indirectement I’action du

complexe RAS en inhibant son assemblage a la protéine SOS 7678,
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Figure 24. Représentation des interactions de la protéine Merlin avec différents récepteurs

membranaires et RhoGTPases 78
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Figure 25. Représentation des interactions de Merlin avec la voie PI3K/AKT/mTOR 78
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Cette voie de signalisation semble étre un ¢élément central de la pathogenese des
méningiomes. Les altérations génétiques spécifiques a cette voie seront détaillées par la suite,
cependant Merlin joue un role dans sa régulation. En effet, la protéine NF2 dans sa forme
activée inhibe PI3K via I’inactivation de la phosphatidylinositol 3-kinase enhancer-L (PIKE-
L). Par ailleurs, Merlin inhiberait également mTORCI. De plus, il a été décrit que AKT
phosphorylerait Merlin sur sa Thréonine 230 et sa Sérine 315, aboutissant a une diminution de
sa capacité de liaison a PIKE-L, comme un rétrocontrdle. Au total, une inactivation de Merlin
aboutirait a une activation constitutive de la voie PI3K/AKT/mTOR et a la prolifération

cellulaire (Fig. 25) 75778,
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Figure 26. Représentation de la voie de signalisation Hippo 7

La voie Hippo est une voie de signalisation conservée, décrite pour la premiére fois chez
la Drosophila melanogaster. L’ objectif de cette voie est de limiter la taille des organes durant
le développement. Pour cela elle régule la prolifération et 1’apoptose, elle est donc étroitement
liée a I’inhibition de contact cellulaire. De ce fait, cette voie et ses composants présentent un
effet suppresseur de tumeur. La voie Hippo est constituée d une cascade de kinases commengant

avec la phosphorylation de macrophage-stimulating 1/2 (MST1/2) qui phosphoryle a son tour
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large tumor suppressor 1/2 (LATS1/2). Ces derniéres permettent la phosphorylation des
coactivateurs transcriptionnels YAP/TAZ qui seront alors séquestrés dans le cytoplasme, liés a
la protéine 14-3-3, ou bien dégradés. En 1’absence d’activation de cette voie, YAP/TAZ non
phosphorylés sont localisés dans le noyau et se lient aux transcriptional enhanced associated
domains (TEADs) leur permettant d’induire I’expression de génes cibles. Dans le cas contraire,
le vestigial-like protein 4 (VGLLA4) se lie a ces régions TEAD et inhibe 1’expression génique
(Fig. 26) 7577,

La protéine NF2 intervient dans la régulation de la voie Hippo au niveau de la membrane
cellulaire. Premi¢rement, elle recrute LATS1/2 au niveau de la membrane permettant sa
phosphorylation par MST1/2. De plus, elle se lie a I’Angiomotine (AMOT) au niveau des
jonctions serrées, entrainant une inhibition de la voie de signalisation RAC1-PAK. A noter que
cette AMOT permet €galement le recrutement et 1’activation de LATS1/2 par MST1/2 au niveau
de ces jonctions serrées et ainsi 1’inhibition de YAP/TAZ. Enfin, au niveau des jonctions
adhérentes ou I’E-cadhérine permettrait la promotion de la voie Hippo, Merlin interagirait avec
la B-caténine en inhibant sa translocation nucléaire et donc la voie de signalisation Wnt. L’a-
caténine interagirait quant a elle a la fois avec Merlin et avec la protéine 14-3-3 permettant de
séquestrer YAP/TAZ phosphorylés en dehors du noyau. En somme, la voie Hippo et NF2 sont
fortement impliquées dans les mécanismes de contact intercellulaire et du cytosquelette. En
effet, des facteurs mécaniques comme 1’étirement, la densité cellulaire ou la géométrie des

cellules ont également montré une influence sur I’activité de YAP/TAZ (Fig. 27) "¢,
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Figure 27. Représentation des roles de Merlin dans la régulation de la voie Hippo 7°

42
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Figure 28. Représentation de la conformation de I’E3 ubiquitine ligase CRI4PCAF! 80

Merlin régule également la voie Hippo au niveau nucléaire. CRL4PCAF! est une E3 ubiquitine
ligase de la famille des cullin-4-based RING-type (CRL4) dont I’unité de reconnaissance des
substrats a ubiquitinyler est le DDBI1 and Cul4-Associated Factor 1 (DCAF1) (Fig. 28). A

travers sa fonction d’ubiquitinylation, CRL4PCAF!

régule la prolifération cellulaire, la survie et
la réparation de I’ADN en agissant sur de nombreuses protéines comme les histones, les
histones désacétylases (HDAC), RAGI1 ou encore les enzymes TET. LATS1/2 font également
partie des substrats de cette ubiquitine ligase. Ainsi, CRL4P“AT! entrainerait une poly/oligo-
ubiquitinylation de LATS1/2 responsable de la dégradation de LATS1 par le protéasome,
I’inhibition de ’activité kinase de LATS2, et par conséquent 1’absence de phosphorylation de
YAP/TAZ. CRL4PAF! rgoulerait donc négativement la voie Hippo. Cependant, Merlin se lie a
CRL4PCAF! dans le noyau et inhibe son action. Au total, Merlin exercerait son role suppresseur
de tumeur également au niveau nucléaire en restaurant la voie Hippo et en inhibant les autres
fonctions proto-oncogéniques de CRL4P“AF! A noter que plusieurs mutations faux-sens du

gene NF2 sont décrites comme diminuant la liaison ou I’effet inhibiteur de la liaison de Merlin

a DCAF1 (Fig. 27) 767880,
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5.1.2 Rdle dans les méningiomes sporadiques

Le geéne suppresseur de tumeurs NF2 est le géne le plus fréquemment impliqué dans les
méningiomes. Il est altéré dans 40 a 60% des méningiomes >%. Les variants rencontrés sont
principalement des délétions du bras long du chromosome 22 (co-délétant ainsi potentiellement
d’autres genes suppresseurs de tumeur comme SMARCBI ou CHEK?) mais également des
variants tronquants (non-sens 44% ou frameshift 29%) ou d’épissage (24%), aboutissant dans

tous les cas a une perte de fonction du géne >8!.

Les altérations de NF2 et des autres principaux genes drivers impliqués dans les méningiomes
sont considérées mutuellement exclusives a I’exception de SMARCBI pouvant étre
concomitantes avec des variations de NF2 ®2. Outre les co-délétions NF2/SMARCBI, environ
6.4% des méningiomes NF2-mutés présentent une co-mutation NF2/SMARCBI. De plus, 70%
de ces tumeurs présentant une co-mutation NF2/SMARCBI sont localisées au niveau antérieur

de la faux du cerveau contre seulement 16% des méningiomes uniquement NF2-mutés *.

Les tumeurs NF2-déficientes présentent une association avec le sexe masculin supérieure a celle

attendue compte tenu du sexe ratio, ce qui est intéressant si I’on prend en considération que les
r . . . r r . 41

méningiomes agressifs sont sur-représentés dans ces deux populations *'. En effet, les sous-

types atypiques et anaplasiques sont particuliérement associés a NF2 avec 80% des

méningiomes de grade I et III présentant une altération NF2 4. Par ailleurs, ces méningiomes

de haut-grade présentent fréquemment une instabilité chromosomique associée ®!.

Les altérations de NF2 sont associées aux sous-types histologiques fibroblastique, transitionnel
et psammomateux, ce dernier étant particuliérement retrouvé dans les méningiomes rachidiens.
Les localisations fréquemment associées sont le rachis et les méningiomes intracraniens de la
convexité, de la faux du cerveau, parasagittaux et du cervelet (Fig 29). Ces tumeurs NF2-
déficientes sont moins fréquemment retrouvées a la base du crane, et lorsqu’elles le sont, elles
se manifestent principalement au niveau de la fosse postérieure >4,

D’apres une étude de Okano et al., 2021 les méningiomes seraient reliés a différentes origines
embryonnaires. Les méningiomes NF2-déficients se développeraient a partir des méninges
dérivant des crétes neurales pour la faux et du mésoderme dorsal pour la fosse postérieure. En

opposition, les méningiomes NF2-intact proviendraient des méninges dérivant du mésoderme

para-axial et seraient associés a une localisation plus centrale dans la base du crane °.
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Figure 29. Représentation des principales localisations de méningiomes NF2-déficients

A. Sagittal B. Axial (convexité) C. Axial (base du crane) *

5.2 Fusions YAP!

Des fusions du geéne Yes associated protein 1 (YAP1) sont décrites dans de rares tumeurs
comme les épendymomes ou encore les hémangio-endothéliomes épithélioides. Récemment,
des fusions impliquant ce geéne ont ét¢é mises en évidence dans de rares méningiomes
pédiatriques et du jeune adulte. Au total, 11 cas ont été rapportés dans la littérature chez des
patients d’ages allant de moins d’1 an a 20 ans. Les fusions retrouvées chez ces patients étaient
YAPI::MAML2 chez 7 patients, YAPI::FAMII8B chez 2 patients, YAPI::PYGOI et
YAPI::LMOI chez un patient chacune. A noter que ces fusions ont été retrouvées dans des
tumeurs NF2 wild-type et sans autres altérations moléculaires notables. Le fait qu’elles
surexpriment YAP1 tout comme les méningiomes NF2 déficients laisse penser que ces fusions

seraient un moyen alternatif d’oncogenése via la voie de signalisation Hippo 53-8,

Les fusions YAP1::MAML?2 et YAPI::FAM118B ayant ét¢ décrites dans les épendymomes, la
question d’un diagnostic erroné pourrait se poser. Cependant, les caractéristiques histologiques
de ces tumeurs s’apparentaient aux méningiomes et les données de méthylome ont montré que

ces méningiomes avec fusion YAPI clusterisent parmi les méningiomes et non parmi les

épendymomes avec fusion YAP] 8386,
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Figure 30. Représentation de la dysrégulation de 1’activité de Y4P! sur la transcription lors de

fusions impliquant YAP1 ¥

Les fusions YAP1 ont pour point commun la conservation du domaine de liaison aux TEADs
(N-terminal) et la perte du résidu S397 qui est un site de phosphorylation jouant un role
important dans la dégradation cytoplasmique de YAPI. Ainsi, I’absence de ce résidu S397
permet a YAP1 d’échapper a sa régulation par la voie Hippo et permet sa translocation nucléaire
ou il se lie aux TEADs via son site de liaison. Le partenaire de translocation joue également un
role important dans I’ancrage de la protéine dans le noyau via des séquences de localisation
nucléaire. Ces protéines de fusion ont donc une localisation nucléaire constitutive qui permet

une activation constante de la transcription médiée par YAP1 (Fig. 30) 3%,

5.3 Complexes switch/sucrose non-fermentable (SWI/SNF)

Les complexes SWI/SNF ont pour rdle principal le remodelage de la chromatine et sont
ainsi impliqués dans la régulation transcriptionnelle des génes. Via leur activité ATPase ils sont
capables de déplacer les nucléosomes et ainsi de modifier I’état de compaction de la chromatine.
Ces complexes sont principalement localisés proches d’enhancers et de promoteurs, notamment
en présence d’histones H3K27 acétylées, donc dans un contexte de transcription active avec
une chromatine décondensée, permettant la fixation de facteurs de transcription (Fig. 31). Ils
présentent également un réle dans la réparation de I’ADN (recombinaison homologue, non-

homologue et réparation par excision de nucléotides) et dans la cohésion centromérique,
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cruciale pour la ségrégation chromosomique. Par ailleurs, les génes codants pour les sous-unités

des complexes SWI/SNF sont retrouvés mutés dans 25% des cancers °%2,

Nucleosome

” :
),
Promoter

Figure 31. Role des complexes SWI/SNF sur la décompaction de la chromatine en opposition

a celui du complexe répresseur Polycomb 2 (PRC2) sur la compaction de la chromatine via la

méthylation des histones H3K27 !

La famille SWI/SNF se décompose en 3 complexes : le canonical BRG1/BRM-associated
factor (cBAF), le polybromo-associated BAF (PBAF), et le non canonical BAF (ncBAF). Ces
complexes sont composés de sous-unités communes (dont SMARCB1 et SMARCELI) et de
sous-unités spécifiques a chaque complexe (comme ARID1A pour cBAF ou PBRMI1 pour

PBAF) 9192,

5.3.1 SMARCBI

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily
B member 1 (SMARCBI) également connu sous le nom de integrase interactor 1 (/NI1) est un
gene suppresseur de tumeur faisant partie du complexe SWI/SNF. Ainsi, il est décrit que
SMARCBI contribue a inhiber la transcription ou ’action de différents acteurs de I’oncogenese
comme RBI, le couple cycline D1/CDK4, Aurora A ou encore c-MYC 3. Les variants de
SMARCBI entrainent une perte de fonction du géne et sont retrouvés dans environ 5% des

méningiomes **.
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Le mode¢le de tumorigenese en 4 hits décrit précédemment pour les variants constitutionnels de
SMARCBI dans les méningiomes pourrait également se vérifier pour des altérations purement
somatiques. En effet, environ 6.4% des méningiomes NF2-mutés présentent une co-mutation
NF2/SMARCBI. Par exemple, dans notre cohorte de 77 méningiomes, 4 présentent un variant
pathogéne de SMARCBI qui est systématiquement associ¢ a un variant NF2. Ces 4

méningiomes présentent en plus une délétion de NF2 (Tab. 3).

M¢éningiomes Variants NF2 Variants SMARCB1 CNV NF2 Sous-type Ki67
c.560 561del ¢.1067dup e Atypique o

M458 p-(Argl87Asnfs*15)  p.(Thr357Aspfs*4) Dl (grade II) 57
c.241-9A>G c.1130G>A 1 A Atypique o

M543 p-(?) p-(Arg377His) Delée (grade II) 12%
c.140 141del c.1084G>T 1 ek Atypique o

WABER p.(Phed7*) p.(Glu362%) 2 ey SOk
c.336_358del c.1121G>A e Atypique o

M622 (Glul12Aspfs*10)  p.(Arg374Gln) Delete  oraderry 107

Table 3. Profil génétique, sous-type histologique et Ki67 des tumeurs SMARCBI-mutées dans

notre cohorte de 77 méningiomes (CNV = Copy Number Variation)

Ces méningiomes SMARCB-déficients sont décrits comme particulierement associés a
la partie antérieure de la faux du cerveau et ainsi a un développement a partir de méninges
originaires des crétes neurales, tout comme pour NF2 ®. Les méningiomes de grade II sont
¢galement plus représentés dans ce groupe de tumeurs que dans celles de la base du crane, et

ils présenteraient un Ki67 plus élevé (Tab. 3) 4!

5.3.2 SMARCEI

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin, subfamily
E member 1 (SMARCEI) est un geéne suppresseur de tumeur faisant partie du complexe

SWI/SNF %,
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Des variants somatiques de SMARCE sont retrouvés dans les méningiomes sporadiques et sont
caractérisés par un sous-type histologique a cellules claires, donc un grade II de I’OMS, et par
des localisations rachidiennes fréquentes, tout comme pour les formes familiales. Les variants
de SMARCEI sont principalement des variants tronquants (grande majorit¢ de non-sens et
frameshift) et sont généralement exclusifs *>”7. Ces méningiomes sont considérés comme de
grade II de I’OMS en raison de leur taux de récurrence élevé (37.8%) °7. Ils sont également
retrouvés chez des patients plus jeunes (médiane au diagnostic entre 11 et 25 ans) et avec une
fréquence de métastases plus élevée (8.1%) **7. D aprés une étude de Sievers et al., 2021, ces
tumeurs formeraient un cluster trés différencié des autres méningiomes apres analyse de leur
profil de méthylation. Une hypothese serait que 1’altération de SMARCE entrainerait un défaut
du systtme SWI/SNF et ainsi provoquerait des anomalies de remodelage de la chromatine,

expliquant le profil épigénétique particulier de ces tumeurs *>°.

Cette entité ne représente qu’une faible proportion des méningiomes (0.2 a 0.81% de sous-type
a cellules claires) *’. Plusieurs études rapportent cependant un diagnostic histologique en défaut
devant ces tumeurs, soulignant ainsi la nécessit¢ de réaliser une immunohistochimie
SMARCEI et/ou une étude génétique ou épigénétique afin de diagnostiquer ces tumeurs de

moins bon pronostic *%7,

5.3.3 ARIDIA

AT-rich interaction domain 1A (ARIDI1A) est un gene suppresseur de tumeur faisant
partie du complexe SWI/SNF. Des variants perte de fonction de ce géne sont retrouvés dans
environ 5% des méningiomes de haut-grade ou progressifs et sont associés a un pronostic plus

péjoratif. Une altération NF2 est retrouvée associée dans plus de 50% des cas %3101,

D’apres Chang et al., 2018, le complexe SWI/SNF se lierait via ARID1A a YAP/TAZ dans le
noyau, empéchant leur liaison aux TEADs. Le complexe SWI/SNF aurait donc un role
inhibiteur de YAP/TAZ, tout comme la voie Hippo. Ainsi, la perte de fonction de ARID1A
pourrait étre un événement renforcant la perte de fonction de NF2 et entrainerait potentiellement

des tumeurs plus agressives '*.
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5.3.4 PBRMI

Polybromo 1 (PBRM1) est un géne suppresseur de tumeur faisant partie du complexe

SWI/SNF. Des mutations de ce géne sont retrouvés dans 1.8 a 2.8% des méningiomes **%%,

Environ 70% des méningiomes avec une altération de ce geéne présentent un sous-type
histologique papillaire. Le sous-type rhabdoide peut également étre retrouvé, tout comme un
sous-type mixte présentant a la fois une morphologie rhabdoide et une architecture papillaire.
Le géne BAPI peut étre muté ou délété¢ de manicere concomitante, d’autant plus qu’il se situe a

environ 0.135 Mb de PBRM1 sur le chromosome 3.

En somme, les altérations PBRM I sont plutot associées au sous-type papillaire et les altérations
BAPI au sous-type rhabdoide. Cependant les cooccurrences de ces deux genes sont fréquentes
et les sous-types papillaire, rhabdoide ou mixte rhabdoide papillaire peuvent étre li€s aux deux.

Par ailleurs, des altérations NF2 peuvent s’associer a ces deux génes 03104,

Bien qu’associés a un taux de récurrence ¢élevé, a un risque de métastases et a un pronostic plus
péjoratif, les sous-types rhabdoides et papillaires ne constituent plus en eux-mémes un critére
de classification en grade III de I’OMS, mais nécessitent une vigilance particuliére 2. Ainsi,
pour déterminer si PBRMI est lui-méme un facteur de mauvais pronostic si muté dans les

méningiomes, d’autres études sont nécessaires.

5.4 TRAF7

Tumor necrosis factor receptor associated factor 7 (TRAF7) est un géne codant pour une
E3 ubiquitine ligase pro-apoptotique. Des variants somatiques de ce géne sont retrouvés dans
15 a 28% des méningiomes, il est ainsi le deuxiéme gene le plus représenté dans ces tumeurs
aprés NF2 1394105106 T 4 partie C-terminale de la protéine TRAF7 est constituée de 7 domaines
WD40 permettant 1’interaction protéine-protéine et ainsi l’activité ubiquitine ligase. Les
variants pathogenes rapportés de TRAF'7 se situent dans ce domaine WD40, altérant ainsi la
structure C-terminale de la protéine et son interaction avec les protéines (Fig. 32-A/B). Cette
modification structurale entrainerait un effet dominant négatif de la protéine mutée sur la
protéine saine par formation d’hétérodimeres non fonctionnels. La perte de fonction de TRAF7

se répercuterait sur d’autres protéines comme MEKK3, qui en 1’absence d’interaction avec
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TRAF7 ne déclenche pas 1’apoptose via la voie JNK, permettant un échappement a la mort
cellulaires (Fig. 32-C). Ce phénomene serait également a [’origine d’une perte d’auto-
ubiquitinylation de TRAF7 et ainsi d’une plus grande stabilité de la protéine dans les tumeurs
mutées, visible en immunohistochimie (surexpression). Un autre effet serait un défaut des cils
primaires, empéchant la cellule de se maintenir dans un état quiescent, devant ainsi s’engager

dans le cycle cellulaire '77.
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Figure 32.

A. Distributions des variants de TRAF'7 dans ses domaines protéiques
B. Structure tridimensionnelle de la protéine TRAF7 (7 domaines WD40 en rouge)
C. Mécanisme de résistance a ’apoptose dans une cellule TRAF7-mutée '*7

Ces méningiomes TRAF7-mutés (avec ou sans co-mutations) sont principalement de grade I
(rarement atypiques) et localisés au niveau antérieur et moyen de la base du crane (Fig. 35). Ils
se développeraient ainsi hypothétiquement a partir de méninges ayant pour origine

embryonnaire le mésoderme para-axial.

Les variants de TRAF7 et ceux de NF2 sont mutuellement exclusifs. Ces variants TRAF7
peuvent étre associés au variant p.Lys409GIn de KLF4 dans environ 40% des cas, définissant
ainsi les méningiomes sécrétoires ', Ils peuvent également étre associés dans environ 30% des
cas au variant p.Glul 7Lys de AKT] dans les méningiomes méningothéliaux et transitionnels ou

a des variants de PI3KCA dans environ 12.5% des cas. Dans le reste des méningiomes, ces
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variants TRAF7 sont retrouvés isolés. Les variants de KLF4, AKTI et PI3KCA sont ainsi
mutuellement exclusifs dans les méningiomes >">8!. Par ailleurs, une étude de Dogan et al.,
2022 a montré, par séquencage en single-cell de méningiomes, que I’apparition du variant
somatique TRAF7 était antérieure a 1’apparition des variants KLF4 ou AKTI dans la
tumorigenése '%°. Cependant, I’existence de méningiomes avec une altération unique de TRAF7,
AKTI ou plus rarement de KLF4 laisse penser que ces variations peuvent suffirent a la
tumorigencse ou bien qu’un second hit existe dans ces méningiomes mais n’est pas détecté par

nos techniques actuelles >7>1%°,

5.5 KLF4

Kruppel-like factor 4 (KLF4) est un géne codant pour un facteur de transcription en
doigt de zinc, régulant notamment la prolifération et la différenciation cellulaire. A noter, KLF4
est un des facteurs de Yamanaka permettant I’induction de cellules souches pluripotentes. Il
exerce son activité grace a un domaine de liaison activateur et un répresseur de la transcription,
tous deux situés en N-terminal de la protéine, ainsi qu’a 3 motifs en doigts de zinc en C-terminal
permettant la liaison a ’ADN cible (Fig. 33). KLF4 peut étre considéré comme un gene
suppresseur de tumeur ou un oncogéne selon le type de tumeur associé !'°. Son rdle de

suppresseur de tumeur est retenu dans les méningiomes.

C KLF4 513aa

@ TAD: transactivation motif B Interaction with ZNF296

B TRD: transcription repression maotif @ Zinc finger domain

B Ser-rich region

Figure 33. Représentation des domaines fonctionnels du géne KLF4 ''0

Environ 9 a 14% des méningiomes présentent un unique variant de KLF4, le p.Lys409Gln i.e.
K409Q >106!1 " Ce variant est quasi-exclusivement retrouvé dans les méningiomes (4 cas
rapportés dans d’autres cancers : 2 du sein et 2 du pancréas) et entrainerait une perte de fonction
du géne !''. Par ailleurs, il est présent dans la région codant pour le 1°" doigt de zinc de la
protéine. De cette observation, Tsytsykova et al., 2022 ont émis I’hypothése selon laquelle ce
variant modifierait la spécificité de liaison a I’ADN de KLF4 et induirait un profil d’expression

génique particulier en raison de son role de facteur de transcription. Ils ont ainsi démontré que
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la protéine KLF4 mutée était capable de reconnaitre un locus du géne FGF'3 (Fibroblast Growth
Factor 3) et d’avoir un effet d’enhancer au niveau de son promoteur. Contrairement aux autres
méningiomes, ceux présentant le variant p.Lys409GIn expriment FGF3. Par ailleurs, cette

protéine FGF3 augmente la croissance de lignées de méningiomes in vitro '2.

Une étude de Najm et al., 2021 s’intéresse cette fois-ci au role a la fois de TRAF7 et KLF4. 1ls
démontrent que la perte de fonction de TRAF7 I’empéche de lier, et donc d’ubiquitinyler, des
GTPases impliquées dans la signalisation RAS. Ces GTPases n’étant plus dégradées, la voie
RAS serait activée. En réponse a cette dérégulation de la voie RAS, KLF4 serait surexprimé
afin de jouer son role de suppresseur de tumeur en régulant la prolifération cellulaire
(mécanisme compensateur). En effet, KLF4 est fortement exprimé dans les méningiomes
TRAF7-mutés, méme en I’absence de variant KLF4 ''?. Cependant, survenant dans un second
temps, la variation p.Lys409GIn de KLF4 entrainerait une perte de fonction de la protéine et

donc une perte de son effet suppresseur de tumeur 2.

Ce variant de KLF4, quasi-systématiquement associ¢ a un variant 7TRAF'7, peut dans de rares
cas étre le seul événement génétique driver identifié °. La K409Q est associée a des
méningiomes de grade I, localisés au niveau antérieur et moyen de la base du crane, et donc
hypothétiquement a une origine mésodermique para-axiale (Fig. 35) *!. Par ailleurs, il définit le

sous-type histologique sécrétoire et est fréquemment associé a un cedéme péri-tumoral 7%,

5.6 Voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR

Mammalian target of rapamycin (mTOR) est une protéine impliquée dans deux
complexes protéiques différents ayant deux réles distincts : mTOR complex 1 (mTORC1) et

mTOR complex 2 (mTORC2) !4,

La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR est initi¢e par la fixation de facteurs de croissance
et autres hormones sur leur récepteur tyrosine kinase, entrainant I’activation de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). Cette PI3K permet la phosphorylation du 3°™
groupement -OH du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate (PIP3). Ce PIP3 agit comme second messager en recrutant la protéine kinase
B (PKB ou AKT) a la membrane afin d’étre phosphorylée par la phosphoinositide-dependent

kinase 1 (PDK1) sur la Thr308 et par mTORC?2 sur la Ser473, aboutissant ainsi a son activation.
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Par ailleurs, la phosphatase and tensin homolog (PTEN) permet la régulation négative de cette
¢tape en convertissant la PIP3 en PIP2 et en inhibant ainsi le recrutement d’AKT a la membrane.
Une fois activé, AKT antagonise ’effet inhibiteur du complexe de la sclérose tubéreuse
(TSC1/TSC2) sur mTORCI1 (Fig. 34) ''*. L’activation de cette voie aboutit & la croissance, la

survie et la prolifération cellulaire, notamment en modulant 1I’expression de nombreux genes
114
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Figure 34. Représentation de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR '°

Le role de cette voie dans la survie et la prolifération cellulaire en fait la cible d’altérations
fréquemment impliquées dans la cancérogenese. En amont de la voie, la surexpression de
facteurs de croissance ou I’activation constitutive de récepteurs tyrosine kinase en est un
mécanisme d’activation pathologique connu. Des mutations perte de fonction dans les génes
suppresseurs de tumeurs, codant pour des protéines régulant négativement la voie, est un autre
mécanisme décrit. Les genes PTEN et TSC1/2 en font partie, et sont par exemple impliqués
respectivement dans le syndrome de Cowden et la sclérose tubéreuse de Bourneville,
prédisposant a développer des tumeurs. Enfin, des mutations activatrices dans des oncogenes
comme PIK3CA ou AKTI, AKT2, AKT3, codant respectivement pour la sous-unité catalytique
de PI3K et pour les différents isoformes d’AKT, entrainent une activation constitutive de ces
protéines et ainsi une activation constante de la voie, a I’origine de tumeurs ',

54



Les mutations des génes impliqués dans cette voie sont mutuellement exclusives dans

les méningiomes.

Le variant p.Glul7Lys i.e. E17K d’4KT1 est retrouvé dans de nombreux cancers, dont 6 a 14%
des méningiomes ou il est fréquemment associé¢ a des variants de TRAF7. Cette mutation
survient dans le domaine homologue a la pleckstrine d’ AKT, augmentant 1’affinité du PIP3 pour
cette derniére, entrainant ainsi le transfert d’AKT a la membrane et sa phosphorylation.
L’activation constitutive d’AKT par cette mutation provoquerait une prolifération cellulaire
incontrélée et une augmentation de la survie via 1’activation en aval de la voie 6. A noter que

le variant p.Glul7Lys du géne AKT3 a également été décrit dans un cas de méningiome *°.

Les mutations activatrices de PIK3CA sont également retrouvées dans divers cancers, dont
environ 4.5% des méningiomes ou elles peuvent étre associées a des variants de TRAF7 *+117,
Plus de 80% des mutations de PIK3CA sont représentées par trois « hotspots ». Le plus fréquent
se situe dans le domaine tyrosine kinase, sur I’histidine 1047, les deux autres se situent dans le
domaine en hélice, sur les glutamates 542 et 545 >!'5_ Plus rarement, des mutations activatrices
de PIK3R1 codant pour la sous-unité régulatrice de PI3K sont également retrouvées dans les

méningiomes 5.

L’altération de ces geénes impliqués dans la voie PI3K/AKT/mTOR se rapporte a un profil
commun parmi les méningiomes. Les mutations TRAF7 y sont fréquemment associées, tout
comme la localisation antérieure et moyenne de la base du crane (Fig. 35). Ces tumeurs seraient
ainsi rattachées a une origine mésodermique para-axiale. Les sous-types principalement
associés sont le méningothélial et le transitionnel, soit des grade I de I’OMS. Cependant des

variants AKTI sont également associés a des méningiomes atypiques, soit des grade II

5,6,13,16,41,94
KLF4

T
P s N

Figure 35. Représentation des principales localisations de méningiomes avec altérations

TRAF7. KLF4 ou de la voie PI3K/AKT/mTOR (i.e. AKTI et PIK3CA) '°
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Par ailleurs, des variants pathogeénes de PTEN ont été mis en évidence dans des méningiomes.
Leur fréquence est difficile a évaluer en raison du faible nombre d’études incluant ce gene dans
leur panel. Ces variants sont associé¢s a des méningiomes de mauvais pronostic. Ils sont
principalement retrouvés dans des méningiomes de grade II et I1I et sont associés a un taux de
récurrence élevé >*%!18 Par ailleurs, une étude associe une diminution de ’expression de PTEN

avec des méningiomes de haut grade '°.

5.7 BAPI

BRCAI associated protein-1 (BAPI) est un géne suppresseur de tumeurs jouant de
nombreux roles, notamment dans la réparation de I’ADN par recombinaison homologue, ou
encore dans la régulation de la transcription via le complexe Polycomb agissant sur la
compaction de la chromatine. Des variants pathogenes de ce geéne sont retrouvés dans moins

d’1% des méningiomes '%°.

Les méningiomes BAPI-mutés représentent un sous-type de méningiomes particulierement
agressifs, présentant un index mitotique généralement élevé et un temps de progression court,
méme comparé a d’autres grade II et III. Comme mentionné précédemment, ces tumeurs
présentent fréquemment une histologie rhabdoide, voire papillaire, et sont fréquemment
associées a des altérations de PBRM 1. Néanmoins, des études ont montré qu’une partie des
méningiomes rhabdoides se comportait comme des grade I. Ainsi, devant ce sous-type
histologique, les autres criteres de la classification de I’OMS 2021 suffisent a discriminer les
méningiomes de haut grade. Cependant, un marquage BAP1 en immunohistochimie et/ou une
recherche de variant BAP1 en biologie moléculaire sur la tumeur peuvent étre pertinents devant

une histologie rhabdoide ou papillaire afin d’adapter la prise en charge '94120-122,

Les principales atteintes du syndrome de prédisposition aux cancers li¢ a des mutations
germinales de BAPI sont les mélanomes uvéaux ou cutanés, les mésothéliomes ou encore les
carcinomes a cellules rénales. D’autres tumeurs sont retrouvées, dont les méningiomes dans
environ 1.7% des cas. A noter que parmi les patients présentant des méningiomes mutés BAP1,
il semble y avoir une forte prévalence de mutations germinales. Devant un patient présentant
un méningiome BAPI-muté la recherche du variant au niveau germinal devrait étre discutée,

d’autant plus s’il présente d’autres atteintes du spectre 68120121,
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5.8 Voie de signalisation Sonic Hedgehog (SHH)

La voie de signalisation SHH joue un rdéle important dans le développement
embryonnaire. Chez 1’adulte, son activit¢ se limite au maintien des cellules souches

pluripotentes, permettant ainsi la régénération tissulaire '**

Cette voie s’organise autour des cils primaires. La protéine Hedgehog (HH) est le ligand du
récepteur Patched (PTCH). En I’absence de protéine HH, PTCH réprime le co-récepteur
Smoothened (SMO) en inhibant sa translocation vers les cils primaires. La protéine Glioma-
associated oncogene (GLI) reste donc liée a Suppressor of fused homolog (SUFU) qui inhibe
sa translocation vers le noyau. Enfin, la phosphorylation de GLI permet son clivage en GLI
répresseur (GLIR) qui se lie au séquences promotrices de génes régulés par la voie SHH et

réprime leur expression '3

En présence du ligand HH, celui-ci lie PTCH et forme avec lui un complexe HH-PTCH qui
sera internalisé et dégradé dans les lysosomes. Le co-récepteur SMO n’est plus inhibé et peut
donc migrer dans les cils primaires ou il va permettre la dissociation de SUFU et GLI. La
protéine GLI libre est qualifiée d’activatrice (GLIA) et va migrer dans le noyau puis activer les
genes cibles de la voie, qui peuvent étre des oncogenes comme CCNDZ2, BCL2, N-MYC,
FOXM] par exemple (Fig. 36) 2.
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Figure 36. Représentation de la voie de signalisation Sonic Hedgehog '**

57



Soomthened (SMO) est un oncogéne codant pour un récepteur transmembranaire. Les
mutations activatrices de ce géne, comme la p.Leu412Phe et la p.Trp535Leu, provoquent une
activation constitutive du récepteur et ainsi de la voie SHH. Ces variants pathogénes sont
retrouvés dans 1 a 5% des méningiomes et principalement en [’absence d’autres génes mutés.
Toutefois, des variants de TRAF'7 peuvent étre associés. Par ailleurs, Boetto et al., 2018 ont mis
en évidence chez la souris une susceptibilit¢ des méninges de la base du crane (d’origine
mésodermique) aux mutations de SMO, contrairement a celles de la convexité (originaires des

crétes neurales) 5139410124125

Suppressor of fused homolog (SUFU) est un géne suppresseur de tumeurs codant pour une
protéine liant GLI et empéchant sa translocation dans le noyau. Agissant comme un régulateur
négatif de la voie SHH, un défaut de cette protéine entrainerait une activation constitutive de
cette voie. Patched 1 (PTCHI) est un geéne suppresseur de tumeurs codant pour le récepteur du
ligand HH, dont le rdle est de réprimer la voie HH en inhibant SMO. Une perte de fonction de
ce géne aboutit a une activation constitutive de SMO et donc cette voie. Des variants pathogenes
de ces deux geénes sont décrits dans moins d’1% des méningiomes. Au niveau constitutionnel,
ces deux genes sont impliqués dans le syndrome de Gorlin prédisposant au développement de
tumeurs. Les plus caractéristiques étant les carcinomes basocellulaires et les kératokystes de la
machoire, mais les méningiomes sont aussi décrits (1 a 5% des cas) dans certaines familles,

particuliérement lorsque le géne impliqué est SUFU 694126,

Les méningiomes issus de défauts de la voie SHH sont principalement de grade I et de sous-
type méningothélial (rarement atypiques) et sont fréquemment localisés au niveau de la base du
crane, notamment dans la région antérieure (Fig. 37). D’aprés Youngblood et al., 2020, les
méningiomes avec altération de la voie SHH sont significativement liés a une modification de
la vision chez les patients, ce qui serait la conséquence clinique de la localisation antérieure de
ces méningiomes. De plus, parmi les méningiomes des sillons olfactifs, ceux présentant une
mutation SMO ont ét¢ associés a un moins bon pronostic en raison de récurrences tardives et de

co-morbidités comme des troubles de la vision et des dysfonctions de la glande pituitaire
10,41,94,127
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5.9 POLR2A4

Le géne RNA Polymerase II Subunit A (POLR2A4) code pour RPBI1, la plus grande sous-
unité de ’ARN polymérase II. Bien que son role physiologique soit bien connu et ait été
longuement étudi€, son réle en pathologie est a ce jour peu décrit. L’article de Clark et al., 2016
est le premier a faire mention de variants de ce géne impliqués en pathologie. En effet, ils y
décrivent deux variants somatiques récurrents de POLR2A observés dans une cohorte de 775
méningiomes, le p.GIn403Lys et le p.Leu438 His439del, retrouvés respectivement dans 19 et
4 cas de méningiomes de grade I sans autre altération moléculaire driver. Par la suite, d’autres

études mettront en évidence des méningiomes présentant ces variants 5.

Ces variants de POLR2A sont retrouvés dans environ 6% des méningiomes et seraient
mutuellement exclusifs d’autres altérations moléculaires connues. Ces méningiomes sont quasi-
exclusivement de grade I avec un sous-type méningothélial et une localisation principalement
a la base du crane avec une forte affinité pour la selle turcique et la fosse postérieure (Fig. 37).
Ils s’apparenteraient donc a une origine mésodermique des méninges. En revanche, un taux de
récurrence €levé est décrit avec ces méningiomes. Comme pour les tumeurs mutées SMO, ceci
peut s’expliquer en partie par la localisation anatomique de ces 1ésions pour lesquelles une

résection totale peut étre difficile &13:41:81.83.94.128

SHH POLR2A

Figure 37. Représentation des principales localisations de méningiomes avec altérations de la

voie SHH et du géne POLR24 '°

59



5.10 CDKN2A/B

Cyclin dependent kinase inhibitor 2A et 2B (CDKN2A4/B), sont des geénes situés a
proximité sur le bras court du chromosome 9 et qui codent respectivement pour les protéines
pl6 et pl5. Ces protéines permettent la régulation de la transition G1/S du cycle cellulaire. Ces
derniéres inhibent les kinases cyclines dépendantes 4 et 6 (CDK4/6) et ainsi, la protéine pRb
hypophosphorylée lie le facteur de transcription E2F. Ce faisant, le cycle cellulaire est arrété,
permettant par exemple la réparation de I’ADN. En I’absence de p16 et p15, la protéine pRb est
phosphorylée par les CDK4/6 libérant ainsi E2F et permettant la transition vers la phase S du

cycle cellulaire (Fig. 38) '%.
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Figure 38. Représentation du rdle des protéines p15 et pl6 dans la transition G1/S 3°

A noter que CDKN2A, code également pour la protéine p14*RF via un transcrit alternatif. Cette
protéine permet d’inhiber MDM2 et ainsi de promouvoir 1’activité de p53 aboutissant

¢galement a 1’arrét du cycle cellulaire dans un contexte de réparation de I’ADN.

Les délétions homozygotes 9p comprenant CDKN2A/B représentent moins de 5% des
méningiomes, dont environ 20 a 25% des grade III de ’OMS. On les retrouve particulierement
dans les méningiomes anaplasiques ou plus rarement atypiques. Une cooccurrence avec une
altération NF2 est fréquente. Elles sont associées a un pronostic péjoratif et a un taux de
récurrence €levé. D’apres une étude de Sievers et al., 2020, la survie sans progression médiane

des méningiomes avec délétion homozygote CDKN2A/B serait de 8 mois. En comparaison,
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celle des méningiomes mutés pTERT serait de 11.5 mois et celle des autres méningiomes de
leur cohorte de 147 mois. Par ailleurs, dans une étude de Khan et al., 2023, 659 méningiomes
ont été classés en 3 groupes pronostic selon la classification OMS 2016, leur profil de
méthylation et leur profil transcriptomique. Dans le 3™ groupe, représentant les tumeurs
agressives, la survie sans récurrence médiane (mRFS) est de 47 mois. Parmi ces tumeurs, celles
présentant une délétion homozygote CDKN2A/B chutent a 11 mois. A noter que celles

présentant une délétion hétérozygote CDKN2A/B ont une mRFS de 25 mois 74128131132,

En résumé, les délétions homozygotes CDKN2A/B sont un facteur indépendant de mauvais
pronostic, méme au sein des méningiomes de grade III déja agressifs. En effet, cette anomalie
classe la tumeur en grade III de I’OMS d’apres les recommandations de 2021. Cependant, la
majorité des méningiomes présentant une délétion homozygote CDKN2A/B sont déja classés
en grade III de I’OMS sur des critéres histologiques, ou en grade II de sous-type atypique pour
les autres. Ainsi, la recherche de cette altération présente un intérét dans les méningiomes

atypiques afin de les reclasser et dans les méningiomes de grade III afin d’affiner leur pronostic.

Paradoxalement, Wang et al., 2023 identifient qu’une forte expression d’ARNm de CDKN2A
serait corrélée a des méningiomes de moins bon pronostic, parmi ceux sans CNVs de

CDKN2A4/B "33,

Des délétions hétérozygotes et des variants perte de fonction de CDKN2A/B sont également
rapportés dans les méningiomes. Des études décrivent un pronostic similaire entre les tumeurs
délétées CDKN2A/B homozygotes et hétérozygotes. Plus de données sont aujourd’hui
nécessaires pour conclure a I’impact pronostic de délétions hétérozygotes ou d’une inactivation
bi-allélique (délétion hétérozygote et/ou SNV(s)). La faible proportion de méningiomes
présentant ces altérations et le fait que I’étude a la fois des CNVs et des SNVs de CDKN2A4/B

ne soit pas souvent réalisée en routine limite ces investigations 132134,

La question de I’évolution des trés rares méningiomes de grade I décrits avec délétions
homozygote de CDKN2A/B est également un sujet peu trait¢ dans la littérature. A noter que
quelques études ont ét¢ menées sur la méthylation du promoteur de ces genes, ne permettant

pas de conclure quant a une éventuelle valeur pronostic.
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5.11 pTERT

La télomérase est une ADN polymérase spécialisée dans la réparation des télomeres, ces
derniers étant érodés a chaque réplication. Elle est constituée d’une partie enzymatique codée
par la telomerase reverse transcriptase (7ERT) et d’un ARN non codant codé par le telomerase
RNA component (TERC) servant de modele a la synthése des répétitions TTAGGG
télomériques. La télomérase est inactive dans la majorité des cellules humaines. Cependant, des
altérations génétiques menant a I’activation de cette enzyme aboutissent a I’immortalisation des

cellules et sont ainsi largement décrites dans 1’oncogenése '3°.

Parmi ces mécanismes on retrouve des mutations du promoteur de TERT (pTERT), c.-146C>T
(C250T), ¢.-124C>T (C228T) et c.-57TA>C, permettant la création de sites de fixation pour le
facteur de transcription E-twenty-six (ETS), aboutissant a I’activation de 7TERT. Ces mutations
sont retrouvées dans moins de 5% des méningiomes et sont particulie¢rement enrichies dans les
grade II et III de ’OMS 2016. Soit environ 15 a 20% des grade III qui présenteraient une de
ces mutations. Elles sont donc particuliérement associées aux sous-types anaplasique et
atypique. Par ailleurs, des études ont démontré une diminution significative de la survie sans
progression et de la survie sans récidive dans les tumeurs mutées, ainsi qu’une diminution de
la survie globale. Ainsi, les mutations du pTERT sont un critére de classification en grade III

selon ’OMS 2021.

A noter que ces méningiomes semblent avoir deux types d’évolution. La premicre étant
I’acquisition du variant dés un bas grade, entrainant une évolution vers des grades supérieurs et
de multiples récidives. La seconde étant 1’acquisition d’un de ces variants de manicre

concomitante a une progression, notamment lors d’une récidive **136-13,

Les amplifications ou réarrangements de TERT sont d’autres mécanismes décrits aboutissant a
I’hyperactivation de la télomérase en oncologie. Dans les méningiomes, de rares
réarrangements de TERT sont décrits. Notamment une fusion récurrente LPCATI1::TERT et une
fusion RETREGI::TERT uniquement décrite dans une ¢étude ou elle est associée a une

surexpression de I’ARNm de TERT dans un méningiome 4141,
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5.12 Méthylation de I’ADN

L’analyse du méthylome sur puce a ADN est une technique qui a révolutionné la
classification histo-pronostic des méningiomes. Aujourd’hui, cette analyse permet d’étudier la
méthylation de 935,000 dinucléotides CpG a travers le génome. En partant du postulat qu’un
profil de méthylation spécifique est acquis au cours de la différenciation pour chaque sous-type
cellulaire, de la cellule souche a la cellule spécialisée, cette technique permet d’identifier un
sous-type cellulaire en fonction de son profil de méthylation. De plus, I’acquisition d’anomalies
génétiques dans les cellules tumorales entraine des dérégulations épigénétiques. Ainsi,
I’identification de profils de méthylation propres a chaque tumeur permet de les comparer entre
eux afin de poser un diagnostic. L’histologie peut étre en défaut devant certaines tumeurs rares
ou complexes. De plus, une hétérogénéité inter-observateur peut rendre 1’uniformisation
diagnostic complexe. Ainsi, I’analyse du méthylome tumoral a notamment permis la
reclassification de tumeurs et la création de nouvelles entités. Plusieurs études se sont donc

intéressées aux méningiomes et a leurs 15 sous-types histologiques.

L’¢tude de Sahm et al., 2017 a permis, a partir de I’analyse des données de méthylation
de 497 méningiomes, de définir 6 classes de méthylation regroupées en 3 familles de
méthylation de pronostic différent. Ces familles de méthylation auraient une valeur pronostic
supérieure a la classification en 3 grades de ’OMS. Cependant, ces deux classifications restent
complémentaires et sont utilisées conjointement en routine. A noter qu’un score détermine la
fiabilité d’attribution a une classe ou a une famille. Les auteurs recommandent un score > 0.9
pour Pattribution a une famille de méthylation en pratique clinique, et > 0.75 pour une classe
de méthylation.

La famille de méthylation bénigne est composée des classes ben-1, ben-2 et ben-3. Chacune
présentant des altérations moléculaires prépondérantes (mais non exclusives) : la ben-1 plutot
NF2-deficients avec les sous-types histologiques classiquement associés, la ben-2 plutdt
TRAF7/KLF4/SMO/AKTI avec des sous-types sécrétoires, méningothéliaux et une localisation
a la base du crane associés, puis ben-3 avec des gains chromosomiques, notamment du
chromosome 5, et le sous-type angiomateux associés.

La famille de méthylation intermédiaire est composée des classes int-A et int-B et la famille de
méthylation maligne uniquement de la classe mal. A noter que les classes int-B et mal sont
toutes deux associées au sous-type anaplasique, aux délétions CDKN2A, aux altérations de NF2

et aux mutations du pTERT (Fig. 39) '*.
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Une 7°™ classe de méthylation a été décrite par Sievers et al., 2021 : celle des méningiomes
SMARCEI mutés. En effet, ce sous-type de méningiomes associé¢ a une histologie chordoide
forme un cluster trés différent des autres méningiomes d’apres les données de méthylome. Par
ailleurs, aucune autre anomalie driver parmi NF2, TRAF7/KLF4, BAPI ou les fusions de YAP1
ne semble créer de cluster épigénétique parmi les méningiomes. Ceci pourrait étre expliqué par

le role de SMARCE]I et du complexe SWI/SNF dans la régulation épigénétique *°
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(-40%)t % ; ;
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o B0 120 1] 60 120 60 120 o] 60 120 0 120 120

Figure 39. Classes de méthylation dans les méningiomes d’apres Sahm et al., 2017

Une autre proposition de classification pronostic des méningiomes en fonction des
données de méthylome a été faite par Choudhury et al., 2022. La présence de délétions pouvant
créer une détection artéfactuelle de méthylation par cette technique, 1’équipe a analysé les
données de méthylation de 565 méningiomes en prenant en compte cette donnée dans 1’analyse
bio-informatique. Selon eux, la prise en compte des variations du nombre de copies leur a
permis d’individualiser 3 classes de méthylation de pronostic différent, et non 6 classes avec

des pronostics similaires comme Sahm et al., 2017 '+,
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Ces trois classes de pronostic différent sont : merlin-intact de meilleur pronostic, puis immune-
enriched de pronostic intermédiaire et hypermitotique de mauvais pronostic. Le second groupe
est marqué par une faible proportion de CN'Vs, hors délétion 22q et gain 6p d’un locus codant
pour les génes du systeme HLA, ainsi que par un infiltrat immunitaire plus important que dans
les deux autres classes. Le groupe hypermitotique présente quant a lui une surexpression de
FOXM1 et des gains 1q incluant USF'/. Une liaison entre USF1 et le promoteur de CDK6 a été
mise en évidence par chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq) dans cette méme

étude (Fig. 40) 1*,
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Figure 40. Classes de méthylation dans les méningiomes d’apres Choudhury et al., 2022
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5.13 Instabilité chromosomique

Dés 1996 une instabilité chromosomique est rapportée dans les méningiomes '#°. La
délétion du bras long du chromosome 22 portant NF2 est I’événement le plus fréquent, présent
dans 40 a 60% des méningiomes. Les anomalies retrouvées le plus fréquemment apres celle-ci
sont les délétions des chromosomes 1p, 6, 14 et 10. Il est décrit que les méningiomes de bas
grade présentent moins d’anomalies chromosomiques quantitatives que les grades plus élevés.
L’accumulation de ces anomalies serait donc un signe de malignité dans les méningiomes. Il a
notamment ¢ét¢ mis en €vidence que cette instabilit¢ chromosomique était en trés grande
majorité retrouvée dans les méningiomes présentant une délétion 22q. Les méningiomes de haut
grade sans délétion 22q ne semblent pas acquérir ces CNVs. Une hypothése avancée par Yang
et al., 2012 serait la co-délétion de NF2 et de CHEK?2 en 22q qui aboutirait & ce phénomene
d’instabilité chromosomique du fait du role de CHEK? dans la réparation de I’ADN et la
stabilité¢ du génome. La cascade d’acquisition de ces CNVs continuerait par la délétion 1p, puis

en découleraient les autres altérations (Fig. 41) 46147,

[ ]

Figure 41. Cascade d’acquisition des CNVs d’aprés Maas et al., 2021

Ainsi, I’équipe de Maas et al., 2021 €labore une classification permettant d’intégrer ces données
de CNVs aux données pronostiques de ’OMS et du méthylome de Sahm et al., 2017. D’apres
leur revue de la littérature les délétions 1p, 6q, 10q et 14q semblaient étre les altérations les plus
intéressantes afin de discriminer les méningiomes selon leur pronostic. Leur modéle ne
retiendra finalement que les délétions 1p, 6q et 14q. Cette classification attribue entre 0 et 2

points selon le grade OMS, entre 0 et 4 points selon la famille de méthylation et entre 0 et 3
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points selon les anomalies chromosomiques parmi les délétions 1p, 6q et 14q. Le grade OMS
constitue donc le critére pesant le moins dans ce score intégré. Cette classification permet une
meilleure stratification pronostic, notamment entre les risques faible et intermédiaire qui sont

les moins évidents a distinguer (Fig. 42) '4°,
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Figure 42. Classification pronostic proposée par Maas et al., 2021
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Concernant I’utilisation de ce score intégré, 1’équipe a démontré que toute délétion supérieure
a 5% de la longueur du 1q, 6q ou 14q entraine un sur-risque et peut étre comptabilisée. Par
ailleurs, lors de la mise au point de cette classification, I’OMS 2016 était encore en vigueur.
Les auteurs ont ensuite réalisé une étude comparant leur score en utilisant I’OMS 2016 contre
2021, ¢’est-a-dire en incluant les données de mutations du pTERT et de délétions homozygotes
CDKNZ2A/B. Seuls 2 méningiomes sur 389 présentaient respectivement une de ces deux
anomalies permettant de les classer en grade III de ’OMS et par conséquent en pronostic
intermédiaire de leur classification intégrée. Les données de CNVs de CDKN2A/B étant
disponibles a partir des données de méthylome, elles peuvent étre incluses facilement a leur
classification. Cependant, ils considérent que I’information apportée par le séquencage du

pTERT n’est pas suffisante pour nécessiter un séquencage en pratique courante ',
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ip- [1pt |
High-risk Sg- 4 zt :
molecular \
alterations 4p/q- |1 pt | e Grgf‘f !
6p/qg- |1 pt I‘
10p/g- | 1 pt | Score
14q-[1pt > No. <> Gr2ai1392
18p/g- [ 1 pt | (11 max)
|
19plg- e | Grade 3
CDKN2A/B- |1 pt |‘ > >4
Mitoses <l |
>20 |2 pts

Figure 43. Classification pronostic proposée par Driver et al., 2022

D’autres études se sont penchées sur I’impact pronostic des CNVs dans les méningiomes.
Comme décrit dans la sous-partie portant sur CDKN2A/B, les délétions du 9p incluant ces deux
genes sont associées a un pronostic péjoratif. De méme pour les délétions 3p incluant PBRM
et BAPI. Le gain 1q incluant le géne USFI est également associ¢ a des méningiomes plus
agressifs, comme [I’ont montré Choudhury et al., 2022. Les délétions impliquant les
chromosomes 10 et 18 sont également associées a des méningiomes de plus haut grade. De ce
fait, une autre classification pronostic des méningiomes, cette fois basée uniquement sur les
CNVs et un critére histologique, 1’index mitotique, a ét¢ mise au point par Driver et al., 2022.
Leur score inclut de plus nombreux CNVs dont les délétions 3p, 10 et CDKN2A/B, mais

n’intégrent pas d’autres données moléculaires comme le méthylome (Fig. 43) 144145149,
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A noter que des délétions et/ou pertes d’hétérozygotie du chromosome X ont été rapportées
dans les méningiomes agressifs. Ces altérations comprendraient fréquemment le géne de la

dystrophine (DMD) '*°.

Par ailleurs, les gains du chromosome 5 sont des anomalies récurrentes, retrouvées
principalement dans les méningiomes angiomateux et microkystiques. Ces deux sous-types sont
caractérisés par de multiples gains chromosomiques incluant fréquemment les chromosomes 6,

12, 18 et 20, en plus du 5 131153,
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Géne

NF2

TRAF7

KLF4

AKTI

POLR24

SMARCBI

PIK3CA

SMO

PBRM1

BAPI

Locus

22q12

16p13

9q31

14932

17p13

22q11

3926

7q32

3p21

3p21

Voie de
signalisation

Voie Hippo

Multiples

Multiples

PI3K/AKT/mTOR

SWI/SNF

PI3K/AKT/mTOR

Voie SHH

SWI/SNF

Multiples

Altérations

Délétions
Variants perte de fonction

Variants perte de fonction
(domaines WD40 et coiled-coil)

c.1225A>C ; p.Lys409GIn

c.49G>A ; p.Glul7Lys

c.1207C>A; p.GIn403Lys
c.1310 _1315del ; p.Leu438 His439del

Délétions
Variants perte de fonction

Multiples hotspots (gain de function)

c.1234C>T ; p.Leu412Phe
c.1604G>T ; p.TrpS535Leu

Variants perte de fonction
Délétions

Variants perte de fonction
Délétions

Fréquence

40-60%

15-28%

9-14%

6-14%

6%

5%

4.5%

1-5%

2-3%

<1%

Histologie
associée

Fibroblastique
Transitionnel
Psammomateux
Atypiques
Anaplasiques

Méningothélial
Sécrétoire
Transitionnel
Atypique

Sécrétoire

Méningothélial
Transitionnel

Méningothélial

Atypique

Méningothélial
Transitionnel

Meéningothélial

Papillaire
Rhabdoide

Rhabdoide
Papillaire

Grades OMS

I/11/11

I[>>11/111

I>>11

I<II

I>>11

I[>>11

I<II/I

I/ 11

Co-mutations /
délétions

SMARCBI
pTERT
CDKN2A/B
Isolé ou autres

KLF4 (40%)
AKTI (30%)
PIK3CA (12.5%)
Isolé ou autres

TRAF7

TRAF7
Isolé

Isolé

NF2

TRAF7
Isolé

Isolé

BAPI

PBRM1

Principale
localisation

Convexité
Fosse postérieure
Parasagittal
Faux du cerveau
Spinale

Base du crane
(antérieur et moyen)

Base du crane
(antérieur et moyen)

Base du crane
(antérieur et moyen)

Base du crane
(selle turcique,
postérieur)

Faux du cerveau
(antérieur)

Base du crane
(antérieur et moyen)

Base du crane
(antérieur)

NA

NA
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SMARCE]

SUFU

PTCHI

ARIDIA4

CDKN2A/B

pTERT

AKT3

PIK3RI

YAPI

PTEN

17q21

10q24

9q22

1p36

9p21

5pl5

1q43

5q13

11g22

10923

Table 4. Principales anomalies moléculaires rapportées dans les méningiomes, ainsi que les grades OMS, génes, localisations

SWI/SNF

Voie SHH

Voie SHH

SWI/SNF

Cycle cellulaire

PI3K/AKT/mTOR

PI3K/AKT/mTOR

Voie Hippo

PI3K/AKT/mTOR

Variants perte de fonction

Variants perte de fonction

Variants perte de fonction

Variants perte de fonction
Délétions

Délétions homozygotes

¢.-146C>T (C250T)
c.-124C>T (C228T)
c.-57TA>C
LPCATI::TERT
RETREGI::TERT

¢.49G>A ; p.Glul7Lys

Multiples hotspots (gain de function)

YAPI::MAML?2
YAPI::FAM118B
YAPI::PYGOI
YAPI::LMOI

Variants perte de fonction

<1%

<1%

<1%

<1%

<5%

<5%

<1%

<1%

11 cas

NA

Cellules claires

NA

NA

NA

Anaplasiques
Atypiques

Anaplasiques
Atypiques

NA

NA

NA

NA

II

I /111

NA

I /111

I

I

NA

I/ 11

Isolé

NA

NA

NF2
Autres

NF2
NA

NA

TRAF7

TRAF7

NA

NA

et sous-types histologiques associés

Convexité
Spinale

Base du crane
(antérieur et moyen)

Base du crane
(antérieur et moyen)

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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6. Traitements

6.1 Conduite a tenir

Devant une suspicion de méningiome a l’imagerie, en 1’absence de symptomes ou
d’effet de masse, une surveillance est recommandée par ’EANO a un rythme d’une IRM
annuelle, puis tous les 2 ans au-dela de 5 ans. En cas de méningiome avec effet de masse,

symptomatique ou selon le souhait du patient, une thérapeutique peut étre entreprise.

La chirurgie est alors ’option de premicre intention si I’état clinique du patient le permet et si
la tumeur est accessible. L’objectif de la chirurgie est d’atteindre une résection la plus compléte

possible, correspondant a un grade I de la classification de Simpson.

Le cas échéant, la piece chirurgicale doit parvenir dans un laboratoire d’anatomo-pathologie
puis dans un laboratoire de biologie moléculaire afin de permettre une classification pronostique

histo-moléculaire.

Pour les méningiomes de faible risque pronostic une simple surveillance est recommandée post-
résection. Pour les méningiomes de risque intermédiaire une radiothérapie doit étre entreprise
en cas de résection incompléte du méningiome. En cas de résection compléte, I’indication d’une

radiothérapie doit étre discutée au cas par cas.

Pour les méningiomes de risque élevé une radiothérapie est recommandée, peu importe le degré
de résection, en raison du risque ¢levé de récidives. L’inclusion dans des essais cliniques est
¢galement recommandée. Certaines thérapeutiques validées par un consensus d’expert peuvent

étre utilisées (Fig. 44) %4,

Le suivi d’'un méningiome doit étre réalis€ par IRM. Pour les grade 1 la fréquence de
surveillance recommandée est tous les 12 mois, puis tous les 2 ans apres 5 ans. Pour les grade
IT il doit étre réalisé tous les 6 mois, puis tous les 12 mois apres 5 ans. Pour les grade 111 la

surveillance dépend de 1’évolution clinique mais ne doit pas étre supérieure a 3-6 mois '3,
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Figure 44. Recommandations de prise en charge des méningiomes adaptée de I’European

Association of Neuro-Oncology (EANO) 2021 >4
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6.2 Chirurgie

La chirurgie reste le traitement de premiére intention des méningiomes symptomatiques
ainsi que de leurs récidives. La classification de Simpson est utilisée en pratique pour évaluer
la résection chirurgicale des méningiomes (Tab. 5). Celle-ci peut également étre qualifiée de
complete (>95% du volume ou grades Simpson I-III), sub-totale (50-95% du volume), ou
partielle (<50% du volume). Une résection compléte est associée a un risque de récidive
inférieur aux résections sub-totales ou partielles. Cette option doit donc étre choisie quand cela
est possible. Cependant, la localisation de certains méningiomes peut rendre une exérese
compléte difficile, notamment au niveau de la base du crane. Il est donc recommandé¢ de réaliser
une exérése la plus compléte possible, mais sans compromettre 1’avenir fonctionnel du patient.
Le chirurgien doit adresser des fragments représentatifs de la tumeur au laboratoire

d’anatomopathologie pour analyse histologique et moléculaire afin de confirmer le diagnostic

et d’affiner le pronostic 34156,
Grade Définition
I Exérese macroscopiquement compléte intéressant 1’attache durale et éventuellement
I’envahissement osseux
II Exérése macroscopiquement compléte avec coagulation de 1’insertion durale
1 Exéré§e macroscopiguement compléte sans coagulation de I’insertion durale ou sans
résection de I’envahissement osseux
v Exérese incomplete
A% Décompression avec ou sans biopsie

Table 5. Classification de Simpson évaluant la résection chirurgicale des méningiomes >

6.3 Radiothérapie

La radiothérapie conformationnelle normofractionnée consiste en I’administration
localisée et adaptée au volume de la tumeur d’une dose de rayonnements ionisants, fractionnée
sur plusieurs séances. Elle est recommandée dans les méningiomes de grade II avec résection
incomplete, de grade III, ainsi que dans les récidives. L'utilisation de la radiothérapie dans les

grade II avec résection compléte doit étre discutée au cas par cas '>*!1%6,
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La radiothérapie stéréotaxique ou radiochirurgie consiste en une irradiation trés
localisée d’un espace déterminé par un systeme de coordonnées (espace stéréotaxique). Elle
peut étre utilisée comme alternative a la chirurgie pour les méningiomes de grade I de petite

taille (< 3 cm), notamment si la chirurgie n’est pas possible '>*1%°,

6.4 Traitements systémiques

Il existe aujourd’hui un vrai besoin en traitements systémiques dans les méningiomes
récidivants ou non accessibles a un traitement par chirurgie ou radiothérapie. Pour ces
méningiomes, et notamment les grade III, I’inclusion dans des essais cliniques est
recommandée. Des thérapies comme le bévacizumab, le sunitinib ou encore 1’association

évérolimus-octréotide peuvent également €tre proposées.

De nombreux traitements par voie systémique font 1’objet d’essais dans les méningiomes. Des
molécules comme [I’hydroxyurée, la trabectédine, le témozolomide ou encore
I’hormonothérapie (mifépristone, tamoxiféne) n’ont pas montré d’efficacité significative dans

la prise en charge de ces tumeurs >*15¢,

D’apres une étude de Kaley et al., 2014, les méningiomes récidivants présenteraient une survie
sans progression a 6 mois (PFS-6) de 26-29%. L’équipe propose ainsi un seuil d’intérét de PFS-
6 pour les futurs essais cliniques >50% pour les grade I et >35% pour les grade I et III. A noter
que I’analyse des données de survie en fonction des grades OMS est aujourd’hui biaisée par les

reclassifications des méningiomes par I’'OMS d’abord en 2016, puis en 2021 '%7.

Les thérapies ciblées anti-angiogéniques ciblant notamment le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) ont montré un effet prometteur dans des études rétrospectives
et dans des essais de phase 2. Le sunitinib a montré une PFS-6 de 42% dans un essai de phase
2 sur 36 patients avec des méningiomes récurrents de grade II et I11. Le valatinib a montré une
PFS-6 de 64.3% et 37.5% respectivement pour des méningiomes de grade II et III dans un essai
de phase 2 sur 25 patients avec des méningiomes récurrents. Le bévacizumab a montré une
PFS-6 de 44.4% dans un essai de phase 2 sur 9 patients avec des méningiomes récurrents de
grade II et I11, ainsi que des résultats similaires sur une cohorte rétrospective de 15 patients avec

des méningiomes de grade II et 11T 15%136.158.159,
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L’expression des SSTR dans les méningiomes a guidé I’essai de plusieurs
thérapeutiques comme 1’octréotide, un analogue de la somatostatine ayant une plus grande
affinité pour I’inhibition de la sécrétion d’hormone de croissance (GH) que cette derni¢re. Le
7"Lu-DOTATOC est un radioligand d’octréotide couplé avec du Lutétium 177 ayant I’ AMM
dans le traitement des tumeurs neuroendocrines digestives et ayant également fait I’objet
d’essais dans les méningiomes '*%,

Comme nous 1’avons vu précédemment, 1’activation de la voie mTOR est un phénomene
récurrent dans les méningiomes. Ainsi, un essai de phase 2 associant I’octréotide a I’évérolimus
(inhibiteur de mTOR) a montré une PFS-6 de 55% parmi 20 patients présentant des
méningiomes récurrents de grade I a III. Un essai de phase 2 évaluant le vistusertib (inhibiteur
de mTOR) dans des méningiomes de grade II et III est également en cours '%°. Ce dernier a
montré une PFS-6 de 88.9% chez des patients atteints de neurofibromatose de type 2 présentant

des méningiomes symptomatiques ou progressifs '!.

L’expression de programmed death-ligand 1 (PD-L1) a été mise en évidence dans les
méningiomes. Ce marqueur est corrélé a des méningiomes de haut grade et a de moins bonnes
survie globale et survie sans récidive. Le pembrolizumab, un anti-PD1, a ainsi fait ’objet d’un
essai de phase 2 sur 25 patients présentant des méningiomes récidivants de grade II et I11, pour
lequel une PFS-6 de 48% a été atteinte. Plusieurs essais sont en cours concernant les inhibiteurs
de checkpoint dans les méningiomes, pour valider ces résultats avec le pembrolizumab, mais
également pour essayer le nivolumab (anti-PD1) et I’ipilimumab (anti-CTLA-4) !38:162-165
Des études sont aujourd’hui nécessaires afin d’identifier des biomarqueurs conditionnant une
réponse a ces traitements immunomodulateurs dans les méningiomes. L’expression de PD-L1,

le statut d’instabilité¢ microsatellitaire (MSI) ou encore la charge mutationnelle tumorale (TMB)

sont décrits dans d’autres cancers et font de bons candidats.

Comme détaillé précédemment, plusieurs altérations moléculaires sont décrites dans les
méningiomes. Cependant, les voies impliquées sont aujourd’hui peu ou pas actionnables. Ainsi,
des essais sont en cours afin de pouvoir adapter la thérapeutique au patient et a sa tumeur.
NF2 ¢tant le principal géne impliqué dans les méningiomes, plusieurs thérapies ont été
développées afin de cibler ces altérations. Il existerait une intrication entre la focal adhesion
kinase (FAK) et les roles de Merlin dans les mécanismes d’inhibition de contact et d’adhésion
cellulaire. Ainsi, un inhibiteur de FAK (GSK2256098) a été étudi¢ dans un essai de phase 2

montrant une PFS-6 de 83% pour 12 méningiomes de grade I et de 33% pour 24 méningiomes
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de grade 11 et I11 '%®. Un autre essai de phase 2 est en cours pour cette molécule (NCT02523014).
L’inhibition de la liaison YAP/TAZ-TEADs est également une cible évaluée actuellement dans
trois essais de phase 1 sur des tumeurs NF2 mutées (NCT04665206, NCT05228015,
NCT04857372).

Le capivasertib (inhibiteur d’AKT1) a montré une efficacité sur des xénogreffes AKTI*' % et a
été utilisé dans le traitement d’une patiente avec un méningiome métastatique '7-16%,

Le vismodegib et le sonidegib sont des inhibiteurs de SMO. Le sonidegib a montré une
efficacité sur la diminution de la prolifération cellulaire dans une étude pré-clinique '
L’alpelisib est un inhibiteur de PI3K. Son utilisation en association avec le trametinib
(inhibiteur de MEK) a montré une efficacité dans une étude pré-clinique. Le rationnel de cette
association repose sur 1’inhibition de la voie mTOR par 1’alpelisib et sur I’inhibition conjointe
de la voie des MAP-kinases par le trametinib. Un essai de phase 1 associant ces deux molécules

est en cours (NCT03631953) ',
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Figure 45. Potentielles cibles thérapeutiques dans les méningiomes '”°
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L’abemaciclib est un inhibiteur de CDK4/6. Choudhury et al., 2022 ont proposé dans leur étude
I’utilisation de cet inhibiteur du cycle cellulaire dans les méningiomes agressifs, classés
« hypermitotiques » d’apres leurs données de méthylome. Ils y montrent une efficacité de
I’abemaciclib sur des lignées cellulaires (BenMen, CH157MN et lomm-Lee), sur un organoide
composé¢ de cellules BenMen, ainsi que sur une xénogrefte de CH-157MN. Ils ont également
utilisé ce traitement de manieére compassionnelle chez trois patients, montrant une diminution
du volume de la tumeur sous traitement ou bien une absence de récidive a 4 mois post-résection
144 Ce traitement est évalué dans plusieurs essais cliniques de phase 2.

A noter qu’un essai de phase 2 d’intérét pour ces thérapies ciblées dans les méningiomes est en
cours. L’essai NCT02523014 présente quatre bras : un bras vismodegib pour les méningiomes
SMO ou PTCHI mutés, un bras GSK2256098 pour les méningiomes NF2 mutés, un bras
capivasertib pour les méningiomes mutés AKT1, PIK3CA ou PTEN et un bras abemaciclib pour

les méningiomes avec des altérations de la voie CDK ou de NF2.

De nombreux génes impliqués dans la régulation épigénétique sont décrits comme
impliqués dans les méningiomes. Par exemple le complexe SWI/SNF avec SMARCBI,
SMARCEI, ARID1A, PBRM]1, ou encore le géne BAPI, ou bien les genes KDMS5C et KDM6A.
Ainsi, des thérapies ciblant la méthylation des histones ont fait I’objet d’essais '*®. Les histones
désacétylases panobitostat et AR-42 font actuellement 1’objet d’essais de phase 1 et 2
respectivement (NCT01324635, NCT02282917, NCT05130866). A noter que les inhibiteurs
d’EZH2 pourraient également étre une option thérapeutique a étudier dans les méningiomes

avec altération BAP1 ',
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III. Epigénétique

L’¢épigénétique désigne l'ensemble des mécanismes permettant de moduler 1'expression
génique sans altération des séquences d’ADN. Ces mécanismes sont essentiels dans le
développement embryonnaire, la différenciation cellulaire et le maintien de I’expression
génique spécifique aux différents sous-types cellulaires. Les modifications d’histones, la
méthylation de I’ADN, les petits ARN non-codants ainsi que le remodelage de la chromatine
par certains systémes sont les principaux marqueurs épigénétiques. Ces modifications sont

fréquemment impliquées dans la cancérogenese et sont la cible de plusieurs thérapeutiques.

@ DNA methylation

Cytosine DNA
methylation

@ Histone post-translational
modifications

Nucleosome

Chromosome

Figure 46. Compaction de la chromatine et marqueurs épigénétiques !7!

1. Modification des histones

Pour rappel, ’ADN est compacté sous forme de chromatine dans le noyau. Cette
chromatine est une structure dynamique dont I’¢lément fondamental est le nucléosome. La
chromatine décondensée ou euchromatine rend les geénes accessibles a la transcription. Au

contraire, la chromatine compactée ou hétérochromatine réprime 1’accés aux genes.
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Le nucléosome est constitu¢ d’un octamere de protéines appelées histones (H3, H4, H2A, H2B,
chacune en double) enroulé par un brin d’ADN de 147 paires de bases (Fig. 46). Ces histones
présentent une chaine latérale, ou queue histone, riche en lysines et arginines qui sont le si¢ge
de fréquentes modifications covalentes post-traductionnelles. Ces modifications peuvent altérer
1I’équilibre entre I’ADN chargé négativement et les histones chargées positivement, aboutissant
a un remodelage de la chromatine. De nombreuses molécules se lient également aux histones
afin d’agir sur I’ADN ou sur la structure de la chromatine. L’histone H1, quant a elle, permet le

rapprochement des nucléosomes entre eux.
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Figure 47. Vue d’ensemble de la régulation de la transcription par les modifications post-

traductionnelles des histones (bleu = acétylation, rouge = répression, vert = expression) '7?

Les principales modifications post-traductionnelles connues des histones sont I’acétylation, la
méthylation, la phosphorylation et I’'ubiquitinylation. Cependant d’autres modifications comme
la citrullination, I’ ADP-ribosylation, la désamination, la formylation, I’O-Glc-N-Acylation, la
propionylation, la butyrylation, la crotonylation et la proline isomerisation sont également
décrites. L’ensemble de ces modifications forme un code histone permettant la régulation de

1’état chromatinien 727174,
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1.1 Acétylation des histones

L’addition d’un groupement acétyle peut se faire sur les lysines des queues histone (Fig.
47 et 48) et permet, en neutralisant la charge positive de la lysine, de diminuer les contacts avec
I’ADN chargé négativement. Ainsi, I’acétylation permet la décompaction de la chromatine et
est donc associée a une transcription active. On retrouve cette marque épigénétique

principalement au niveau des enhancers et promoteurs des génes 727174,

L’acétylation se fait par I’intermédiaire des histones acétyltransférases (HAT), divisées en trois
familles : GenS-related N-acetyltransferase (GNAT), MYST (MOZ, Ybf2, Sas2, TIP60), et la
famille CBP/EP300. A I’opposé, les histones désacétylases (HDAC), réparties en quatre
familles (I, 11, III, IV) permettent de désacétyler les histones. Les HAT et HDAC sont a la fois
considérées comme des oncogenes et des suppresseurs de tumeurs : une hypoacétylation
résulterait en une répression de genes suppresseurs de tumeurs, et au contraire, une
hyperacétylation du génome en une surexpression d’oncogenes. Ainsi, 1’équilibre d’acétylation
du génome est critique et joue un role dans la cancérogenése '7>"174,

Au-dela de son impact direct sur la conformation de la chromatine, cette acétylation des queues
histones peut étre reconnue par diverses protéines via un domaine structural nommé
bromodomaine. La famille de protéines bromodomain and extraterminal domain (BET)
composée des protéines BRD2, BRD3, BRD4 et BRDT est capable de reconnaitre les
acétylations d’histone, puis de recruter des facteurs de transcriptions ainsi que 1I’ARN
polymérase II afin de favoriser la transcription. Des modificateurs d’histones comme la p300
ou la lysine N-méthyltransférase 2A (KMT2A, anciennement MLL1) présentent également un

bromodomaine %174,
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Figure 48. Résidus d’acides aminés des histones sujets a des modifications post-

traductionnelles '
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1.2 Méthylation des histones

La méthylation des histones sur les lysines et arginines par addition d’1 a 3 groupements
méthyles est une modification plus complexe que I’acétylation. Des histones méthyltransférases
(HMT) transférent les groupements méthyles a partir de S-adenosyl methionine (SAM) sur les
queues histone. Cependant, la complexité vient de la spécificité des protéines HMT pour un
acide-aminé et sa position, ainsi que pour le degré de méthylation (Fig. 49). Il en est de méme
pour les lysines demethylases (KDM), dont la plus connue est la lysine specific demethylase 1

(LSD1 = KDM1A) déméthylant spécifiquement les résidus H3K4 et H3K9 727174,

Généralement, les méthylations H3K4, H3K36 et H3K79 sont associées a des régions de
transcription active, contrairement aux méthylations H3K9, H3K27 et H4K20. A noter que ces

marques histone ne sont pas exclusives et coexistent au sein de ’ADN 1727174

H3K4

La marque H3K4mel est principalement retrouvée au niveau des enhancers actifs, associée a
H3K27ac (en opposition a la marque H3K27me3, répressive et mutuellement exclusive). La
marque H3K4me3 est principalement retrouvée au niveau du promoteur de génes actifs. Parmi

les HMT spécifiques on retrouve notamment les protéines MLL ainsi que SETD1A/B 727174,

H3K9

La marque H3K9 contribue a la répression de la transcription et a la formation de
I’hétérochromatine. Les protéines SETDBI1 et SUVH39H1/2 sont les acteurs clés de sa

méthylation 727174,

H3K27

Tout comme la marque H3K9me3, I’H3K27me3 est associée a la répression génique. La marque
H3K27me3 est ainsi retrouvée au niveau d’enhancers et de promoteurs de geénes réprimés. A
noter que les marques H3K27me2 et H3K27mel peuvent €tre associées a des genes actifs. Le
complexe Polycomb (PRC2), notamment via EZH2, permet la méthylation préférentielle de

1’H3K27 172—174.
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H3K36

La marque H3K36me3 est associée au corps de genes activement transcrits, avec une présence
croissante de 5’ en 3. ’H3K36me?2 est également retrouvée dans le corps des génes mais est
surtout retrouvée dans les régions intergéniques. Elles permettent notamment le recrutement

des DNMT et I’inhibition du PRC2 727174,
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Figure 49. Histone méthyltransférases (HMT) selon leur lysine cible '74

2. Méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN consiste principalement en 1’addition d’un groupement
méthyle (-CH3) sur le carbone 5 d’une cytosine, aboutissant a une 5-méthyl-cytosine (5SmC).
Ces 5SmC représentent environ 1% de I’ensemble des acides nucléiques du génome humain. La
majorité de cette méthylation survient sur des cytosines suivies d’une guanine, que I’on nomme
dinucléotides CpG. Ces sites CpG sont répartis a travers le génome mais peuvent également
étre concentrés en ilots CpG, qui sont des régions conservées de I’ADN de plus de 200 paires

de bases, enrichies en CpG '7>176,
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Figure 50. Représentation d’un ilot CpG et des régions dites Shore, Shelf et Open sea !’
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La majorité des dinucléotides CpG répartis a travers le génome sont hyperméthylés (>70%).
Cette méthylation servirait principalement a réprimer les éléments transposables représentant
45% du génome humain. On désigne ces zones éparses de CpG « open sea ».

Environ 70% des genes, et notamment les génes de ménage, présentent un ilot CpG au niveau
de leur promoteur. Ces ilots CpG sont majoritairement non méthylés. La méthylation de ces
ilots permet le silencing du géne par divers mécanismes. Cependant, leur profil de méthylation
ne semble pas tissu-spécifique. En revanche, les régions dénommées « shore », réparties sur 2
kb de chaque coté des flots, ont un profil de méthylation tissu-spécifique et leur
hyperméthylation est également corrélée avec une réduction de 1’expression du géne concerné.
A noter que les régions situées entre 2 kb et 4 kb d’un 1lot sont dénommées « shelf » (Fig. 50).
Des zones dénommées canyons ou vallées de méthylation de I’ADN (DMV) sont également
rapportées. Ces sont de larges étendues pouvant couvrir plusieurs ilots CpG et non méthylées.
Elles sont généralement conservées a travers les espeéces, dans les tissus, et elles comprendraient

des génes impliqués dans le développement 73176,
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Figure 51. flot CpG de NF2 représenté a cheval sur le promoteur, I’exon 1 et I’intron 1 du

géne d’aprés UCSC Genome Browser

La méthylation des sites CpG dans le corps du gene désigne les CpG situés apres le premier
exon. En effet, I’ilot CpG couvre généralement le site d’initiation de la transcription comme le
promoteur, et une hyperméthylation de sites CpG dans I’exon 1 du gene peut entrainer sa
répression. Cependant, les CpG situés dans le corps du géne sont fréquemment méthylés, bien
que le promoteur ne le soit pas. Cette méthylation serait présente dans les génes normalement
exprimés, en raison de 1’accessibilité de I’ADN décompacté aux ADN-méthyltransférases. En
revanche, les génes fortement exprimés ou non exprimés présenteraient une faible méthylation

du corps du géne '”®
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2.1 Création de la méthylation

Trois enzymes de la famille des ADN-méthyltransférases (DNMT) catalysent I’addition
des groupements méthyls sur les cytosines de ’ADN : DNMT1, DNMT3A, DNMT3B. Elles

assurent deux types de méthylation, de novo ou bien de maintien.

Les enzymes DNMT3A et DNMT3B sont capables d’effectuer une méthylation de novo d’un
brin nu d’ADN. La différence entre les deux réside dans leur expression, la premicre étant
relativement ubiquitaire et la seconde faiblement exprimée par les tissus différenciés, excepté

la thyroide, les testicules et la moelle osseuse.

L’enzyme DNMT1 méthyle préférentiellement les brins d’ADN hémi-méthylés et est donc
capable de réaliser une méthylation dite de maintenance. Elle se localise dans la fourche de
réplication lors de la réplication de I’ADN et méthyle le brin nouvellement synthétisé pour

reproduire la méthylation du brin complémentaire.

Un quatriéme membre de cette famille existe, DNMT3L, il ne présente cependant pas de site
catalytique et n’est exprimé que pendant le développement ou bien dans le thymus et les cellules

germinales chez ’adulte. Son role est de stimuler 1’activité méthyltransférase de DNMT3A/B

en s’y associant !7>176,
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Figure 52. Role des DNMT dans la méthylation de I’ADN A. de novo B. de maintien '7

85



2.2 Suppression de la méthylation

La déméthylation est dite passive quand elle est secondaire a une « dilution » de la
méthylation, secondaire a la réplication cellulaire et a un défaut de méthylation de maintien
(défaut de DNMTT par exemple). Les brins néo-synthétisés ne sont pas méthylés sur la base du

brin d’origine, aboutissant a une perte de la méthylation globale.

La déméthylation active est le résultat de réactions enzymatiques médiées notamment par les
enzymes Ten-eleven translocation (TET) comme TETI1, TET2 et TET3. Ces enzymes
transforment la SmC en 5-hydroxy-methyl-cytosine (ShmC), pour aboutir in fine a une
reconnaissance de cette base modifiée par le systéme de réparation par excision des paires de
bases (BER). La base modifiée est alors excisée par la Thymine DNA glycosylase (TDGQG) puis

remplacée par une cytosine nue.

A noter que, bien qu’elle soit une forme transitoire de I’ADN, la ShmC est retrouvée notamment

dans le cerveau, a des niveaux significatifs, et pourrait avoir un role sur la régulation de

’expression génique '7>176:179,
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2.3 Régulation de I’expression génique au niveau des ilots CpG

Le premier role de la méthylation des ilots CpG semble étre vis-a-vis des facteurs de
transcription (FT). En effet, ces ilots sont des régions conservées, généralement non méthylées,
riches en GC et moins riches en nucléosomes (donc une chromatine potentiellement moins
compactée). L’ensemble de ces facteurs rendent I’environnement parfait pour la fixation de
facteurs de transcription au promoteur, ces derniers étant souvent riches en GC et nécessitant
de pouvoir accéder a la séquence pour s’y lier. La méthylation de ces ilots inhibe donc la fixation
de ces FT du fait d’un encombrement stérique et de la compaction de la chromatine, entrainant
ainsi la répression du géne.

Cependant, le role des FT n’est pas si simple. Des mutations des sites de fixation aux FT ont
montré qu’en 1’absence de fixation de ces derniers, le promoteur du géne était méthylé. Ainsi,
les FT pourraient avoir un effet protecteur sur la méthylation des ilots CpG. Enfin, certains FT

semblent pouvoir recruter DNMT3A/B au niveau du promoteur pour aboutir au contraire a une

méthylation de novo '">'76,
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Figure 54. Cross-régulation épigénétique de la transcription '

Transcription active : les enzymes TET permettent une déméthylation de I’ ADN, les histones peuvent étre acétylées ou bien
méthylées sur les histones H3K4

Transcription réprimée : les enzymes DNMT permettent le maintien ou la néo-méthylation de I’ADN, les MBD permettent
le recrutement des HDAC désacétylant les histones et des HMT méthylant les histones, notamment H3K9

Trois familles de protéines sont connues pour leur activité¢ de reconnaissance et de
liaison aux sites méthylés de I’ADN : les protéines methyl-CpG binding domain (MBD),
ubiquitin-like containing PHD and RING finger domain (UHRF) et en doigt de zinc.

Les protéines MBD (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 et MBD4) présentent un domaine de

liaison aux méthyles, leur permettant de directement lier I’ADN méthylé, et un domaine de
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répression de la transcription permettant de recruter divers complexes répresseurs. Par exemple,
MeCP2 recrute DNMT1 pour maintenir la méthylation, mais aussi les histones désacétylases
(HDAC) et les histones méthylases (HMT), permettant la compaction de la chromatine en
supprimant les acétylations d’histone et en favorisant leur méthylation, notamment sur les
histones H3K9 (Fig. 54). Ces protéines permettent ¢galement d’inhiber la fixation de FT. A
noter que les MBD sont plus exprimées dans le cerveau que dans les autres tissus.

Les protéines UHFR1 et UHFR2, quant a elles, lient ’ADN méthylé¢ mais n’ont pas fonction
de répresseurs de la transcription. Leur role est de lier ’ADN hémiméthylé et de recruter
DNMT1 pour maintenir la méthylation (Fig. 55, haut a gauche).

Enfin, la derni¢re famille est composée des protéines Kaiso, ZBTB4 et ZBTB38 présentant un
domaine en doigt de zinc leur permettant de lier ’ADN méthyl¢ et ainsi de réprimer la

transcription 17>176,
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Figure 55. Régulation épigénétique de la transcription : différents cas de figure 7

(1) DMYV : ADN non méthylé indépendamment de I’expression du géne. La triméthylation de 1’histone H3K27 marque la
répression du géne.

(2) Enhancer : 1a méthylation / déméthylation d’un enhancer peut étre un mécanisme de régulation de 1’expression génique.
(3) flots CpG : 1a méthylation / déméthylation d’un ilot CpG peut étre un mécanisme de régulation de 1’expression génique.
(4) Méthylation H3K36me?2 dans les régions intergéniques et H3K36me3 dans le corps des génes recrutent les DNMT.
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En somme, la régulation de la méthylation de I’ADN est étroitement liée a celle des autres
acteurs épigénétiques. En effet, les DNMT sont capables de se lier aux queues d’histones et de
recruter des HMT ou HDAC afin de modifier ces derni¢res (Fig. 54). A l'inverse, la
triméthylation des histones H3K4 inhibe la liaison des DNMT a ces dernieres. De méme,
environ 10% des microARN peuvent étre régulés par un promoteur compris dans un ilot CpG,
et a I’inverse, certains microARN régulent négativement des acteurs de la méthylation de

I’ADN comme les DNMT. L’environnement épigénétique est complexe et multifactoriel.

Cette régulation épigénétique est fondamentalement liée a I’oncogenese. Il est décrit que
le génome est globalement hypométhylé dans le cancer. Cette hypométhylation permettrait la
transcription d’éléments transposables et contribuerait donc a I’instabilité génomique, mais
¢galement I’expression d’oncogenes jusque-la réprimés. A 1’opposé, une hyperméthylation
localisée aux ilots CpG couvrant le promoteur de certains genes suppresseurs de tumeurs est
¢galement décrite. Ce mécanisme entrainerait le silencing du géne en question, comme par
exemple I"’hyperméthylation du promoteur de MLH1 dans le cancer colorectal responsable

d’une déficience du systéme mismatch repair (MMR) 7517,

3. Micro-ARNs

Environ 75% du génome humain est transcrit en ARN quand seulement 3% est transcrit
en ARN messager (ARNm) codant pour des protéines. Les ARN non-codants (ARNnc)
représentent donc la majorité du transcriptome humain. Ils sont composés par exemple des bien
connus ARN ribosomaux (ARNr) et ARN de transfert (ARNt) intervenant dans la traduction en
protéine des ARN messagers. Cependant, des nombreux autres ARNnc ont été décrits au cours
des années, différant par leur taille et leurs fonctions dans la cellule. On différencie ainsi
classiquement ces ARNnc en petits ARN non-codants (ARNsnc) composés de moins de 200
nucléotides, en longs ARN non codants (ARNInc) composés de plus de 200 nucléotides et en

ARN circulaires (ARNcirc) '8,

Parmi les ARNsnc on retrouve les ARN interagissant avec PIWI (ARNpi), dont le principal role
est la répression des ¢léments transposables de 1’ADN, les petits ARN nucléaires (ARNsn),
dont font partie les unités Ul a U6 du splicéosome, les petits ARN nucléolaires (ARNsno),
impliqués dans la maturation des ARN ribosomaux au niveau des nucléoles, et enfin les petits

ARN interférents (siARN) et les microARN (miARN), tous deux impliqués dans la régulation
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de I’expression génique. Le role des ARN interférents comme les siARN et miARN en font

donc des sujets d’études en oncologie, ainsi que de nouvelles perspectives thérapeutiques 80181,

Les micro-ARN sont donc de petits ARN non-codants d’environ 22 nucléotides régulant
négativement 1’expression génique au niveau de I’ARN messager. Il est estimé que les miARN
régulent I’expression de pres d’un tiers des genes codant pour des protéines.

Les séquences de ces miARN sont retrouvées dans les régions intergéniques, seules ou
regroupées en cluster de miARN, mais également dans les introns d’ARN pré-messagers. Ces
derniers étant nommés mirtrons. Ainsi, les miARN peuvent étre régulés par leur propre
promoteur, par un promoteur commun a plusieurs miARN, ou bien par le promoteur d’un gene

« hote » avec lequel ils sont co-transcrits, selon la localisation de leur séquence '3°-132,

3.1 Biogenese des micro-ARN

La plupart des miARN sont transcrits par I’ARN polymérase I en miARN primaires
(pri-miARN), comprenant une ou plusieurs structures en tige-boucle. Ces derniers sont ensuite
clivés par le complexe microprocesseur, composé de la ribonucléase DROSHA et de son co-
facteur DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS), aboutissant & une structure en tige-
boucle d’environ 70 nucléotides appelée précurseur miARN (pré-miARN). Les pré-miARN
sont alors transportés dans le cytoplasme par I’exportine-5 (XPOS) et la Ras-related nuclear
protein (RAN) pour étre clivés au niveau de leur boucle terminale par la ribonucléase DICER,
aboutissant a un petit ARN double brin (miARNdb). Ce miARNdb présente alors un brin guide
et un brin passager dont les extrémités 3’ dépassent de 2-3 nucléotides (Fig. 56). A noter que

pour certains miARN les deux brins peuvent étre « guides » et cibler des ARNm différents 80

182
Le miARNdb formé par DICER est alors chargé sur une protéine argonaute (AGO) grace a des
protéines chaperonnes. Le brin passager est clivé, aboutissant & un micro-ARN simple brin
mature (miARNsb). AGO recrute alors diverses autres protéines permettant la formation du
RNA-silencing complex (RISC) centré sur le miARNsb et permettant la reconnaissance de
I’ARNm cible. Le miARNSsb est alors amené a 1’extrémité 3’ de son ARNm cible, ou il se lie
par complémentarité des séquences (Fig. 56). Chez I’Homme la complémentarité entre les bases
des miARN et de leurs cibles est fréquemment incompléte. Un miARN peut ainsi avoir de

nombreuses cibles.
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Ce complexe RISC permet ainsi le silencing d’un geéne soit par dégradation de I’ARNm apres

raccourcissement de la queue poly(A), soit en réprimant sa traduction (Fig. 56) '3-182,

Intergenic miRNA miRNA cluster Mirtron Exon
— e ——— S — _— — e — —
- - -
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Transiational repression pairing RISC

Figure 56. Biogenése des micro-ARN 82

A noter que des voies de biogeneése non-canoniques des miARN existent. Par exemple, les

mirtrons suivent une de ces voies, indépendamment de DROSHA.
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3.2 Régulation et rles des micro-ARN

Les miARN reconnaissent une région de 7-8 nucléotides du 3’UTR de I’ARNm cible.
Cette région présente une complémentarité, au moins partielle, avec I'unité de reconnaissance
du miARN composée des nucléotides 2 a 8. Les nucléotides 13 a 16 du miARN peuvent
¢galement contribuer a I’appariement de ces deux ARN.
Un géne de miARN peut aboutir au silencing de nombreux génes. Comme nous 1’avons
mentionné, en raison de la complémentarité de séquence imparfaite, un méme miARN peut
cibler plusieurs ARNm. Un méme pri-miARN peut aboutir a plusieurs isoformes (isomiARN)
en raison d’un clivage imprécis par DROSHA et/ou DICER, ou bien encore en fonction du brin
guide/passager choisi. Tout ceci complexifie encore la régulation génique régie par ces petits

ARN non-codants %2,

Ces miARN sont de véritables acteurs épigénétiques régulant I’expression de certains genes et
impactant notamment la différenciation cellulaire. En effet, le profil d’expression de miARN,
tout comme celui des ARNm, est tissu spécifique.

En oncologie ils peuvent jouer un role suppresseur de tumeur en réprimant des oncogenes, ou
a I’inverse, jouer un role d’oncogeéne en réprimant des génes suppresseurs de tumeur. Ces petits
ARN non-codants ont également un rdle de régulateur épigénétique en jouant sur I’expression
des génes codant pour les DNMT et les TET. Paradoxalement, la régulation de ces miARN est

¢galement médiée par des marques épigénétiques comme la méthylation de leurs promoteurs
182

Il a été proposé que les miARN puissent participer a la communication inter-cellulaire. Une
hypothese serait qu’une cellule puisse réguler I’expression génique d’une cellule cible distante
par I’intermédiaire d’exosomes, de microvésicules ou encore de high density lipoprotein (HDL)
transportant des miARN. Cependant, les miARN retrouvés dans la circulation sont
principalement libres et probablement issus d’un relargage apoptotique.

Une seconde hypothése serait la régulation paracrine, restreinte aux cellules proches, médiée
par la transmission de ces miARN par les gap-junctions. Les cellules tumorales pourraient ainsi
transmettre des miARN surexprimés aux cellules du micro-environnement. Cette hypothése est
renforcée par les observations d’une répression d’ARNm dans des cellules traitées par des

miARN extracellulaires 2.
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4. Complexes de remodelage de la chromatine

Les complexes de remodelage de la chromatine sont composés de multiples sous-unités
et utilisent ’hydrolyse de 1’ATP afin de perturber la structure des nucléosomes, et ainsi rendre
accessible I’ADN. Il existe 4 principales familles de ces remodeleurs de la chromatine ATP-
dépendants qui présentent tous un domaine ATPase. Le plus connu étant le complexe SWI/SNF,

décrit précédemment, suivi des complexes ISWI, CHD et INOS8O (Fig. 57).

ATPase Bromodomain
SWI/SNF i
class

SANT

ISWI
class

Chromodomain DNA-binding

CHD
class

INO80
class

Figure 57. Structure des 4 classes d’ ATPases relatives aux 4 familles de remodeleurs de la

chromatine ATP-dépendants '%?

5. Traitements épigénétiques en oncologie

De nombreux variants gain et perte de fonction, ou geénes de fusion, impliquant des
acteurs de la régulation épigénétique sont aujourd’hui connus. Ces altérations mettent en
¢vidence I’importance de la balance entre les marques épigénétiques, ainsi que le role de leur
dérégulation dans I’oncogenese. De nombreux traitements ciblant ces acteurs épigénétiques ont

alors vu le jour ou bien sont encore en phase d’essai (Fig. 58).

5.1 Méthylation de I’ADN

On observe dans les hémopathies my¢loides des mutations perte de fonction de
DNMT3A, aboutissant a une hypométhylation, ainsi que des mutations perte de fonction de
TET?2, aboutissant a une hyperméthylation. Des mutations des isocitrate déshydrogénases 1 et

2 (IDH1/2) entrainent également une hyperméthylation.
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Les inhibiteurs de DNMT comme 1’azacitidine et la décitabine sont des antimétabolites utilisés
en onco-hématologie. Bien qu’ils provoquent une hypométhylation, leur activité semble
indépendante de la présence de mutations des genes TET2, IDHI et IDH?.

L’ivosidenib et 1’enasidenib sont des inhibiteurs des formes mutées d’/DHI et IDH2?
respectivement, indiqués dans les hémopathies myéloides et les cholangiocarcinomes

présentant ces mutations 184,

5.2 Méthylation des histones

Le systtme PRC2 et le systtme SWI/SNF s’opposent dans leur régulation de la
compaction de la chromatine. Ainsi, une perte de fonction d’un des génes du complexe
SWI/SNF provoque une sur-activation du complexe PRC2 médiée par EZH2. Les altérations
du systtme SWI/SNF sont trés fréquentes dans les cancers. Des variants gain de fonction
d’EZH2 sont également décrits dans les lymphomes folliculaires. Les inhibiteurs d’EZH2
comme le tazemetostat et le valemetostat sont donc des options thérapeutiques dans le
lymphome folliculaire et dans les tumeurs mutées pour un géne du complexe SWI/SNF, comme
SMARCBI. Ces molécules sont toujours en cours d’essai, notamment pour les tumeurs mutées
BAPI.

Les inhibiteurs de menin et de DOTIL, une HMT, sont également en cours d’essai.
Particuliérement en raison de leur interaction avec MLL, les réarrangements MLL (= KMT2A)
aboutissant a des génes de fusion retrouvés dans les leucémies aigues.

Des inhibiteurs de LSD1, une lysine déméthylase, sont également a I’essai 134,

5.3 L’acétylation des histones

Les HAT présentent fréquemment des altérations en oncologie, par exemple on retrouve
des variants perte de fonction des génes EP300 et CREBBP, aboutissant a une perte de
I’acétylation des histones. Au contraire, les HDAC ne présentent que rarement des mutations.
Les inhibiteurs de ces HDAC comme le vorinostat ou le panobinostat inhibent la désacétylation
et entralnent donc une hyperacétylation des histones. Cette hyperacétylation provoque une
décompaction de la chromatine qui aboutirait a la transcription de geénes permettant la
différenciation des cellules cancéreuses. Ce mécanisme n’est cependant pas totalement élucidé.
Ces molécules sont actuellement utilisées dans le traitement du myé¢lome et des lymphomes T

cutanés %4,
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Box 1. Epigenetic Therapies in Clinical Development.

DMA methyltransferase [DMMT) inhibitors
Decitabine

Azacitidine

CC-486 {oral azacitidine)

Guadecitabine

ASTXTZY

Isocitrate dehydrogenase 1 and 2 (IDH1 and IDH2)
inhibitors

Ivosidenib

Enasidenib

Vorasidenib

Olutasidenib

Histone deacetylase (HDAC) inhibitors
Vorinostat

Romidepsin

Belinostat

Panchinostat

Chidamide {also known as tucidinostat)
Entinostat

Mocetinostat

Comatinostat

Pracinostat

QKI-179

Givinostat

Abexinostat

Resminostat

Fimepinostat

MEM-BMX

HDACE inhibitors
Ricolinostat
Citarinostat
KAZS07

EZH2 methyltransferase inhibitors
Tazemetostat

Valemetostat

CPl-0209

CP|-1205

DOTIL methyltransferase inhibitor
Pinometostat

Lysine-specific demethylase 1 (LSD1) inhibitors
ladademstat

CC-a0011

INCB059872

Bromodomain and extraterminal [BET) inhibitors
Molibresib

Birabresib

ZEN(3654

PLX51107

Figure 58. Traitements épigénétiques en développement '3

Des inhibiteurs de BET sont également a I’essai.



5.4 Micro-ARN

La dérégulation de I’expression des miARN dans le cancer peut se faire via la délétion,
I’amplification ou encore par la méthylation du promoteur des génes codants pour ces miARN.

Plusieurs approches ont ét¢ développées afin d’aboutir a des thérapies ciblant les miARN.

Tout d’abord, les miARN-mimétiques qui sont des oligonucléotides double brins synthétisés
pour reproduire les miARNdb endogenes et restaurer leur activité, notamment suppresseur de
tumeur, dans les cellules.

Les anti-miARN sont des oligonucléotides simple brin s’hybridant a la séquence d’un miARN
afin de bloquer son activité, particulierement pour les miARN-oncogenes (onco-miR).

Les éponges @ miARN sont des molécules dérivant des ARN circulaires, qui présentent de
nombreux sites de liaison aux miARN entrainant la s€équestration de ces derniers.

Enfin, les amiARN sont des molécules artificielles présentant la spécificité de cible des siARN

associée a la structure des miARN permettant 1’inhibition de la cible ',

(A)

Qral administration

Skin injection ., —
i My ok Inhalation

Adoptive cell -

Al [\ Intravenous injection
transfer / i

3D tissue
implantation

(B)

Cell membrane

Carrier vehicle Viral vector Chemical modification Biomolecule conjugation
e.4., liposomes, polymers,
functionalized matals,

&.q., retroviral, lentiviral 8.g., locked nucleic acid (LNA) e.0., cholesterol, GalNac

or adeno-associatad viral or phosphorothioate or aptamers
axtraceliular vesicles or

non-living mini cells

transduction

Combination

Figure 59. Méthodes d’administration (A) et méthodes de vectorisation (B) dans les thérapies

ciblant les miARN '
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Le mode d’administration et la vectorisation de ces molécules d’ARN jusqu’aux cellules cibles
est un challenge dans le développement de ces thérapies. Bien que les modes d’administration
les plus utilisés soient en intraveineuse et sous-cutanée, une approche par implant d’une matrice
3D biodégradable dans le tissu cible lors de la chirurgie est développée. Le prélevement de
cellules sanguines pour les traiter ex-vivo et ensuite les réadministrer au patient est également
envisagé. Pour les modes d’administration systémiques, différentes approches vectorielles sont
¢tudiées comme les liposomes, les vésicules extracellulaires, les vecteurs viraux ou encore
simplement des modifications chimiques des chaines d’acides nucléiques afin de passer la

membrane cellulaire (Fig. 59) '%.
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IV. Objectif de I’étude

Dans une cohorte de 77 méningiomes constituée dans notre laboratoire, nous observons
une grande variabilité des niveaux de transcrit du géne NF2, en ’absence de délétion ou de
mutation du geéne, avec, dans certaines tumeurs un taux du transcrit de NF2 bas équivalent a
celui des tumeurs portant une altération génétique de NF2. Suite a cette observation, nous avons
émis I’hypothése d’une diminution épigénétique de NF2 qui entrainerait cette plus faible
expression du geéne. Les deux mécanismes envisagés et €tudiés ici sont la méthylation du

promoteur et les micro-ARN comme régulateurs de 1’expression de NF2.

Pour la majorité des génes, il est décrit qu'une hypométhylation des sites CpG au sein du
promoteur favorise I’expression du gene, contrairement a une hyperméthylation qui cause la
répression du géne !7°. Dans la littérature, plusieurs équipes se sont intéressées a la méthylation
du promoteur de NF2, aboutissant a des résultats discordants. Nous avons donc décidé d’étudier
la méthylation du promoteur du géne NF2 par pyroséquengage au sein des méningiomes de

notre cohorte.

Les micro-ARN (miARN) sont de petits ARN non-codants, impliqués dans la régulation post-
transcriptionnelle. Cette régulation s’effectue par fixation de ces micro-ARN a I’ARNm par
complémentarité, puis par clivage de ’ARNm ou bien par répression de sa traduction'®®.
Plusieurs équipes ont ¢tudié I’expression de nombreux micro-ARN au sein des méningiomes,
cependant aucune ne relie un miARN a ’expression de NF2 dans ces tumeurs '*71%. Nous
avons choisi d’étudier le miR-92a-3p. Ce micro-ARN est décrit dans une étude comme régulant
directement ’expression de NF2 dans des cellules de cancers colorectal et pulmonaire '°°. Nous

avons décidé de quantifier ce micro-ARN par RT-qPCR dans les méningiomes de notre cohorte.
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V. Matériel, méthodes et résultats

1. Description et caractérisation de la cohorte

Cette ¢tude a été menée sur une cohorte de 77 méningiomes issus de patients du CHU
de la Timone a Marseille, aprés obtention de leur consentement éclairé. La moyenne d’age de
ces patients est de 61.8 + 13.6 (17 - 87), avec 34 hommes pour 43 femmes (44% vs 56%). Les
tumeurs ont été classées selon les recommandations OMS 2021 (excepté la délétion

homozygote de CDKN2A/B) en 47 grade 1 (61%), 26 grade 11 (34%) et 4 grade 111 (5%).

Parmi cette cohorte nous avons sélectionné les 37 méningiomes ne présentant ni
mutation, ni altération du nombre de copie du gene NF2, renommés NF2 wild-type (NF2-wt).
La moyenne d’age de ces patients estde 61.1 = 11.7 (34 - 83), avec 14 hommes pour 23 femmes
(38% vs 62%). Les tumeurs ont été classées selon les recommandations OMS 2021 (excepté la
délétion homozygote de CDKN2A4/B) en 30 grade I (81%) et 7 grade 11 (19%).

Nous avons ajouté a ces 37 tumeurs, les 4 méningiomes de grade III de la cohorte, bien qu’ils
soient NF2-déficients (mutation = CNV). L’age moyen est de 79 £ 4.8 (75 — 84) et les patients
sont tous des hommes.

Parmi cette cohorte de 41 méningiomes (37 NF2-wt et 3 grade IIT), 32 ADN issus de ces tumeurs
¢taient disponibles pour analyse de la méthylation par pyroséquencage et 26 méningiomes
présentaient du matériel congelé pour analyse du miR-92a-3p. Leurs caractéristiques sont

répertoriées dans les Tables 13 et 19 respectivement.

Nous avons également utilisé¢ dans cette étude 3 lignées cellulaires de méningiomes humains :
Ben-Menl, CH-157MN et IOMM-Lee. Les trois lignées ont été cultivées dans le DMEM-F12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 10% FCS (fetal calf serum), 1% streptomycin/penicillin,
1% fungizone (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), a 37°C avec 7% de COx.

Les Ben-Men-1 proviennent d’'un méningiome méningothélial de grade I, NF2-déficient
(numéro d’acquisition CVCL_1959, Braunschweig, Germany). Les CH-157MN proviennent
d’un méningiome de grade inconnu, NF2-déficient, mais également NRAS, PTEN et pTERT
muté¢ (numéro d’acquisition CVCL 5723 données par CERIMED). Les IOMM-Lee
proviennent de 1I’envahissement d’un méningiome de grade III, NF2 wild-type et muté BRAF

et pTERT (numéro d’acquisition CVCL 5779, ATCC, Manassas, VA, USA).
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En amont de ce travail, de I’ADN et de I’ARN ont été extraits a partir de fragments
congelés de méningiomes en utilisant respectivement le kit d’extraction QIAamp ADN

(Qiagen, Courtaboeuf, France) et le kit RNeasy Plus Minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France).

L’ADN a été séquencé sur un MiSeqDx (Illumina, San Diego, CA, USA) en utilisant un panel
Custom QIAseq Targeted DNA Panel library preparation (Qiagen, Courtaboeuf, France) ciblant
13 genes d’intérét dans les méningiomes : NF2 (NM_000268.3), AKTI1 (NM_001014431.1),
SMO (NM _005631.4), KLF4 (NM_004235.4), TRAF7 (NM_032271.2), PIK3CA
(NM _006218.4), SUFU (NM 016169.4), SMARCBI (NM_003073.3), SMARCEI
(NM _003079.4), POLR24 (NM _000937.4), CDKN24A (NM 058195.3), CDKN2B
(NM_004936.3), PTEN (NM _000314.4) et le promoteur de TERT (NM 198253.2).
L’alignement et la variant calling ont été réalisés a I’aide de 2 pipelines d’analyse : CLC
Genomics Workbench 20.0.4 (Qiagen) et le QIAseq targeted DNA custom panel analysis center
(smCounter2 Qiagen). Chaque variant a été classé d’apres les recommandations de I’ American

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).

Afin de rechercher de larges délétions ou duplications de NF2, une PCR quantitative en temps
réel a été mise en place, utilisant un TagMan™ Copy Number Assay (ref Hs00918833 cn,
Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) et un TagMan™ Copy Number Reference Assay
(RNaseP) sur un automate de PCR en temps réel ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Les données ont été analysées sur le logiciel Applied
Biosystems Copy Caller software (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Chaque
¢chantillon a été standardisé en utilisant un ADN présentant deux alleles de NF2. La
quantification relative (RQ) de NF2 a été calculée par la formule du 2*2Ct en comparaison au
gene PRORP (protein only RNase P catalytic subunit) utilis¢ comme standard. Une RQ entre

0.3 et 0.7 a été interprétée comme une délétion et une RQ supérieure a 0.8 comme normale.

Afin de quantifier le transcrit du géne NF2 une reverse transcription a d’abord été réalisée avec
le High Capacity RNA-to-cDNA kit (réf 4387406, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
selon les recommandations du fournisseur. Une PCR quantitative en temps réel a été réalisée
en utilisant le Master Mix TagMan™ Universal II (réf : 4440038, ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA) ainsi que les assays du transcrit d’intérét NF2 (ref Hs00966302 ml,
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) et des transcrits de nos genes de ménage : la tubuline-

B, la P-actine et la B-glucuronidase (refs Hs00742828 s1, Hs01060665, Hs00939627,
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ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Le calibrant utilis¢ est le Universal Human
Reference RNA (Agilent, Santa Clara, USA). L’expression relative de NF2 a été calculée en

utilisant la formule du 222Ct.

2. Méthylation du promoteur de NF2
2.1 Matériel et méthodes

Afin d’¢tudier la méthylation de I’ADN par séquencage, la premicre €tape est la
conversion de I’ADN aux bisulfites. Les bisulfites permettent de convertir les cytosines non
méthylées en uraciles, contrairement aux cytosines méthylées restant intactes. Cette étape
permet la transformation d’une donnée épigénétique comme la méthylation en une variation
génétique, plus facilement détectable et quantifiable.

Ensuite, afin d’amplifier I’ADN converti, une PCR est nécessaire. Pour cela, il faut un couple
d’amorces complémentaires des séquences d’ADN cibles converties. Les uraciles

précédemment convertis seront alors remplacés en thymine.

bisulfite
x

PCR

R  JRCI G
00006

Figure 60. Représentation de la conversion de I’ADN aux bisulfites

Enfin, I’ADN est séquencé par pyroséquengage. La particularité de cette technique consiste en
I’injection séquentielle des nucléotides selon un ordre préprogrammé. Si le nucléotide injecté
dans le milieu réactionnel correspond a celui attendu par I’ADN polymérase, il est incorporé
dans le brin en cours de synthése. Dans le cas contraire, aucune réaction ne se produit et le
nucléotide suivant sera injecté. L’incorporation entraine la libération d’un pyrophosphate
inorganique (PPi). L’enzyme ATP-sulfurylase utilise ce PPi pour transformer 1’adénosine

phosphosulfate en adénosine triphosphate (ATP). L’ATP est utilisée par la luciférase dans la
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réaction d’oxydoréduction de la luciférine qui produit de la lumiére. Ce signal lumineux est
capté par une caméra et reproduit sous forme d’un pic sur un pyrogramme. La hauteur de ce
pic est fonction de l'intensité du signal lumineux, elle-méme proportionnelle au nombre de
nucléotides incorporés a chaque injection et permet de déduire la séquence du brin
néosynthétisé€. Dans le cas précis de la méthylation de I’ADN, cette technique permet d’évaluer
les proportions respectives de C et de T pour chaque dinucléotide CpG étudié. Cette proportion

refléte le pourcentage de brins méthylés ou déméthylés a ce niveau dans I'échantillon initial.

Sulfurylase

v

APS+PPi  ATP

(DNA)I-I- dNTP Polymerase (DNA) " PRI / luciferin OXYlUCiferin

\#

Luciferase

iy

ATP Light

Figure 61. Représentation de la réaction de pyroséquencage !

2.1.1 Design des assays

L’1lot CpG de NF2 de 757 pb (de c.-591 a ¢.54+112) que nous avons analysé comprend
84 dinucléotides CpG. Afin d’étudier sa méthylation nous avons créé 3 assays dans le promoteur

du gene a partir du logiciel PyroMark Assay Design software (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Pour cela, nous avons respecté plusieurs critéres : une taille d’amplicon inférieure a 200 pb,
I’absence de polymorphismes connus a une fréquence supérieure a 0.1% dans la population au
niveau de nos amorces, et I’absence de fixation aspécifique de nos amorces pouvant générer un
autre amplicon dans le génome (d’apres des prédictions bio-informatiques notamment SNP-

Check et UCSC in silico PCR).
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Amorce Bases Taille amplicon Séquence 5°-3’

PCR Forward 26 GAGTGAAATTTTTTATTGGTGGAGTT
133 pb
PCR Reverse-biot 21 b-CACAACCCCAAACCTACTCCC
Séquencage 21 ATTTTTTATTGGTGGAGTTAT
Amorces de PCR

Amorce de séquencage

Séquence analysée

ATTCAGAGTGACTGCCACTGTAGCCACTCAACGCCGAGCCTAGGCCTGCTTTTTTTGCAGTTAGAGT
GAAACTTTCCATTGGTGGAGTCACCCCAAAGGAGGCGGGACGGAGCGGGAAAGTCCTGCCTACCT
TGGCCTTCCCAGCCAATCGCAGCATCTATGCGTCAGCCTCCGGTTCGGTTGCGCTGCGCGTAGTGGT
CTGGGCGACCTGAGGGCGGGGCCGGGAGCAGGCCCCGGGCTGTGGGGAGGGTGCGCTTCCCGCGG
GCGCGCGGAGTGAGGACGGTGACAGCCACGCGCGCGCGTACGCGCCCGATGCAGCGCGGCCCCGT
GACCCTAGTCGGCCGCTGAGAGGCGCGCGGAGTCTGGGCCGCTGCCGTCTAGGGGTCCCGTCCCGA
GGCGTCCCCGGCATCTCCGGCCCGAATCCCGGAGTGCCGGGTCGCGCCTGCACCGAAGGTCCCGGC
TCCTGTGCCCTCCCTGCAGCCGTCAGGGCCCGTCCCCCAACTCCCCTTTCCGCTCAGGCAGGGTCCT
CGCGGCCCATGCTGGCCGCTGGGGACCCGCGCAGCCCAGACCGTTCCCGGGCCGGGCAGCCGGCC
ACCATGGTGGCCCTGAGGCCTGTGCAGCAACTCCAGGGGGGCTAAAGGGCTCAGAGTGCAGGCCG
TGGGGCGCGAGGGTCCCGGGCCTGAGCCCCGCGCCATGGCEBGGCECCATOGCTTICCOOCATGAGET
TCAGCTCTCTCAAGAGGAAGCAACCC

Table 6. Assay 1 analysantles CpG 1,2 et 3

Amorce Bases Taille amplicon Séquence 5°-3’

PCR Forward-biot 27 b-GAGTGAAATTTTTTATTGGTGGAGTTA
132 pb

PCR Reverse 21 CACAACCCCAAACCTACTCCC

Séquencage 20 CAAATCCCCCAAACCACTAC
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Amorces de PCR
Amorce de séquencage

Séquence analysée

ATTCAGAGTGACTGCCACTGTAGCCACTCAACGCCGAGCCTAGGCCTGCTTTTTTTGCAGTTAGAGT
GAAACTTTCCATTGGTGGAGTCACCCCAAAGGAGGCGGGACGGAGCGGGAAAGTCCTGCCTACCTT
GGCCTTCCCAGCCAATCGCAGCATCTATGCGTCAGCCTCCGGTTCGGTTGCGCTGCGCGTAGTGGTC
TGGGCGACCTGAGGGCGGGGCCGGGAGCAGGCCCCGGGCTGTGGGGAGGGTGCGCTTCCCGCGG
GCGCGCGGAGTGAGGACGGTGACAGCCACGCGCGCGCGTACGCGCCCGATGCAGCGLCGGCCCCaT
GACCCTAGTCGGCCGCTGAGAGGCGCGCGGAGTCTGGGCCGCTGCCGTCTAGGGGTCCCGTCCCGA
GGCGTCCCCGGCATCTCCGGCCCGAATCCCGGAGTGCCGGGTCGCGCCTGCACCGAAGGTCCCGGC
TCCTGTGCCCTCCCTGCAGCCGTCAGGGCCCGTCCCCCAACTCCCCTTTCCGCTCAGGCAGGGTCCT
CGCGGCCCATGCTGGCCGCTGGGGACCCGCGCAGCCCAGACCGTTCCCGGGCCGGGCAGLCCGGLC
ACCATGGTGGCCCTGAGGCCTGTGCAGCAACTCCAGGGGGGCTAAAGGGCTCAGAGTGCAGGCCG

TGGGGCGCGAGGGTCCCGGGCCTGAGCCCCGCGCCATGGCEHGEECCATOOCTTCCOOCATGAGET
TCAGCTCTCTCAAGAGGAAGCAACCC

Table 7. Assay 2 analysant les CpG 6,7, 8,9 et 10

Amorce Bases Taille amplicon Séquence 5°-3’
PCR Forward 27 GAGTGAAATTTTTTATTGGTGGAGTTA
147 pb
PCR Reverse-biot 20 b-AAACCCACCCTCCCCACAAC
Séquencage 20 GTTGAGAGTAGTGGTTTGGG
Amorces de PCR

Amorce de séquencage

Séquence analysée

ATTCAGAGTGACTGCCACTGTAGCCACTCAACGCCGAGCCTAGGCCTGCTTTTTTTGCAGTTAGAGT
GAAACTTTCCATTGGTGGAGTCACCCCAAAGGAGGCGGGACGGAGCGGGAAAGTCCTGCCTACCTT
GGCCTTCCCAGCCAATCGCAGCATCTATGCGTCAGCCTCCGGTTCGGTTGCGCTGCGCGTAGTGGT
CTGGGCGACCTGAGGGCGGGGCCGGGAGCAGGCCCCGGGLCTGTGGGGAGGGTGCGCTTCCCGCG
GGCGCGCGGAGTGAGGACGGTGACAGCCACGCGCGCGCGTACGCGCCCGATGCAGCGCGGLCCCCG
TGACCCTAGTCGGCCGCTGAGAGGCGCGCGGAGTCTGGGCCGCTGCCGTCTAGGGGTCCCGTCCCG
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AGGCGTCCCCGGCATCTCCGGCCCGAATCCCGGAGTGCCGGGTCGCGCCTGCACCGAAGGTCCCGG
CTCCTGTGCCCTCCCTGCAGCCGTCAGGGCCCGTCCCCCAACTCCCCTTTCCGCTCAGGCAGGGTCC
TCGCGGCCCATGCTGGCCGCTGGGGACCCGCGCAGCCCAGACCGTTCCCGGGCCGGGCAGCCGGLCC
ACCATGGTGGCCCTGAGGCCTGTGCAGCAACTCCAGGGGGGCTAAAGGGCTCAGAGTGCAGGCCG

TGGGGCGCGAGGGTCCCGGGCCTGAGCCCCGCGCCATGGCEHGEECCATONCTTCCOOCATGAGET
TCAGCTCTCTCAAGAGGAAGCAACCC

Table 8. Assay 3 analysant les CpG 11, 12 et 13

2.1.2  Quantification de ’ADN

La quantification a été réalisée apres décongélation de ’ADN a température ambiante.
Pour cela nous avons utilisé le kit dSSDNA HS (haute sensibilité, ADN double brin) du Qubit®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Cet automate est un fluorimétre permettant la
quantification de I’ADN par mesure de la fluorescence €émise par un colorant se liant de maniére
s¢lective a I’ADN double brin. Pour réaliser le dosage, nous avons préparé des solutions de 200
uL a partir d’une solution tampon, du colorant, ainsi que des ADN a doser ou bien des standards.
Les standards sont au nombre de deux : le standard 1 étant un étalon a 0 ng/uL et le standard 2

est un étalon a 10 ng/uL (Tab. 9).

Préparation de la solution de travail 1 test
Tampon QuBit ds DNA HS (uL) 199
Réactif Qubit ds DNA HS (pL) 1
Réaction Qbit Etalon 1 Etalon 2 ADN
Solution de travail (ul) 190 190 198
Standard (uL) 10 10
ADN (nL) 2

Table 9. Préparation des réactifs en vue de la quantification de I’ADN par Qubit
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2.1.3 Conversion de ’ADN

Nous avons converti ’ADN a 1’aide du kit de conversion aux bisulfites EpiJET®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Nous avons choisi le protocole B (long) du
fournisseur car il garantit une meilleure efficacit¢ de conversion (99%), une meilleure
sensibilité, limite le niveau de dégradation de I’ADN et est compatible avec 1’utilisation de
faibles quantités d’ADN (moins de 50 ng).

Afin d’obtenir des résultats optimaux, il est recommandé d’utiliser 200 & 500 ng d’ADN. Nous
avons donc décidé d’utiliser 400 ng d’ADN pour la conversion. Pour cela nous avons dilué avec
de I’eau sans nucléase les ADN, pour une concentration cible de 20 ng/uL.. Un ADN non
converti et non méthylé fourni dans le kit est incorporé a 1’analyse comme témoin de
conversion.

Avant de commencer la conversion, nous avons ajouté 25 mL et 10 mL d’Ethanol 96%
respectivement au Wash Buffer et au Desulfonation Buffer. Un aliquot de Modification Reagent
est également régénéré par ajout de 0.9 mL d’eau sans nucléases, 200 pL. de Modification
Solution I et 60 uL de Modification Solution II. Afin d’obtenir une bonne dissolution 1’aliquot
est ensuite vortexé pendant 10 minutes.

Les ¢étapes de conversion et de purification sont détaillées dans la Table 10. Une fois converti,

I’ADN est stocké a -20°C.

Conversion aux bisulfites

Etape 1 Dans un tube de PCR de 200 pl introduire 20 pl d’ADN a traiter

Ajouter dans chaque tube 120 pl de Modification Reagent
Etape 2 M¢élanger par pipetage
Centrifuger rapidement les tubes

Placer les tubes dans un thermocycleur et réaliser les étapes de
dénaturation et de conversion au bisulfite de I’ADN :

98°C /10 minutes puis 60°C / 150 minutes, pause 4°C (durée 2h40)
Etape 3

Une fois la réaction de conversion achevée, sortir les tubes du
thermocycleur et les centrifuger rapidement
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Purification de ’ADN converti

Etape 4

Ajouter 400 pl de Binding Buffer dans une DNA Purification Micro-
colonne placée dans un « collection tube »

Etape 5

Transférer I’ADN converti (140 pl) dans la DNA Purification Micro-
colonne correspondante. Mélanger par pipetage

Etape 6

Centrifuger la micro-colonne placée dans son « collection tube »
pendant 30 secondes a 12.000 rpm et jeter ensuite 1’¢luat
Repositionner la micro-colonne dans son « collection tube »

Etape 7

Ajouter 200 pl de Wash Buffer dans la micro-colonne

Centrifuger la colonne placée dans son « collection tube » pendant
30 secondes a 12.000 rpm

Jeter ensuite 1’¢luat

Repositionner la micro-colonne dans son « collection tube »

Etape 8

Ajouter 200 pl de Desulfonation Buffer dans la micro-colonne
Incuber la colonne a température ambiante pendant 20 minutes

Etape 9

Centrifuger la colonne dans son « collection tube » pendant 30
secondes a 12.000 rpm

Jeter ensuite 1’¢luat

Repositionner la micro-colonne dans son « collection tube »

Etape 10

Ajouter 200 pl de Wash Buffer dans la micro-colonne

Centrifuger la colonne placée dans son « collection tube » pendant 30
secondes a 12.000 rpm

Jeter ensuite 1’¢luat

Repositionner la micro-colonne dans son « collection tube »

Etape 11

Ajouter 200 pl de Wash Buffer dans la micro-colonne
Centrifuger la colonne placée dans son collection tube pendant 60
secondes a 12.000 rpm.

Jeter le collection tube contenant I’¢luat

Etape 12

Placer la micro-colonne dans un nouveau tube de 1.5 mL
Ajouter 10 ul d’Elution Buffer au centre de la micro-colonne.
Centrifuger a 12.000 rpm pendant 60 secondes

Etape 13

Jeter la colonne et conserver I’ADN converti élué

Table 10. Protocole de conversion aux bisulfites et purification de ’ADN
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2.1.4 Amplification de I’ADN converti

Les amorces de PCR sont régénérées et stockées a 1 mM, puis diluées a 10 uM avec de
I’eau sans nucléases pour utilisation. Un mix de PCR est alors préparé avec les amorces
forward, reverse, de I’eau sans nucléases, ainsi que I’AmpliTaq Gold 360® Mastermix
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) contenant 1I’enzyme et les réactifs nécessaires a la

réaction de PCR (Tab. 11).

Réactifs Volumes pour 1 test (ul)
Eau sans nucléases 9.5

AmpliTaq Gold 360® Mastermix 12.5

Amorce Forward (10 uM) 0.5

Amorce Reverse (10 uM) 0.5

ADN 2

Volume final 25

Table 11. Préparation de la réaction de PCR

A cette étape, 4 témoins sont requis en plus de nos ADN a tester : le témoin de conversion (0%
méthylé et converti a I’étape précédente), le t¢émoin 100% méthylé, le témoin 0% méthylé et un
témoin négatif de PCR (composé du mix avec 2 pL d’eau a la place de I’ADN). Le mix et
I’ ADN sont déposés et homogénéisés dans des barrettes de 200 pL.

Le programme de PCR détaillé dans la Table 12 est alors effectué sur un thermocycleur
SimpliAmp® (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Les produits de PCR sont ensuite
contrdlés sur gel d’agarose a 2% contenant du SYBR® Safe au 1/5000éme (ThermoFisher

Scientific, Waltham, USA).
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Etapes Température Durée

95°C 10min
Dénaturation

95°C 30s
Hybridation 50 cycles 53°C 30s
Elongation 72°C Imin

72°C Smin
Fin

4°C Infini

Table 12. Programme de PCR 50 cycles

2.1.5 Pyroséquencage

Le design des séquences d’injection de nucléotides a partir des séquences a analyser a
été généré par le Pyromark Q48 Autoprep® Software (Qiagen, Courtaboeuf, France). Ce logiciel
nous a ensuite permis de programmer nos runs de pyroséquengage en attribuant a chaque
¢chantillon un assay (et donc une séquence d’injection prédéfinie).

Le pyroséquencage est réalisé avec un automate Pyromark Q48 Autoprep® (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Préalablement I’enzyme et le substrat lyophilisés sont régénérés avec
660 pL d’Annealing Buffer, puis laissés 10 minutes a température ambiante. Les amorces de
séquengage sont diluées a 4 uM.

Au lancement du run, une fois le fichier de programmation sélectionné sur 1’automate, il est
nécessaire de remplir les injecteurs avec les différents réactifs (nucléotides, enzyme, substrat,
Annealing Buffer, Binding Buffer, solution de dénaturation). Les quantités sont calculées par
I’automate en fonction du run programmé (nombre d’échantillons, séquence a injecter). Un

disque composé de 4 quadrants (A, B, C et D) de 12 puits est alors chargé sur I’automate.

Apres avoir vortexé le tube de billes, on introduit 3 pL dans chaque puits. Pour rappel, le design
des amorces de PCR comprenait une extrémité biotinylée. Ces billes servent a récupérer ces
brins d’ADN de maniere sé€lective grace a un systéme biotine-streptavidine. On ajoute ensuite
10 pL d’échantillon (eau ou ADN) sans homogénéiser et en suivant le plan de dépdt réalisé lors
de la programmation du run. Un témoin négatif de la réaction de pyroséquencage est ajouté a
cette étape (ajout de 10 pL d’eau aux billes). Le run est alors lancé. Il faudra compléter avec 2
uL d’amorce de séquengage dans chaque puits environ 20 minutes apres le lancement. A noter

qu’un lavage des injecteurs pré et post-run est réalisé systématiquement.
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Figure 62. Validation des contrdles de ’assay 2

A. Témoin 100% méthylé
B. Témoin 0% méthylé
C. Témoin de conversion, non méthylé
D. Témoin négatif de PCR ou pyroséquencage
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® 191

Figure 63. Pyromark Q48 Autoprep

A. Vue de face
B. Représentation du disque de chargement des échantillons

L’interprétation des résultats se fait avec le logiciel Pyromark Q48 Autoprep® Software
(Qiagen, Courtaboeuf, France). Afin de valider la qualité des résultats, ’interprétation des
pyrogrammes est nécessaire. Les contrdles négatifs de pyroséquencage et de PCR doivent sortir
négatifs. Le témoin de conversion et le témoin 0% méthylé doivent sortir non méthylés. Le
témoin 100% méthylé doit sortir méthylé. A noter qu’une intensité trop faible signe un échec

du séquengage et rend les résultats ininterprétables (Fig. 62).

2.1.6 Statistiques

Les moyennes ont été réalisées a partir d’Excel (Microsoft® Office). Les coefficients de

corrélation (tests de Spearman) et la régression linéaire ont été calculés a I’aide de Rstudio.
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2.2 Résultats

L’ensemble des valeurs de méthylation obtenues vont de 0 a 23 % avec une moyenne de
2.95 + 3.0 %. Le pourcentage de méthylation moyen des 11 CpG par méningiome va de 1.5 a
7.6 % avec une moyenne de 2.96 + 1.66 %. Ainsi, sur notre cohorte de 32 méningiomes aucun

ne présente d’hyperméthylation de son promoteur d’aprés I’étude de ces 11 dinucléotides CpG.
Par ailleurs, il n’existe pas de corrélation entre le taux de transcrit de NF2 retrouvé en RT-qPCR

et le pourcentage de méthylation du promoteur (corrélation Spearman = -0.175 p-value = 0.34

et régression p-value = 0.30) (Tab. 13).
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1D Age | Sexe Histologie Mitoses | Ki67 Grade |Statut NF2| Transcrit NF2|CNV NF2| Géne 1 | Gene2 | CpG1 | CpG2 | CpG3 | CpG6 | CpG7 | CpG8 | CpGY9 | CpG10 | CpG 11 | CpG 12 | CpG 13 [Moyenng)
M405 61 M |Méningothélial | < 1/10 4 | wit 0,25 Normal 1 0 2 0 2 3 3 3 1 0 2 1,55
M542 49 F | Méningothélial| < 1/10 3 I wt 0,48 Normal | AKT1 1 1 2 15 2 3 4 3 0 1 2 3,09
MA478 69 M | Transitionnel 1/10 7 | wt 0,62 Normal | TRAF7 | AKT1 ! 2 0 2 2 i 3 3 1 1 3 2,45
M603 72 F Ménigothelial NR 4 | wt 0,66 Normal | TRAF7 3 0 0 0 2 3 3 3 1 1. 3 1,73
M447 56 E Sécrétoire < 1/10 7 1 wi 0,69 Normal | TRAF7 KLF4 4 2 1 2 3 3 3 2 1 1 2 2,18
M520 47 F Transitionnel | <1/10 2 | wi 0,69 MNormal | TRAF7 | PIK3CA 0 2 0 11 12 10 8 6 4 3 6 5,64
M589 64 F Transitionnel | <1/10 3 I wi 0,69 Normal | SMO 3 2 3 3 3 3 3 3 1 1 4 2,64
M506 77 M Sécrétoire < 1/10 1 | wi 0,73 Normal | TRAF7 KLF4 1 1 2 2 5 2 2 2 al 1 b5 1,82
M4a75 52 F Transitionnel 1/10 4 | wit 0,82 Normal | TRAF7 | AKT1 2 2 1 1 2 1 2 2 1 1 2 1,55
M515 58 M | Méningothélial| 2/10 5 I wt 0,82 Normal | SMO 2 0 2 a4 3 2 2 2 1 1 2 1,91
M588 51 F | Méningothélial | 1,5/10 6 | wt 0,82 Normal 2 2 2 1 3 2 B 2 1 0 3 1,82
M482 61 F Transitionnel 1/10 4 | wt 0,83 Normal | TRAF7 | PIK3CA 1 1 2 2 4 2 2 2 0 1. 2 1,73
M408 34 M Atypique 4/10 15 ] wt 0,89 Normal 1 2 2 3 1 3 2 2 0 ¥ 2 1,73
M445 78 M Atypique 4/10 15 I wt 0,93 Normal 1 0 1 5 2 4 2 2 i) 1, 3 2,00
M490 62 M | Transitionnel 2/10 4 | wt 0,94 Normal | TRAF7 | AKT1 2 1 1 3 0 2 3 7 1 1 2 1,64
MA456 65 M Atypique 5/10 15 1} wt 1,16 Normal 2 3 4 0 5 2 4 7, 2 2 1 3,82
M496 71 F | Méningothélial| 1/10 5 | wt 1,25 Normal 4 2 1 11 2 2 3 2 1 0 2 2,73
MA487 78 F Transitionnel 2/10 2 I wt 1,27 Normal | SMO 2 1 3 2 3 4 3 2 1 1 3 2,18
M586 62 M Transitionnel | <1/10 3 | wt 1,27 MNormal 0 9 4 4 s 5 5 5 4 6 7 4,91
M512 71 M Atypique 5/10 20 I wt 1,29 Normal 2 2 2 14 4 2 3 3 1 1 2 3,27
M538 52 F Sécrétoire 1/10 3 1 wi 1,44 Normal | TRAF7 KLF4 1 1 1 13 10 4 3 3 1 ] 4 3,73
M620 55 F Transitionnel 1/10 2 | wt 1,54 MNormal | TRAF7 1 3 0 2 2 2 3 2 0 1 2 1,64
M554 69 F Transitionnel | <1/10 3 | wit 1,56 Normal 0 3 3 2 2 2 3 2 1 0 2 1,82
MA465 66 F Atypique 2/10 2 Il wi 1,59 Mormal | AKT1 4 10 3 6 13 14 6 4 5 5 9 7.18
M587 50 M | Transitionnel | <1/10 5 | wt 1 Normal [ SMO 1 2 3 1 0 2 2 2 1 0 2 1,45
mM491 50 M Atypique 7/10 15 I wt 1,75 Normal 1 2 3 2 2 1 5 2 1 1 i 1,82
M531 54 F | Méningothélial| < 1/10 5 | wt 2,2 Normal ) 0 2 2 2 4 3 2 1 1. 3 3,91
M533 67 M | Méningothélial | 2/10 2 wt 2,52 MNormal 1 2 1 3 2 2 3 2 1 0 3 1,82
M424 77 M | Anaplasique | 12/10 40 def | 0,12 Normal | NF2 pTERT 3 3 3 0 5 4 6 10 4 0 5 3,91
M464 84 M Anaplasique NR 25 'I 0,16 MNormal | NF2 pTERT i} 0 3 3 8 3 4 7 6 5 13 5,00
M480 75 M | Anaplasique | >20/10] 30 : 0 Délété | NF2 | pTERT 0 NA 2 4 9 20 10 11 7 0 13 7,60
M497 79 M Anaplasique 14/10 25 0,75 Normal | NF2 pTERT 3 3 4 2 4 5 4 8 2 3 13 4,64

Table 13. Résultats de méthylation par pyroséquencage de 11 dinucléotides CpG du promoteur de NF2 sur 32 méningiomes de notre cohorte

(wt = wild-type ; def = déficient ; CNV = copy number variation ; Geénes 1 et 2 = génes mutés : Ki67 et méthylation des CpG en %)
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3. Expression du miR-92a-3p

3.1 Matériel et méthodes

Pour rappel, la polymerase chain reaction (PCR) est une réaction permettant
I’amplification d’un brin d’ADN en passant par des étapes de dénaturation (95°C),
d’hybridation (56°C) et d’¢élongation (72°C) successives. Afin de quantifier cette amplification
en temps réel, plusieurs méthodes basées sur la fluorescence existent. Le SYBR® Green, un
agent intercalant, est I’'une d’entre elles. L’incorporation de cet agent au moment de 1I’élongation
augmente avec les cycles de PCR, tout comme son signal fluorescent, permettant la

quantification de la réaction.

En raison de leur taille d’environ 22 nucléotides, les miARN ne sont pas amplifiables par des
techniques classiques de PCR avec des amorces de taille standard. Ainsi, des techniques de
reverse transcription et d’amplification spécifiques de ces petits ARN non-codants ont été

développées.

® One single cDNA reaction for all miRNA

First-strand synthesis (RT)

Mature miRNA
M
<
e

3' degenerate anchor 5’ universal tag

@ Two LINA-enhanced miRNA-specific qPCR primers

Realtime PCR amplification
miR-specific forward primer

000>
TITTTTTTTITITIT

-0 ——C0

miR-specific reverse primer

Figure 64. Principe de RT-qPCR adaptée aux miARN par Qiagen %2
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Nous avons choisi d’utiliser la technologie Qiagen (Courtaboeuf, France). Cette derniere repose
dans un premier temps sur une reverse transcription (RT) universelle. C’est-a-dire qu’elle
permet de transformer I’ensemble des miARN de 1’échantillon en ADN complémentaire
(ADNCc). Pour cela, les miARN, qui ne présentent naturellement pas de queue poly(A), sont
polyadénylés par une poly(A) polymérase. L’ADNc est alors synthétisé¢ a partir d’une amorce
poly(T), dégénérée en 3’ et flanquée d’une séquence connue en 5’ (Fig. 64). L’amplification est
ensuite réalisée par PCR quantitative (QPCR) a 1’aide d’amorces spécifiques d’un miARN

d’intérét. La détection se fait grace a du SYBR® Green.

A noter qu’une autre technologie développée par ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)
existe. Elle se base sur une RT spécifique de chaque miARN, initiée par des amorces en tige-

boucle. La qPCR, quant a elle, est basée sur la technologie Tagman®.

3.1.1 Extraction d’ARN

Nous avons extrait I’ARN total de fragments de méningiomes congelés de notre cohorte
a partir du kit miRNeasy (Qiagen, Courtaboeuf, France). Ce kit d’extraction est congu pour

permettre 1’extraction de petits ARN de taille supérieure a 18 nucléotides comme les miARN.

Les méningiomes ont été sortis du -80°C et conservés dans la glace, le temps d’€tre prélevés de
30 mg de matériel, puis pesés avec une balance de précision. Une fois pesés, les fragments
prélevés ont été placés dans 700 pL. de QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France)
sur glace. Les prélévements ont ensuite été disruptés a 1’aide d’un Ultra-Turrax® (IKA, Staufen,
Allemagne), puis homogénéisés, et enfin laissés 5 minutes a température ambiante. Nous avons

ensuite suivi les étapes du protocole fournisseur.

Extraction d’ARN

Les Buffers RWT et RPE ont été régénérés avec de 1’éthanol selon les
Etape 1 . .
recommandations du fournisseur
Etape 2 Ajouter 140 pL de chloroforme et agiter vigoureusement pendant 15s
P Laisser reposer 2-3min a température ambiante
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Centrifuger 15min a 12.000 G a 4°C pour obtenir 3 phases
Phase aqueuse : en haut, incolore, contient I’ARN
Interphase : blanche

Phase organique : en bas, rouge

Etape 3

Transférer la phase aqueuse dans un tube
Etape 4 Ajouter 1,5 volumes d’éthanol 100% et homogénéiser a la pipette
Pipeter maximum 700 pL dans la colonne, elle-méme dans un tube de 2 mL

Centrifuger a >8.000 G a température ambiante pendant 15s

Jeter le liquide ayant traversé la colonne

Si>700 pL dans 1’échantillon répéter I’étape avec le liquide restant et le
méme tube 2 mL

Etape 5

Ajouter 700 pL de Buffer RWT dans la colonne
Etape 6 Centrifuger a >8000G a température ambiante pendant 15s
Jeter le liquide ayant traversé la colonne

Ajouter 500 puL de Buffer RPE dans la colonne
Etape 7 Centrifuger a > 8.000G a température ambiante pendant 15s
Jeter le liquide ayant traversé la colonne

Ajouter encore 500 pL de Buffer RPE dans la colonne
Etape 8 Centrifuger a > 8.000G a température ambiante pendant 2min
Récupérer la colonne et jeter le tube de 2 mL

Remettre la colonne dans un tube de 2mL et centrifuger Imin a pleine
Etape 9 vitesse dans une centrifugeuse pour éliminer tout résidu de Buffer
Mettre la colonne dans un tube de 1,5 mL

Pipeter 30-50 uL d’eau sans RNase dans la colonne
Centrifuger a > 8.000G a température ambiante pendant Imin pour éluer

Etape 10 ' ARN
Répéter cette étape avec le volume ¢lué afin d’optimiser la concentration
Etape 11 Quantification par nanodrop puis conservation a -80°C

Table 14. Protocole d’extraction d’ARN a partir de fragments de méningiomes
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3.1.2 Reverse transcription (RT)

Nous avons sorti les échantillons d’ARN du -80°C et laissé décongeler sur glace. Puis
dilu¢ les échantillons a 5 ng/uL avec de I’eau sans nucléases. Nous avons utilisé¢ le miRCURY
LNA RT kit (Qiagen) pour réaliser la RT.

Décongeler le 5x miRCURY RT SYBR® Green Reaction Buffer (Qiagen) sur glace puis sortir
la 10x miRCURY RT Enzyme (Qiagen) au dernier moment. Préparer le mix de RT (Tab. 15)
sur glace et homogénéiser a la pipette. Distribuer 8 pl de mix avec 2 ul d’ARN dans chaque
puits d’une barrette (volume total = 10 pl). Incuber dans le thermocycleur (Tab. 16). Congeler

les cDNA obtenus.

Réactifs Volumes pour 1 test (ul)
5x miRCURY RT SYBR® Green Reaction Buffer 2

Eau sans nucléases 5

10x miRCURY RT Enzyme 1

ARN a 5 ng/ul 2

Volume final 10

Table 15. Préparation de la réaction de RT

Etapes Température Durée
Reverse transcription (RT) 42°C 60min
Inactivation de la réaction 95°C Smin
Fin 4°C

Table 16. Programme de RT
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3.1.3 PCR quantitative en temps réel

Nous avons commandé 3 miRCURY LNA miRNA PCR assays (Qiagen), des amorces
spécifiques des ARN non codants : U6, SNORD38B (ARN contrdle) et mir-92a-3p (ARN
d’intérét). Pour les re-suspendre, centrifuger puis ajouter 220 ul d’eau sans nucléase et laisser

20min a RT. Vortexer puis centrifuger avant de stocker a -20°C.

Nous avons choisi comme geénes de ménage un petit ARN nucléaire (U6) et un petit ARN
nucléolaire (SNORD38B), tous deux référencés par Qiagen pour la stabilité de leur expression
a travers les tissus.

Décongeler le 2x miRCURY SYBR® Green Master Mix (Qiagen), le ROX reference Dye
(Qiagen), les échantillons d’ADN complémentaire (ADNCc) et les primer. Diluer les cDNA au

1/10°™ puis au 1/60éme en ajoutant de ’eau sans RNase aux 10 pL obtenus aprés la RT.

Le ROX Dye est un composant inerte fluorescent, il n’est donc pas impacté par 1’amplification
lors de la réaction de PCR. L’ajout de cette molécule au mix de PCR permet la normalisation
de la fluorescence entre les échantillons. Pour cela il faut ajouter 10 uLL de ROX reference Dye
(Qiagen) a 1 mL de 2x miRCURY SYBR® Green Master Mix (Qiagen).

Préparer le mix de PCR (Tab. 17) a température ambiante et homogénéiser. Distribuer 7 pl de
mix avec 3 ul de cDNA dans chaque puits (volume total = 10 ul). Distribuer en triplicat pour
chaque échantillon, pour un t¢émoin NTC (no template control) composé uniquement du mix de
PCR, ainsi que pour un échantillon de BenMen 100 servant de calibrateur inter-plaques.

Centrifuger bri¢vement la plaque puis incuber dans le thermocycleur (Tab. 18).

Réactifs Volumes pour 1 test (ul)
2x miRCURY SYBR® Green Master Mix + ROX Dye 5

Amorces 1

ADNC (dilué¢ 1/60) 3

Eau sans nucléases 1

Volume final 10

Table 17. Préparation de la réaction de gPCR
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Etapes Température Durée

Activation par la chaleur 95°C 2min

Dénaturation 95°C 10s
40 cycles

Hybridation / Elongation 56°C 60s

Courbes de fusion 60-95°C

Table 18. Programme de RT

3.2 Validation de la technique de RT-qPCR

Afin de mettre en place cette QPCR nous avons di choisir un calibrateur et valider nos
assays. Dans ce but, nous avons commencé par réaliser une qPCR avec 1’assay U6 sur des culots
congelés de 2 million de cellules, issus des 3 lignées cellulaires de méningiomes. Nous avons
choisi de conserver la lignée Ben-Men comme calibrateur en raison de son plus faible Ct et de

son statut NF2-déficient.

Pour qualifier nos assays, nous avons réalisé¢ une gamme a partir de nos Ben-Men a 50, 25,
12.5, 6.25 et 3.125 ng/uL. Pour chacun de ces points nous avons quantifi¢ nos 4 miARN par

qPCR et analysé les courbes d’étalonnage, ainsi que les courbes de fusion.

La courbe d’étalonnage est tracée sur un graphique représentant le logarithme du facteur de
dilution en fonction du Ct. La courbe d’étalonnage est la courbe de régression passant par
chacun des points de la gamme. La pente de cette courbe est liée a I’efficacité de I’amplification.
Une efficacité de 100% signifie que la quantit¢ de matériel est doublée a chaque cycle
d’amplification. Nous avons obtenu une efficacité comprise entre 100 et 110% pour les assays
U6 et SNORD38B. Pour 1’assay mir-92a-3p nous obtenu une efficacité moindre, de 70%. Ceci
s’explique par les deux points de la gamme discordants, correspondant a une erreur de dépdt.

Ainsi, nous avons accepté ces assays (Fig. 65).

L’analyse des courbes de fusion permet de s’assurer de la spécificité de nos amorces pour notre
cible et la formation d’un unique amplicon. Le SYBR Green® est fluorescent quand il est lié a
de I’ADN double brin, mais ne 1’est pas quand il est libre ou en présence d’ADN simple brin.
Le principe est donc d’augmenter progressivement la température jusqu’a dissociation des ADN

double brin en ADN simple brin, ce qui aboutit a une diminution de la fluorescence. Cette
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analyse est réalisée en fin de programme, apres la réaction d’amplification. La décroissance de
la fluorescence est représentée par une courbe sur un graphique exprimant la température en
fonction de la dérivée de la fluorescence. Cette décroissance de fluorescence étant spécifique
de la température de fusion des primers, un pic est spécifique d’un amplicon. La présence d’un
unique pic lors de I’analyse des courbes de fusion assure la spécificité de 1’assay pour un unique

amplicon. L’analyse des courbes de fusion de nos primers confirme la spécificité de ces derniers

(Fig. 66).
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Figure 65. Courbes d’étalonnage des assays SNORD38B, miR-92a-3p et U6
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Figure 66. Courbes de fusion des assays de gPCR

A. U6
B. SNORD38B
C. miR-92a-3p

3.3 Statistiques

Les diagrammes en boites ont été réalisés a partir d’Excel (Microsoft® Office). Les tests
de Mann Whitney, les coefficients de corrélation (test de Spearman) et la régression linéaire ont

¢été calculés a ’aide du logiciel PRISM.

3.4 Résultats

Nous avons ¢étudié la corrélation entre I’expression du transcrit du géne NF2 et celle du
miR-92a-3p. Ces valeurs sont décrites dans la Table 19. Nous observons une corrélation
négative non significative entre ces deux ARN quantifiés (corrélation Spearman : r = -0.27 et

p-value = 0.19) excepté pour le méningiome M533.
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En effet, cette tumeur présente un taux de miR-92a-3p et de transcrit NF2 plus de deux fois
supérieur a la majorité des échantillons. Nous avons donc décidé de ne pas I’inclure dans cette

analyse afin de ne pas biaiser les résultats obtenus pour les autres méningiomes.
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Figure 67. Expression du miR-92a-3p selon les mutations retrouvées en NGS
(TRAF7 +KLF4n=4 : SMOn =2 :; Nonmutés n = 10 : PI3K/AKT/mTOR n = 6)

Nous nous sommes intéressés aux corrélations possibles entre I’expression du miR-92a-3p et
des caractéristiques génomiques et cliniques des méningiomes de notre cohorte. Les
méningiomes sécrétoires (TRAF7 + KLF4 mutés) expriment le miR-92a-3p significativement
plus que les autres tumeurs. Les méningiomes avec des mutations activatrices de la voie
PI3K/AKT/mTOR expriment significativement moins ce micro-ARN que les autres groupes. Il
existe une disparité d’expression du miR-92a-3p parmi les méningiomes non mutés. Aucune
différence significative n’a été observée parmi les tumeurs isolément mutées SMO, ce groupe
¢tant composé de seulement 2 échantillons (Fig. 67). Par ailleurs, aucune corrélation n’a été
mise en ¢vidence entre 1’expression du miR-92a-3p et le grade OMS 2021, le Ki67, I’'index

mitotique ou encore le sous-type histologique.
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De ces observations nous avons émis 1’hypothese que la cible de ce miR-92a-3p serait la voie
PI3K/AKT/mTOR au sens large. C’est a dire que 1’activation de cette voie par ce micro-ARN
pourrait étre un mécanisme alternatif a I’activation de cette voie (i) suite a la perte du contrdle
négatif par mutation du géne NF2 ou (ii) par des mutations activatrices de genes de la voie des
PI3Kinases. En effet, le miR-92a-3p cible a la fois NF2 et PTEN, tous deux impliqués dans la
régulation négative de cette voie. De plus, les 6 méningiomes avec une activation constitutive
de la voie des PI3Kinases, secondaire a une mutation, présentent une expression du miR-92a-
3p trés faible. Ainsi, nous avons décidé d’¢tudier la corrélation entre 1’expression de ce micro-
ARN et le transcrit NF2 en excluant les tumeurs présentant des mutations activatrices de la voie
PI3K/AKT/mTOR (tout comme nous avions initialement exclu les méningiomes NF2-
déficients de notre étude). Nous observons alors une corrélation négative significative entre ces
deux ARN quantifiés (corrélation Spearman : r = -0.55 et p-value = 0.014 ; régression linéaire

p-value = 0.011) (Fig. 68).
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Figure 68. Relation entre 1’expression du transcrit NF2 et du miR-92a-3p parmi 19

méningiomes de notre cohorte (hors tumeurs mutées PI3K/AKT/mTOR)
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ID Statut NF2 | Transcrit NF2 | miR-92a-3p | Age Sexe Histologie Mitoses Ki67 Grade | Géne 1 | Géne 2
M405 wt 025 | o087 61 M Méningothélial <1/10 4 I
MAT78 wi 0,62 0,10 69 M Transitionnel 1/10 7 | TRAF7 AKT1
ME03 wi 0,66 0,66 72 F Meningothelial NR 4 | TRAF7
M419 wi 0,67 0,50 54 F Seécrétoire = 1/10 7 | TRAF7 KLF4
MaAA7 wi 0,69 0,32 56 F Sécrétoire < 1/10 7 | TRAF7 KLF4
M520 wi 0,69 0,13 47 F Transitionnel <110 2 | TRAF7 | PIK3CA
M589 wi 0,69 0,43 b4 F Transitionnel <1/10 3 | SMO
MS506 wi 0,73 0,62 77 M Secretoire NR 1 | TRAFY KLF4
MAT5 wi 0,82 ﬁ,@i 52 F Transitionnel 1/10 4 | TRAFY AKT1
M515 wi 0,82 0,20 58 M Meningothélial 2/10 5 | SMO
MSES8 wi 0,82 0,16 51 F Meningothelial 1,5/10 6 |
MAB2 wi 0,85 0,08 61 F Transitionnel 1/10 4 | TRAFY | PIK3CA
MADS wi 0,89 0,11 34 M Atypigue 4410 15 1l
MAA5 wi 0,93 0,16 78 M Atypique 4410 15 1l
MAS0 wi 0,94 0,12 62 M Transitionnel 2/10 4 | TRAF7? AKT1
Ma4d wi 0,99 0,10 77 F Atypique 4410 10 1l TRAF7
MGE15 wt 1,02 0,09 75 F Transitionnel MR 3 |
MA56 wi 1,16 0,40 65 M Atypique 5/10 15 1l
MA23 wi 1,25 0,12 48 F Meningothelial 1/10 L | TRAF/ SMO
MASE wi 1,25 0,14 71 F Meningothélial 1/10 5 |
M512 wi 1,29 0,20 71 M Atypigue 5/10 20 1l
M538 wi 1,44 0,54 52 F Sécretoire 1/10 3 | TRAFY KLF4
M554 wi 1,56 0,13 &9 F Transitionnel 1/10 3 |
MAB5 wi 1,59 0,13 66 F Atypique 2/10 2 1l AKT1
M491 wt 1,75 0,15 50 M Atypique 7/10 15 1l
M533 wi 2,52 2,05 67 M Meningothelial 2/10 2 |

Table 19. Résultats de quantification relative par RT-gPCR du miR-92a-3p sur 26 méningiomes de notre cohorte

(wt = wild-type ; Génes 1 et 2 = génes mutés : Ki67 en %)
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4. Discussion

L’¢épigénétique est un sujet d’actualité en oncologie, notamment avec 1’avénement du
méthylome et le développement de « thérapies épigénétiques ». Le géne NF2 a quant a lui été
largement étudi¢, notamment du fait de son implication dans la neurofibromatose de type 2 et
dans la cancérogenése des méningiomes. Cependant, les études s’intéressant a la régulation
épigeénétique de NF2 dans ces tumeurs sont rares, discordantes et inégales méthodologiquement

(Tab. 20) 193195,

Sur des méningiomes, Lomas et al., 2005 mettent en évidence 23/88 tumeurs présentant
une méthylation du promoteur de NF2 '3, Contrairement a Van Tilborg et al., 2006 et Hansson
et al., 2007 qui en retrouvent respectivement 1/21 et 1/100 **!%>. D autres équipes se sont
intéressées aux schwannomes vestibulaires, trouvant ainsi 14/23 tumeurs méthylées pour Kino
et al., 2001, 8/44 pour Gonzalez-Gomez et al., 2003, 4/39 pour Kullar et al., 2010, 0/23 pour
Koutsimpelas et al., 2012 et 0/30 pour Lee et al., 2012 2% Concernant la méthylation du
promoteur de NF2, 1’étude la plus robuste semble étre celle de Hansson et al., 2007 réalisée sur
100 méningiomes par pyroséquencage. Ils ne retrouvent pas d’hyperméthylation du promoteur,
a I’exception d’un méningiome présentant une méthylation de 40% d’un dinucléotide CpG situé
dans I’intron 1. La méthylation du promoteur de NF2 ne serait donc pas un mécanisme
moléculaire impliqué dans les méningiomes. Ces résultats sont concordants avec ceux de Van

Tilborg et al., 2006 et les notres, bien que discordants de ceux de Lomas et al., 2005 31%,

Etude Lomas et al., 2005 Van Tilborg et al., 2006  Hansson et al., 2007
M¢éningiomes totaux 88 21 100
Méningiomes 0 0 0
méthylés NF2 23 (26 %) 1(5%) 1(1%)

Methylation specific ~ Methylation specific

PCR PCR Pyroséquencage

Technique utilisée

Table 20. Résultats de 3 études s’intéressant a la méthylation du promoteur de NF2 dans les

méningiomes %719
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Dans notre série de 28 méningiomes NF2-wt, nous n’avons pas identifi¢ d’hyperméthylation
du promoteur de NF2, sur les 11 dinucléotides CpG étudiés, pouvant expliquer les différences
d’expression relative du transcrit NF2 parmi ces tumeurs. Ce mécanisme n’est a priori pas

impliqué dans ces méningiomes, ni dans les 4 méningiomes de grade 111 testés.

Nous nous sommes donc intéressés au miR-92a-3p pour expliquer la variation de
quantification du transcrit NF2 parmi notre cohorte de méningiomes. Le miR-92a-3p est décrit
comme impliqué, entre autres, dans les cancers du sein, de I’cesophage, colorectal, du poumon
ou encore les hépatocarcinomes 2°'-2>, Ce micro-ARN présente plusieurs cibles impliquées en
oncologie dont le géne NF2 '°. 1’équipe d’Alcantara et al., 2019 a montré que sa surexpression
dans des cellules d’adénocarcinomes colorectal et pulmonaire permettait 1’inhibition spécifique
de NF2 et une diminution de son transcrit. Notre étude met également en évidence une
corrélation négative significative (p < 0.05) entre le miR-92a-3p et I’expression de I’ARNm de
NF2, parmi 19 méningiomes sans altération génétique de NF2 ou de la voie des PI3Kinases. La
surexpression de ce micro-ARN permettrait d’expliquer la variation d’expression du transcrit

NF?2 observée dans notre série de méningiomes NF2-wt, en entrainant sa dégradation.

Parmi les cibles du miR-92a-3p nous retrouvons également deux genes impliqués dans les
méningiomes : PTEN et KLF4. Plusieurs études ont décrit le role de ce micro-ARN dans la
régulation négative de ces deux génes dans ’oncogenése 201-2%,

L’inhibition de PTEN, tout comme celle de NF2, entrainerait une activation de la voie
PI3K/AKT/mTOR. La corrélation entre I’expression de NF2 et du miR-92a-3p, et le lien entre
PTEN et ce micro-ARN nous permettent d’émettre une hypothése selon laquelle la
surexpression du miR-92a-3p serait un événement alternatif aux mutations de NF2 et des genes
de la voie des PI3Kinases dans la tumorigenése, contribuant a 1’activation de cette voie. Cette
hypothese est renforcée par le fait que les 6 méningiomes présentant une mutation d’un geéne
de la voie des PI3Kinases (TRAF7 + PIK3CA = 2, TRAF7 + AKTI = 3, AKTI = 1), et donc
ayant déja une activation constitutive de cette voie, n’expriment que trés faiblement ce miR-
92a-3p avec une moyenne de quantification relative de 0.10 = 0.03 (Fig. 68, p < 0.01). Nous
pouvons nous demander si des mutations de genes de la voie PI3K/AKT/mTOR comme
PIK3RI ou AKT3, non explorées par notre panel, ne pourraient pas expliquer les méningiomes

non mutés de notre cohorte n’exprimant que tres faiblement le miR-92a-3p.
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Par ailleurs, nous avons observé que les 4 méningiomes mutés TRAF7 + KLF4 exprimaient plus
fortement le miR-92a-3p (p < 0.01). Une hypothése serait que la surexpression de ce micro-
ARN dans les méningiomes sécrétoires (TRAF7 + KLF4) renforcerait I’inhibition de KLF4, une
des cibles de ce dernier, comme un second « hit » sur I’alléle non muté de KLF4.

Ces hypotheses nécessitent d’étre confirmées sur une plus large cohorte de méningiomes et
¢tayées par des techniques complémentaires comme des Western-blot des protéines NF2, KLF4

et PTEN afin d’affirmer un lien de causalité entre ce micro-ARN et les mécanismes évoqués.

A noter que les méningiomes pourraient subir une inactivation de Merlin par d’autres
moyens. Plusieurs autres micro-ARN sont décrits comme pouvant cibler le transcrit NF2 dans
les tumeurs. Une inhibition post-traductionnelle médiée par les calpaines est également décrite,

provoquant la protéolyse de Merlin 2%,

VI. Conclusion

Bien que la méthylation du promoteur de NF2 n’explique pas I’oncogenese de ces
tumeurs, la surexpression du miR-92a-3p dans les méningiomes est une piste intéressante dans
sa compréhension. Les nombreuses cibles des micro-ARN compliquent la caractérisation des
mécanismes moléculaires qu’ils régulent. Cependant, la littérature semble s’accorder sur
I’importance de ce micro-ARN en oncologie. Il est intéressant de noter que ce miR-92a-3p
présente €galement des propriétés anti-angiogéniques. Un inhibiteur de ce micro-ARN (MRG-
110) a ainsi fait I’objet d’essais de phase I dans 1’optique de promouvoir I’angiogenéese dans la
cicatrisation des plaies et les pathologies ischémiques 2°7-2%_ 1l serait ainsi intéressant de tester

cet inhibiteur sur des tumeurs surexprimant le miR-92a-3p.
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RESUME

Les méningiomes sont les tumeurs primaires du systéme nerveux central les plus fréquentes et ont un dge médian au
diagnostic de 67 ans. Elles sont majoritairement bénignes et classées en trois grades pronostics (I, II et III) selon les
recommandations de I’OMS. Le gene de la neurofibromine de type 2 (NVF2) est altéré dans 40 a 60% des méningiomes. Dans
une cohorte de 77 méningiomes constituée dans notre laboratoire, nous observons une grande variabilité des niveaux de transcrit
du géne NF2, en I’absence de délétion ou de mutation du géne, avec, dans certaines tumeurs un taux du transcrit de NF2 bas
équivalent a celui des tumeurs portant une altération génétique de NF2. Suite a cette observation, nous avons émis 1’hypothese

d’une diminution épigénétique de NF2 qui entrainerait cette plus faible expression du géne.

Ainsi, nous avons étudié la méthylation de 11 dinucléotides CpG du promoteur de NF2 sur 32 méningiomes par
pyroséquencage. Nous n’avons pas mis en ¢évidence d’hyperméthylation du promoteur de NF2, ni de corrélation entre les
pourcentages de méthylation et la quantification du transcrit NF2. Ce mécanisme ne semble pas étre présent dans les

méningiomes sporadiques NF2 wild-type.

Nous avons quantifié le miR-92a-3p dans 26 méningiomes par RT-qPCR. Ce micro-ARN est décrit en oncologie et cible le
transcrit NF2, mais également ceux de PTEN et KLF4. Nous avons mis en évidence une corrélation négative significative (p <
0.05) entre le niveau d’expression du miR-92a-3p et celui du transcrit NF2. Ce micro-ARN est également significativement
plus élevé dans les méningiomes sécrétoires, mutés TRAF7 et KLF4, et significativement moins ¢levé dans les tumeurs
présentant des mutations activatrices de la voie PI3K/AKT/mTOR (p < 0.01). Le miR-92a-3p permettrait d’expliquer la
variation d’expression du transcrit NF2 parmi nos méningiomes. Cependant, son mécanisme semble plus complexe, en raison
de ses nombreuses cibles. Notre hypothése est qu’il pourrait, au-dela de son action sur NF2, renforcer I’inhibition de KLF4

dans les méningiomes sécrétoires et activer la voie PI3K/AKT/mTOR par inhibition de PTEN.
Par ailleurs, le MRG-110 est un inhibiteur du miR-92a-3p en cours d’essai clinique. Il serait intéressant de tester cette thérapie

in vitro sur des cellules de méningiomes.
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