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INTRODUCTION 

 

 

L’avènement des technologies dites «omiques», comme la génomique et la protéomique, 

a permis une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de 

certaines maladies. Ce sont des techniques à haut-débit qui permettent d’obtenir un grand 

nombre de données. Elles sont maintenant utilisées dans la recherche biomédicale, 

notamment pour identifier des cibles moléculaires et des biomarqueurs avec un potentiel 

thérapeutique ou diagnostique (1). 

Elles ont donc une réelle utilité clinique puisque l’information complexe obtenue au niveau 

moléculaire peut être utilisée au niveau du patient, de façon individuelle. Il faut toutefois 

qu’un cadre conceptuel et technologique soit créé pour lier ces informations à la prise en 

charge du patient. Le projet européen DIPROMON (Multimodular biomarker analysis 

workflow for DIagnosis, PROgnosis and MONitoring of drug treatment response in bladder 

cancer) a pour objectif de mettre en place un tel cadre pour le cancer de la vessie. Ce 

cancer a été sélectionné comme un exemple prototypique de la nécessité de développer 

la personnalisation de la prise en charge des patients. 

Dans cette optique, la finalité du projet est d’élaborer un concept de stratification des 

patients atteints de cancer de la vessie basé sur les profils de biomarqueurs et les 

données cliniques de chaque patient. Le support se présentera sous la forme d’une plate-

forme technologique  mesurant les profils de biomarqueurs. 

 

Les travaux présentés ici concernent le développement d’une puce à protéines pour la 

détection et la quantification de biomarqueurs urinaires du cancer de la vessie. Cette puce 

fera partie de la plate-forme technologique finalisée dans le cadre du projet DIPROMON. 

Après une brève présentation du projet, trois parties sont consacrées à la revue 

bibliographique du cancer de la vessie, des marqueurs urinaires du cancer de la vessie 

ainsi que des puces à protéines multiparamétriques. Enfin, les travaux de recherche sont 

présentés dans une dernière partie. 

 

  



13 
 

PARTIE I 

LE PROJET DIPROMON 

 
 

Le sujet de recherche s’inscrit dans un projet européen qui a débuté en janvier 2013 et 

dont la société AXO Science est partenaire. Le projet est intitulé DIPROMON 

(Multimodular biomarker analysis workflow for DIagnosis, PROgnosis and MONitoring of 

drug treatment response in bladder cancer). C’est un projet approuvé par l’Union 

Européenne et financé par le 7ème Programme Cadre de Recherche et Développement 

technologique. AXO Science participe à ce consortium européen en collaboration avec 

l’Austrian Institute of Technology (Autriche), l’Université de Surrey (Royaume-Uni), Lionex 

(PME, Allemagne), OnkoTec (PME, Autriche) et Emergentec Biodevelopment (PME, 

Autriche). 

Le projet porte sur le développement du concept de stratification de patients atteints de 

cancer de la vessie grâce notamment à leurs profils de biomarqueurs et en vue 

d’applications dans le domaine de la médecine personnalisée. En effet, la stratification 

permettra d’établir une stratégie thérapeutique ou de suivi, individuelle pour chaque 

patient. 

La médecine personnalisée commence à être intégrée dans la pratique clinique 

quotidienne grâce aux données maintenant disponibles sur la physiopathologie des 

maladies mais également grâce aux profils moléculaires des patients. Un exemple bien 

connu d’utilisation de biomarqueur prédictif pour déterminer les sous-groupes de patients 

pouvant bénéficier d’un traitement spécifique est le récepteur HER2, surexprimé dans 

certains cancers du sein. C’est un facteur de mauvais pronostic mais aussi une cible 

thérapeutique de l’anticorps monoclonal trastuzumab (2). 

Cependant il y a eu peu d’autres succès, en particulier dans le domaine de la 

cancérologie. Ceci est en partie dû à l’hétérogénéité des cancers dans leur présentation 

clinique et leur réponse aux traitements. Ainsi, DIPROMON vise à surmonter l’état de l’art 

dans le concept de stratification et de personnalisation en oncologie et plus 

particulièrement dans le cancer de la vessie. 

Pour cela, DIPROMON suit une approche par la biologie des systèmes pour établir des 

règles statistiques de segmentation des patients, reposant sur des profils de 

biomarqueurs ainsi que les données cliniques, tous deux spécifiques au patient. La 

première étape du projet consiste à sélectionner un ensemble de biomarqueurs relatifs au 

cancer de la vessie. Une plate-forme technologique sera alors développée pour permettre 

la mesure de ces profils dans un cadre clinique. La plate-forme d’analyse sera ensuite 
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utilisée pour quantifier le profil de biomarqueurs d’échantillons biologiques de patients 

atteints de cancer de la vessie. Enfin, elle servira à l’élaboration d’un ensemble de règles 

de prédiction de l’évolution de la pathologie selon la stratégie thérapeutique. L’ensemble 

de règles sera validé par une étude clinique. Les principales étapes du projet sont 

résumées dans la figure ci-dessous. 

 

 

Figure 1 : Diagramme des principales étapes du projet DIPROMON, d’après (3) 

 

En résumé, les principaux objectifs du projet DIPROMON sont :  

 d’élaborer un nouveau concept de stratification des patients,  

 de construire les outils, technologies et procédures permettant d’appliquer ce 

concept dans un contexte clinique, 

 de valider le concept dans un contexte clinique donné ainsi que dans une étude 

clinique pilote. 

 

L’association des partenaires offre une valeur interdisciplinaire au projet. En effet, le 

consortium DIPROMON combine l’expertise du cancer de la vessie en termes de prise en 

charge (Université de Surrey, en lien avec les centres hospitaliers de Surrey) et de 

développement d’une nouvelle immunothérapie (Lionex) avec la détection in vitro et la 

caractérisation moléculaire des cellules malignes dans l’urine (OnkoTec), l’identification et 

la sélection de candidats biomarqueurs (Emergentec Biodevelopment) ainsi que le 

développement d’outils d’analyse à haut-débit et multiparamétriques dédiés à la 

caractérisation des systèmes biologiques (Austrian Institute of Technology et AXO 

Science). 



15 
 

 

Les travaux présentés dans ce document ont été effectués au sein d’AXO Science. AXO 

Science est une société de biotechnologie spécialisée dans le diagnostic médical haut-

débit. Elle développe des outils d’analyse multiparamétrique de type biopuces dans un 

environnement robotisé. Pour cela, AXO Science s’appuie sur une innovation 

technologique, HIFI, qui est basée sur le greffage de sondes sur un matériau adhésif 

(Figure 2). Cette technologie brevetée permet la mise au point de tests 

multiparamétriques sous la forme d’une plaque de microtitration de 96, 384 ou 1536 puits 

adaptée aux chaînes robotisées classiques. En effet, l’immobilisation d’un grand nombre 

de sondes dans chaque puits donne la possibilité de réaliser un multiplexage important et 

permet des analyses haut-débit. 

 

 
 

Figure 2 : Principe de la technologie HIFI (4) 

 
 

Au sein du projet DIPROMON, l’expertise d’AXO Science est utilisée afin de mettre au 

point un test multiparamétrique haut-débit pour la détection et la quantification des 

biomarqueurs sélectionnés par les autres partenaires. Le Tableau 1 décrit l’échéancier du 

projet, organisé sur quatre ans. Toutes les étapes et les tâches concernant AXO Science 

sont décrites  en rouge.  

 

 
 



16 
 

Tableau 1 : Echéancier du projet DIPROMON 

 
 

Tasks 
Duration 
(months) 

Year 1 Year 2 Year 3 Year 4 

Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 

1. Delineating a disease map and DIPROMON biomarker set 12                 

2. Modular analysis system development & analytical validation 

18 

                

Microarray analysis system for protein biomarker detection                 

Analytical evaluation of the advanced microarray system                 

Urine fluorescence cytology                 

3. Biomarker testing and biomarker system qualification 

24 

                

Collection of superficial bladder cancer samples                 

Biomarker testing & clinical validation of the analysis system                 

Biomarker system qualification                 

4. Rule-based stratification analysis 17                 

5. Proof of Concept testing 

48 

                

Collection of samples from advanced bladder cancer                 

Pilot Phase I study                 

Biomarker testing for validation of the decision rule                 

6. Integration of the patient stratification concept 

24 

                

SOPs (standard operating procedures)                 

System integration                 

Software development                 

7. Project management 48                 

8. Exploitation, IPR and dissemination 48                 

Participation d’AXO Science  
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PARTIE II 

LE CANCER DE LA VESSIE 

 
 

1. Epidémiologie 

Le cancer de la vessie est le 5ème  cancer le plus fréquent en France avec une incidence 

estimée à près de 12 000 et un nombre de décès proche de 4 780 en 2012 (Tableau 2). Il 

est diagnostiqué à l’âge moyen de 70 ans (5).  

 

Tableau 2 : Classement des cancers par incidence et mortalité, tous sexes confondus, en 
France en 2012 (6) 
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En 2008, le projet GLOBOCAN, mis en place par le Centre International de Recherche 

sur le Cancer (CIRC), présenta des données sur l’impact des cancers dans 184 pays ou 

territoires. Ce projet a permis de fournir des estimations de l’incidence, de la mortalité, de 

la prévalence ainsi que de l’espérance de vie corrigée de l’incapacité (EVCI) pour les 

principaux cancers, au niveau national et mondial. 

Concernant le cancer de la vessie, les pays d’Europe, d’Amérique du Nord et d’Afrique du 

Nord ont montré les taux d’incidence les plus élevés (Figure 3). Les variations d’incidence 

au niveau mondial s’expliquent en partie par la différence d’exposition aux facteurs de 

risque du cancer de la vessie. La répartition selon le sexe est également inégale : il y a 

une majorité masculine de patients atteints par le cancer de la vessie (Figure 4). 

 

 

 

 

 
 

Figure 3 : Représentation géographique du taux d’incidence du cancer de la vessie estimé et 
normalisé selon l’âge, pour 100 000 personnes, tous sexes et âges confondus (7) 
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Figure 4 : Taux d’incidence du cancer de la vessie normalisés selon l’âge et classés par sexe et 
localisation géographique (7,8) 

 

 

De plus, le type de cancer diffère selon les pays, en lien avec les facteurs de risque 

prédominants. Ainsi, le tabac et certains carcinogènes chimiques d’origine professionnelle 

(comme les amines aromatiques) sont les principaux facteurs de risque dans les pays 

occidentaux et sont associés à des carcinomes à cellules transitionnelles. Le 

développement d’un carcinome à cellules squameuses est lui associé à la schistosomiase 

(bilharziose), une infection urinaire chronique par le parasite Schistosoma haematobium. 

C’est donc ce type histologique qui est dominant dans les zones endémiques comme 

l’Egypte. Ce pays présente un des taux les plus élevés d’incidence du cancer de la vessie 

avec 23,7 cas pour 100 000 hommes (l’incidence en France est  de 7,71 cas pour 

100 000 hommes) (7,8). 

Il est intéressant de noter que suite à une évolution des facteurs de risque dans certains 

pays, un changement du type de cancer a été observé. En Egypte, le carcinome à 

cellules transitionnelles tend à remplacer le carcinome à cellules squameuses comme le 

type histologique dominant, notamment suite à la diminution de la prévalence de la 

schistosomiase et l’augmentation du tabagisme. L’urbanisation, l’industrialisation et donc 
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l’exposition aux carcinogènes chimiques engendrent la même évolution vers le carcinome 

à cellules transitionnelles dans certains pays en voie de développement (9,10). A 

l’inverse, le déclin du tabagisme et de l’exposition aux carcinogènes chimiques a permis 

la diminution à la fois de l’incidence et de la mortalité du cancer de la vessie dans les 

pays occidentaux (9). 

 

2. Classifications des tumeurs de la vessie 

La vessie est un réservoir temporaire de l’urine. C’est un organe creux composé de trois 

couches :  

 La muqueuse : c’est la couche entrant en contact avec l’urine. Elle comprend 

l’épithélium transitionnel (ou urothélium) et le chorion.  

 La musculeuse (ou détrusor) : elle est subdivisée en trois couches qui sont la 

couche interne longitudinale, la couche moyenne circulaire et la couche externe 

longitudinale. 

 L’adventice : c’est la couche la plus externe. Elle contient du tissu conjonctif et 

forme un matelas adipeux chez l’adulte. Au niveau du dôme de la vessie, 

l’adventice est recouverte par le péritoine (11). 

 

Selon les NCCN Guidelines (12), le tableau clinique du cancer de la vessie se divise en 

trois catégories (Figure 5) qui diffèrent dans leurs pronostic, prise en charge et objectif 

thérapeutique : 

 

 Tumeur de vessie non infiltrante du muscle - TVNIM (superficielle) 

 Tumeur de vessie avec infiltration musculaire - TVIM 

 Lésions métastatiques 
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Figure 5 : Classification des tumeurs de la vessie (13) 

 

Les tumeurs vésicales sont classées selon le système TNM qui tient compte du degré 

d’invasion du cancer en évaluant la tumeur primitive (T), les ganglions (N) et d’éventuelles 
métastases (M) (Tableau 3). 

 

Les tumeurs peuvent aussi être classées selon leur type histologique. On distingue alors : 

 Les carcinomes à cellules transitionnelles (ou urothéliaux) : ils sont de nature 

épithéliale et correspondent à plus de 90% des tumeurs vésicales. Ils se 

caractérisent par leur différenciation cellulaire (grade histologique) et leur 

pénétration dans la paroi vésicale (stade T ou TVNIM/TVIM). 

 Les carcinomes à cellules squameuses (ou épidermoïdes) : ils ne représentent 

que moins de 10% des cancers de la vessie. C’est le type histologique qu’on 

associe le plus à  la schistosomiase (13). 
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Tableau 3 : Classification TNM 2010 des tumeurs de la vessie (14) 

 

T Tumeur primitive 

Tx 
 

Tumeur primitive non évaluable 
 

T0  
 

Tumeur primitive non retrouvée 
 

Ta  
 

Carcinome papillaire non invasif 
 

Tis 
 

Carcinome in situ « plan » 
 

T1  
 

Tumeur envahissant le chorion 
 

T2  

 

Tumeur envahissant la musculeuse 

– T2a : Tumeur envahissant le muscle superficiel (moitié interne) 
– T2b : Tumeur envahissant le muscle profond (moitié externe) 
 

T3  

 

Tumeur envahissant le tissu péri-vésical 

– T3a : Envahissement microscopique 
– T3b : Envahissement extra-vésical macroscopique 
 

T4  

 

Tumeur envahissant une structure péri-vésicale 

– T4a : Prostate, vagin ou utérus 
– T4b : Paroi pelvienne ou abdominale 
 

 

N Ganglions lymphatiques régionaux 

Nx 
 

Ganglions non évaluables 
 

N0 
 

Absence de métastase ganglionnaire régionale 
 

N1 
 

Métastase ganglionnaire unique < 2 cm 
 

N2 

 

 

Métastase ganglionnaire unique > 2 cm et < 5 cm ou métastases 

ganglionnaires multiples < 5 cm 
 

N3 
 

Métastase(s) ganglionnaire(s) > 5 cm 
 

 

M   Métastases à distance 

Mx 
 

Métastases non évaluables 
 

M0  
 

Absence de métastase à distance 
 

M1  
 

Métastase(s) à distance 
 

  NB : Cette classification ne concerne que les carcinomes urothéliaux. 
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La fréquence et les taux de survie varient selon le stade de la tumeur : les TVNIM 

représentent 70 à 80% des cancers de la vessie et ont une survie à 5 ans supérieure à 

80% tandis que les TVIM représentent 20 à 30 % des cancers avec une survie à 5 ans 

inférieure à 50% (5). 

Durant l’histoire naturelle de ce cancer, il existe une tendance à la récidive dans la même 

partie ou une autre partie de la vessie. Cette récidive peut être de stade similaire à la 

tumeur initiale ou de stade plus avancé. Plus précisément, on estime que 50 à 70% des 

TVNIM récidivent après un traitement de première intention et il y a infiltration du muscle 

dans 10 à 30 % de ces cas (5). Le risque de récidive peut être évalué selon le stade de la 

tumeur (Tableau 4). Ainsi, ces données soulignent l’importance du suivi des patients pour 

permettre une détection précoce d’une récidive ou progression.  

 

Tableau 4 : Estimation du risque de récidive et de progression (5) 

Risque faible 

 

Ta unique, bas grade ou LMP* (grades 1 et 2) et 
diamètre < 3 cm et non récidivée 
 

Risque intermédiaire 

 

- Ta bas grade (grade 1 et 2) ou LMP multifocal et/ou 

récidivante 
- T1 de bas grade (grade 1-2) 
 

Risque élevé 

 

- Ta haut grade (grade 3) 
- T1 haut grade (grade 3) ou T1 récidivante 
- CIS (carcinome in situ) 
 

*LMP : Low Malignancy Potential (tumeur à faible potentiel de malignité) 

Les grades histologiques sont décrits dans l’Annexe I. 
 

De plus, il est possible d’estimer la probabilité de récidive et de progression des patients 

avec un cancer de stade Ta/T1 grâce aux tableaux de risques et au système de score 

établis par l’European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC) 

(Figure 6). Cette probabilité est basée sur six paramètres clinico-pathologiques : le grade, 

le stade, la taille de la tumeur, le nombre de tumeurs, le taux antérieur de récidive et la 

présence de carcinome in situ concomitant (15). 
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Figure 6 : Tableaux de risques pour la prédiction de récidive et de progression chez des patients 

avec un cancer de la vessie de stade Ta ou T1 (16) 

 
 

3. Diagnostic 

Dans 80% des cas, le cancer de la vessie est révélé par une hématurie macroscopique, 

souvent terminale. Des signes d’irritation vésicale comme la pollakiurie, la miction 

impérieuse ou la brûlure urinaire, sont présents dans 20% des cas (5,14). Suivent alors 

l’interrogatoire (recherche des facteurs de risque) et l’examen clinique, bien que ce 

dernier soit le plus souvent normal pour les stades précoces (17). 

Devant une suspicion de cancer de la vessie, un bilan diagnostique de référence est 

réalisé comprenant une échographie de l’appareil urinaire, une cytologie urinaire et une 

cystoscopie. La confirmation du diagnostic se fait ensuite par l’examen histopathologique 

à partir d’une résection transurétrale de la vessie (RTUV). L’examen anatomo-

pathologique des copeaux de résection précise le stade et le grade de la tumeur. 

La cystoscopie est un examen endoscopique qui fournit des informations sur le nombre, 

la localisation, l’aspect (papillaire ou solide) et la taille de la tumeur. Elle est systématique 

devant toute suspicion de cancer de la vessie. La cytologie urinaire est également 

systématiquement réalisée. Elle se fait sur urines fraîches ou fixées et a pour but de 

rechercher des cellules tumorales (5,14,18). 

La cystoscopie présente une bonne sensibilité (62-84%) mais peut parfois donner de 

faux-négatifs par erreur de l’opérateur ou par la difficulté à détecter des tumeurs plus 
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petites comme le carcinome in situ. A l’inverse, la cytologie urinaire a une spécificité 

élevée (78-100%) mais manque de sensibilité (12-84,6%), notamment pour les tumeurs 

de faible grade (5,19–21). De plus, cet examen nécessite un cytopathologiste qualifié et 

les résultats peuvent être opérateur-dépendants (19,20). 

Par la suite, le bilan d’extension vise à rechercher une multifocalité. En effet, il est 

possible que des foyers soient également présents dans le haut appareil urinaire qui est 

aussi composé d’urothélium. L’analyse se fait par un uroscanner (uro-TDM) ou une 

urographie intraveineuse.  

S’il s’agit d’une TVIM, le bilan d’extension se fera alors par la TDM (tomodensitométrie) 

thoraco-abdomio-pelvienne. Cet examen permet d’évaluer l’atteinte du haut appareil 

urinaire et des organes voisins ainsi que de détecter d’éventuelles adénopathies et/ou 

métastases (5). 

 

4. Surveillance 

Il existe plusieurs recommandations quant à la fréquence et les types d’examen de suivi 

des récidives. Le suivi se fait principalement par cystoscopie et cytologie urinaire, 

éventuellement associées à un examen par imagerie comme l’uroscanner. La fréquence 

du suivi diffère selon le type de tumeur (TVNIM ou TVIM) et également selon le risque de 

récidive et de progression de la maladie (Tableaux 5 et 6). 

Bien que la cystoscopie soit un examen pratiqué en ambulatoire avec le plus souvent une 

anesthésie locale, il reste un geste invasif (le cystoscope est introduit dans la vessie par 

le canal de l’urètre). Il est douloureux pour environ un tiers des patients et engendre un 

risque d’infection urinaire de 10% (22,23). 
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Tableau 5 : Surveillance des TVNIM selon les recommandations de la HAS et l’INCa (5) 

 

Niveau de risque de récidive et de 
progression 

 

Examens 

Risque faible 

 

- Cystoscopie : à 3, 6, 12 mois puis annuelle 

pendant 5 ans (à vie si persistance de 

l’intoxication tabagique) 
 

Risque intermédiaire 

 

- Cystoscopie : à 3, 6, 12 mois puis annuelle 

pendant 15 ans (à vie si persistance de 

l’intoxication tabagique) 
- Cytologie urinaire : recommandée couplée à la 

cystoscopie 
- UroTDM : tous les 2 ans et en cas de cytologie 

positive ou de symptômes en faveur d’une 
atteinte du haut appareil 
 

Risque élevé 

 

- Cystoscopie : à 3, 6, 9, 12 mois puis tous les 6 

mois la 2ème année puis annuelle à vie 
- Cytologie urinaire : obligatoire couplée à la 

cystoscopie 
- UroTDM : tous les 2 ans ou si cytologie positive 

ou symptômes en faveur d’une atteinte du haut 

appareil 
 

 
 
Tableau 6 : Surveillance des TVIM selon les recommandations de la HAS et l’INCa (5) 

 

Examens 
 

 

Fréquence 
 

Examen clinique  

 

A 3 mois après la prise en 

charge thérapeutique 

initiale puis tous les 6 mois 
 

Bilan biologique 

- Ionogramme sanguin avec 

créatinémie 
- Autres examens selon 

orientation clinique 

 

Tous les 3 mois pendant un 

an puis tous les 6 mois les 

3 années suivantes puis 

annuel 
 

TDM thoraco-abdomino-
pelvienne 

Permet la recherche d’une 
récidive locale ou 

métastatique 

 

A 3 mois après la prise en 

charge thérapeutique 

initiale puis tous les 6 mois 
 

Cystoscopie 
Si la vessie native a été 

conservée 

 

Tous les 6 mois pendant les 

deux premières années 

puis annuellement à vie 
 

Urétroscopie Si l’urètre est en place 

 

Annuellement pendant 15 
ans 
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5. Prise en charge thérapeutique 

Il existe plusieurs possibilités thérapeutiques selon le tableau clinique du cancer.  

 

5.1. Traitement des TVNIM (Ta, T1 et CIS) 

La RTUV est la première étape du traitement des tumeurs non infiltrantes. L’instillation 

postopératoire précoce (IPOP) de mitomycine C (chimiothérapie) est ensuite 

recommandée, dans les 6 premières heures et au plus tard dans les 24 heures qui 

suivent la RTUV (5,14,24). 

Ensuite, la prise en charge thérapeutique est discutée en fonction du risque de récidive et 

de progression tumorale (Tableau 7). 

 

Tableau 7 : Prise en charge des TVNIM après RTUV et IPOP selon le risque de récidive 
et de progression (5,24) 
 

Risque faible 
 

Surveillance simple 
 

Risque intermédiaire 

 

- Instillations hebdomadaires de 

mitomycine C sur 8 semaines consécutives 

après cicatrisation vésicale (4 à 6 

semaines). Il n’y a pas d’indication à 

prolonger les instillations au-delà de ces 8 

semaines. 

- Le BCG peut être discuté comme une 

alternative aux instillations de mitomycine 

C ou en cas d’échec du traitement par la 
mitomycine C. 
 

Risque élevé 

 

- Instillations endovésicales de BCG (sauf 

contre-indications) après cicatrisation 

vésicale (4 à 6 semaines). Si elles sont 

bien supportées, un traitement d’entretien 
est recommandé. 

- En cas d’échec du traitement par BCG, la 
cystectomie totale est le traitement de 

choix. 

- Après la RTUV, une cystectomie 

d’emblée peut être discutée dans certaines 
formes à haut risque de progression. 
 

 

BCG, Bacille de Calmette-Guérin ; IPOP, instillation postopératoire précoce ; RTUV, résection transurétrale de 

la vessie 
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5.2. Traitement des TVIM non métastatiques 

Le traitement curatif de référence des TVIM non métastatiques est la cystectomie totale 

avec un curage ganglionnaire pelvien étendu et bilatéral. Chez l’homme, la prostate et les 

vésicules séminales sont également retirées tandis que chez la femme l’intervention 

comprend habituellement l’ablation de l’urètre et de l’utérus. Différents types de 

dérivations urinaires (internes ou externes) sont ensuite possible pour rétablir la continuité 

urinaire. 

Dans certains cas, une chimiothérapie néoadjuvante ou adjuvante est également 

discutée. Avant la chirurgie, la chimiothérapie permet de réduire le volume tumoral ; elle 

repose sur un protocole à base de cisplatine. Après la chirurgie, une chimiothérapie peut 

être discutée s’il existe des facteurs de mauvais pronostic à l’histologie. Enfin, la 

radiochimiothérapie est parfois considérée comme une alternative à la chirurgie (en cas 

de contre-indication à la cystectomie ou le refus du patient à la chirurgie) (5,14). 

 

 

5.3. Traitement des cancers métastatiques 

Les tumeurs métastatiques sont traitées par chimiothérapie à base de cisplatine. S’il n’y a 

pas de contre-indication, le protocole de chimiothérapie M-VAC est utilisé, associant 

cisplatine, doxorubicine, vinblastine et méthotrexate. Un autre protocole également 

indiqué est GEMCIS combinant le cisplatine à la gemcitabine (5,25). 

La réponse au traitement est évaluée par TDM thoraco-abdomino-pelvienne et une 

deuxième ligne de traitement peut être envisagée en cas de progression de la tumeur. Si 

la chimiothérapie permet de stabiliser le cancer, il est possible de considérer une chirurgie 

ou une irradiation des métastases (5). 

 
6. Besoins d’optimisation de la prise en charge 

D’un point de vue économique, le cancer de la vessie présente le coût le plus élevé de 

prise en charge par patient de tous les cancers. Ce coût, du diagnostic jusqu’au décès, 

varie selon les pays entre 89 287$ et 202 203$ par patient et risque d’augmenter avec 

l’amélioration des taux de survie (26). Ceci peut être expliqué en partie par le bon 

pronostic de ce cancer ainsi que le besoin d’une surveillance régulière et à vie dû au 

risque de récidive. 

 

Ainsi, l'important fardeau humain, psychologique et économique du cancer de la vessie 

souligne l'intérêt de l'optimisation des protocoles de diagnostic, et de suivi du patient (26). 

Parmi les alternatives possibles à la cystoscopie et la cytologie urinaire, les biomarqueurs 

urinaires ont un fort potentiel pour le diagnostic et la surveillance du cancer de la vessie.  
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De plus, les biomarqueurs pourraient également être utiles pour guider le clinicien dans le 

choix thérapeutique. Même si l’agressivité d’un cancer est corrélée avec son stade, il 

n’existe actuellement pas de moyens de déterminer la probabilité et la durée de réponse à 

une chimiothérapie. L’utilisation de biomarqueurs pourrait permettre d’identifier les 

patients les plus susceptibles de répondre de façon favorable à une thérapie donnée. 

  



30 
 

PARTIE III 

LES BIOMARQUEURS URINAIRES DU CANCER DE LA VESSIE 

 

 

Un biomarqueur (ou marqueur biologique) est défini comme une caractéristique 

biologique pouvant être moléculaire, anatomique, physiologique ou biochimique. Il peut 

être mesuré et évalué de façon objective et indique si un processus biologique présente 

un dysfonctionnement. Il peut également permettre d’évaluer la réponse pharmacologique 

à une intervention thérapeutique (27). 

 

Différents types de biomarqueurs ont été décrits, selon leur fonction : 

 Biomarqueur de diagnostic 

 Biomarqueur de risque ou de susceptibilité (de développer une pathologie) 

 Biomarqueur pronostique (de l’évolution de la pathologie) 

 Biomarqueur prédictif (de la réponse et toxicité d’un traitement) 

 

1. Les marqueurs du cancer de la vessie 

De nombreux marqueurs pour la détection et la surveillance du cancer de la vessie ont 

été identifiés et des tests urinaires ont déjà été développés pour certains de ces 

marqueurs. Cette partie présentera une liste non-exhaustive de biomarqueurs et leur 

intérêt dans le cancer de la vessie. 

 
1.1. BTA-TRAK et BTA-stat 

BTA-TRAK et BTA-stat (Polymedco) sont deux dosages dans l’urine du BTA (bladder 

tumor antigen) qui correspond à la hCFHrp (human complement factor H-related protein). 

Cette protéine a une fonction similaire au facteur H du complément humain et est libérée 

par les cellules normales pour les protéger du système immunitaire de leur propre 

organisme. Dans les cellules cancéreuses, le BTA permet donc l’échappement au 

système immunitaire (28,29).  

Le test BTA-TRAK correspond à un dosage quantitatif par une méthode immuno-

enzymatique de type sandwich, utilisant deux anticorps monoclonaux (30) tandis que le 

BTA-stat est un dosage qualitatif par immunochromatographie. Les deux tests ont 

montré une sensibilité plus importante que la cytologie urinaire mais une spécificité plus 

basse du fait de faux-positifs possibles lors notamment de pathologies génito-urinaires 

non tumorales (20,29). Ces tests ont été approuvés par la US FDA uniquement pour le 
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suivi du cancer de la vessie en association avec la cystoscopie. Ils ne peuvent être 

utilisés pour le dépistage ou le diagnostic en raison de leur faible spécificité (19). 

 
1.2. NMP22 

NMP22 (nuclear matrix protein 22) fait partie de la structure du noyau et est un important 

régulateur de la mitose. Les cellules cancéreuses possèdent une concentration 

significativement plus élevée de NMP22. Cette dernière est libérée dans l’urine lors de 

l’apoptose des cellules. 

Il existe deux tests commercialisés par Alere : Alere NMP22® Test (test ELISA quantitatif) 

et Alere NMP22 BladderChek® (test immunochromatographique). Ils sont tous les deux 

approuvés par la FDA dans le cadre du suivi du cancer de la vessie. Le test Alere NMP22 

BladderChek® peut également être utilisé pour la détection du cancer chez les patients à 

haut-risque (19). 

Comme le BTA et d’autres marqueurs urinaires, la sensibilité du NMP22 est meilleure que 

celle de la cytologie urinaire mais la spécificité reste inférieure à celle de la cytologie car 

la NMP22 n’est pas spécifique aux cellules tumorales et peut être augmentée dans 

d’autres pathologies. De plus, il n’existe pas encore de valeur seuil de positivité établie. 

Elle varie selon les études, ce qui peut faire augmenter ou diminuer la spécificité 

(19,22,29). 

 
1.3. ImmunoCyt 

ImmunoCyt est un test commercialisé par Scimedx. Il est basé sur une technique 

d’immunocytofluorescence et utilise trois anticorps monoclonaux reconnaissant des 

antigènes exprimés préférentiellement par les cellules tumorales vésicales. C’est un test 

visant à améliorer la sensibilité de la cytologie urinaire. Les cellules collectées dans l’urine 

du patient sont fixées sur une lame puis la lecture des résultats se fait grâce à un 

microscope à fluorescence. Cela nécessite donc un personnel qualifié et une variabilité 

inter-opérateur est possible. 

Une fois de plus, la sensibilité est supérieure à celle de la cytologie urinaire tandis que la 

spécificité reste inférieure. ImmunoCyt est uniquement approuvé pour être utilisé en 

association à la cytologie dans un contexte de suivi du cancer de la vessie. La sensibilité 

globale d’ImmunoCyt avec la cytologie est supérieure à celle de la cytologie seule. 

Cependant, la spécificité globale est inférieure à celle de la cytologie seule (20,29,31). 

 

 

 

 

 



32 
 

 

1.4. BLCA-4 

Une protéine de la matrice nucléaire (NMP) spécifique au cancer de la vessie a été 

identifiée et nommée BLCA-4. Elle est présente à la fois dans la tumeur et dans les zones 

adjacentes mais n’est pas détectée dans les vessies exemptes de tumeur (32).  

La concentration urinaire de BLCA-4 est mesurée par un test ELISA de type sandwich. 

Des études sur des échantillons urinaires de patients atteints de cancer de la vessie ont 

déterminé une sensibilité du test entre 89% et 96,4% ainsi qu’une spécificité entre 95% et 

100 % (32,33).  Ce marqueur possède donc à la fois une haute sensibilité et une haute 

spécificité mais une étude à plus grande échelle serait nécessaire pour confirmer cette 

observation. 

 
1.5. FISH 

Certains chromosomes des cellules vésicales tumorales possèdent des altérations. Ces 

anomalies génétiques sont mises en évidence dans les cellules exfoliées dans l’urine par 

la technique FISH (fluorescence in situ hybridization). Il existe un kit commercialisé par 

Abbott : UroVysion. Ce kit contient des sondes d’ADN qui détectent l’aneuploïdie dans 

les chromosomes 3, 7 et 17 ainsi que la perte du locus 9p21.  

Dans la plupart des études comparatives, la technique FISH montre une sensibilité 

supérieure à celle de la cytologie. De plus, la sensibilité augmente lorsque les stades de 

tumeurs sont avancés. Sa spécificité est similaire à celle de la cytologie. En effet, la 

technique FISH recherche des anomalies au niveau nucléaire et n’est pas affectée par 

d’autres pathologies non tumorales (19,22,29). 

Le test UroVysion est approuvé par la FDA pour le suivi des patients atteints de cancer 

de la vessie. Du fait de sa spécificité élevée, il est également approuvé pour la détection 

de cancer chez les patients présentant une hématurie (20). 

 

1.6. MSA 

Les microsatellites sont des répétitions de séquences courtes d’ADN (1 à 4 nucléotides) 

réparties sur l’ensemble du génome. Ils peuvent subir des altérations pouvant être 

utilisées comme marqueur de développement tumoral. Ces mutations peuvent engendrer 

une perte d’hétérozygotie suite à un changement dans le ratio normal de deux allèles d’un 

gène. Le chromosome 9 est le chromosome le plus souvent impliqué dans la perte 

d’hétérozygotie dans le cadre du cancer de la vessie (19). Les mutations peuvent 

également être la cause d’une instabilité des microsatellites. 

Dans une étude prospective, l’analyse des marqueurs de microsatellites (microsatellite 

analysis, MSA) dans l’urine a montré une sensibilité supérieure à la cytologie urinaire pour 
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les tumeurs de grades 1 et 2. Elle est en effet intéressante pour l’amélioration de la 

détection des tumeurs de faible grade : une sensibilité de 75 à 95% a été décrite pour les 

tumeurs de grades G1-G2 et de 75 à 100% pour les tumeurs pTis et pTa (34,35). 

La technique d’analyse de microsatellites présente également une spécificité élevée (29). 

Il n’a pas encore été établi une corrélation entre la perte d’hétérozygotie et le pronostic 

des tumeurs (29). 

 

1.7. Télomérase 

Les télomères sont des séquences répétées d’ADN situées aux extrémités des 

chromosomes. Il y a une perte de ces séquences à chaque division cellulaire provoquant 

une instabilité des chromosomes et régulant la sénescence cellulaire. La télomérase est 

une enzyme (ribonucléoprotéine) qui régénère des télomères à la fin de la réplication de 

l’ADN. Cela  permet de maintenir la stabilité des chromosomes et donc de rendre la 

cellule immortelle. La télomérase se trouve dans les cellules germinales et dans la 

majorité des cellules cancéreuses mais les cellules somatiques normales n’en possèdent 

pas (29,31). 

Concernant le cancer de la vessie, une activité télomérasique a été démontrée dans les 

cellules exfoliées dans l’urine (36). La détection se fait par une méthode de PCR appelée 

TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol). Cette technique doit être effectuée dans 

un laboratoire spécialisé (31,37). 

Une revue systématique des études sur certains marqueurs du cancer de la vessie (38) a 

montré la supériorité de l’analyse de l’activité télomérasique en termes de sensibilité 

(75%) par rapport aux autres marqueurs (dont BTA et NMP22) et à la cytologie urinaire. 

 

1.8. CYFRA 21-1 

Les cytokératines constituent les protéines des filaments intermédiaires spécifiques aux 

cellules épithéliales. Vingt isotypes de cytokératines différents ont été identifiés chez 

l’homme. Les fragments de cytokératines sont solubles dans le sérum et l’urine et peuvent 

donc être détectés. Parmi ces fragments, CYFRA 21-1 (fragment soluble de la 

cytokératine 19) est détecté dans plusieurs types de cancer. Le dosage quantitatif se fait 

par une technique ELISA d’électrochimiluminescence utilisant deux anticorps 

monoclonaux (22,29). 

Dans le cadre du cancer de la vessie, les performances de ce test varient de 43 à 79,3% 

pour la sensibilité et de 68 à 84% pour la spécificité, selon les études et la valeur seuil 

choisie. Une étude prospective a été menée sur 446 patients atteints de cancer de la 

vessie de grade Ta ou T1 et sous surveillance à la suite d’une RTUV. L’objectif était 

d’établir une valeur limite pour le dosage de CYFRA 21-1 lors de la détection de récidives. 
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Les auteurs ont conclu que CYFRA 21-1 n’était pas un bon marqueur urinaire du suivi des 

TVNIM car aucune valeur limite n’a permis d’obtenir une sensibilité et une spécificité 

acceptables (39). 

 

1.9. HA-HAase 

L’acide hyaluronique (HA) est un glycosaminoglycane retrouvé dans les tissus et les 

fluides humains normaux. Il aide l’adhésion des cellules tumorales et leur migration. 

L’acide hyaluronique est dégradé en fragments par l’enzyme hyaluronidase (HA-ase). Les 

deux sont associés à l’angiogenèse des tumeurs de la vessie et sont secrétés dans 

l’urine. De plus, l’augmentation des niveaux de hyaluronidase est corrélée au grade de la 

tumeur. Le test HA-HAase est un dosage quantitatif de ces deux marqueurs, utilisant une 

technique d’ELISA-like (22,29). 

Le test de l’acide hyaluronique seul a une sensibilité de 83,1% et une spécificité de 90,1% 

et celui de la hyaluronidase donne une sensibilité de 81,5% et une spécificité de 83,8% 

pour les tumeurs de haut grade. Une étude a montré que l’utilisation des deux tests 

ensemble améliorait les résultats quel que soit le grade de la tumeur : la sensibilité des 

tests combinés est de 91,2% et la spécificité de 84,4% (35,40).  

Dans une autre étude, il a été montré que HYAL1 était le type de hyaluronidase lié au 

cancer de la vessie. Les résultats de l’étude suggèrent que HYAL1 joue un rôle dans le 

potentiel invasif des cellules tumorales. Ces observations peuvent donc expliquer 

pourquoi les niveaux urinaires de hyaluronidase servent de marqueur précis pour la 

détection des tumeurs de haut grade tandis que ces niveaux ne sont pas élevés pour les 

tumeurs de bas grade. L’étude a également montré que le blocage de l’expression de 

HYAL1 réduit la croissance tumorale et l’invasion (41). 

Ainsi, le test HA-HAase est très prometteur car il a une sensibilité élevée à la fois pour 

détecter les tumeurs de faible grade et de haut grade. Il mérite donc des études plus 

poussées. 

 

1.10. Survivine 

La survivine fait partie de la famille des protéines régulant la mort cellulaire, les IAP 

(inhibitors of apoptosis). Elle inhibe les voies extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose en 

empêchant l’activation de certaines caspases (22,29,31). Elle est exprimée lors du 

développement fœtal mais n’est pas retrouvée dans les tissus adultes normaux.  

Dans le cancer de la vessie, la survivine est détectée dans l’urine et est associée au 

stade de la tumeur, la progression, la récidive et la mortalité (42). Le dosage quantitatif de 

l’expression de la survivine se fait par RT-PCR (expression de l’ARN messager). Une 

étude a montré que ce dosage avait une grande sensibilité (94%) ainsi qu’une grande 
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spécificité (95%) chez les patients atteints de TVNIM (43). Une autre étude, utilisant un 

autre système de détection (Western Blot), a montré que des niveaux urinaires élevés de 

survivine étaient associés à un plus haut risque de cancer de la vessie avec une tumeur 

de plus haut grade. Les auteurs ont trouvé une sensibilité (64%) et une spécificité (93%) 

supérieures à celles du NMP22 et de la cytologie urinaire (44). 

La survivine se présente donc comme un bon marqueur pour le diagnostic et la 

surveillance des cancers de la vessie mais d’autres études sont encore nécessaires 

(22,31). 

 

 

Les caractéristiques des biomarqueurs cités ci-dessus sont résumées dans le Tableau 8. 
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Tableau 8 : Caractéristiques de certains marqueurs urinaires du cancer de la vessie (31) 

 
Marqueur/Test 

 

 
Sensibilité (%) 

 

 
Spécificité (%) 

 

 
Avantages 

 

 
Inconvénients 

 

BTA-TRAK 24-89 52-93 

 Influencé par 
les affections 
génito-urinaires 
bénignes 

BTA-stat 57-79 48-95 

 Influencé par 
les affections 
génito-urinaires 
bénignes 

NMP22 49,5-65 40-87,3 

Insensible au 
traitement par 
BCG et 
détection des 
tumeurs de bas 
grade 

Pas de valeur 
seuil clairement 
définie 

 
ImmunoCyt 

 
38,5-100 

 
73-84,2 

 

 Forte variabilité 
inter-
observateur 

 
BLCA-4 

 
89-96,4 

 
95-100 

Sensibilité et 
spécificité 

Nécessité 
d’études plus 
poussées 

 
FISH 

 
69-87 

 
89-96 Insensible au 

traitement par 
BCG 

Besoin 
d’opérateurs 
qualifiés et 
coûteux 

 
MSA 

 
72-97 

 
80-100 

Détection des 
tumeurs de bas 
grade 

Complexe et 
coûteux 

 
Télomérase 

 
70-100 

 
60-70 Sensibilité 

Influencé par 
l’inflammation et 
l’âge 

CYFRA 21-1 43-79,3 68-84 

 Influencé par 
les affections 
génito-urinaires 
bénignes et 
instillations 

HA-HAase 83-94 77-93,4 

 
Détection des 
tumeurs de bas 
grade 
 

 
Nécessité 
d’études plus 
poussées 

 
Survivine 

 
64-84 

 
93-100 Sensibilité et 

spécificité 

Nécessité 
d’études plus 
poussées 

BTA, bladder tumour antigen; NMP22, nuclear matrix protein;  BCG, Bacille de Calmette-Guérin;  FISH, 
fluorescence in situ hybridization ; MSA, microsatellite analysis ; CYFRA 21-1, cytokeratin 19 fragment; HA-
HA-ase, hyaluronic acid and hyaluronidase. 
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Il existe de nombreux autres marqueurs urinaires du cancer de la vessie dont une partie 

est encore à l’étude. De façon générale, les marqueurs actuellement étudiés et présentés 

ci-dessus ont une sensibilité augmentée en comparaison à la cytologie urinaire mais 

manquent souvent de spécificité. Actuellement, il n’y a aucun marqueur suffisamment 

puissant pour remplacer la cytologie urinaire et la cystoscopie qui restent les « gold 

standards » à la fois pour le diagnostic et le suivi du cancer de la vessie. L’utilisation de 

biomarqueurs pourrait néanmoins allonger l’intervalle entre ces examens de suivi et ainsi 

potentiellement diminuer le coût de la prise en charge ainsi que la gêne du patient (la 

surveillance par cystoscopie et cytologie urinaire peut être à vie chez certains patients) 

(20,45). 

 

L’intérêt à la fois diagnostique et pronostique est souvent étudié pour les nouveaux 

marqueurs urinaires. Il est cependant important de faire la distinction entre l’utilité d’un 

marqueur dans le cadre du diagnostic d’une tumeur de la vessie et celle d’un marqueur 

pour la surveillance d’une récidive. Pour diagnostiquer une tumeur (par exemple lors d’un 

dépistage de patients à haut risque), la sensibilité du marqueur doit être élevée quelque 

soit le stade de la tumeur. Dans ce contexte, on privilégie une bonne sensibilité au 

détriment de la spécificité.  

A l’inverse, dans le cadre d’un suivi de patient atteint de cancer de la vessie, l’importance 

est plus portée sur les stades tumoraux de haut grade. En effet, si la récidive concerne  

une tumeur de bas grade, la détection plus tardive est moins susceptible d’impacter le 

pronostic du patient. Avec sa grande sensibilité pour les tumeurs de haut grade, le 

marqueur permettra cependant de diminuer la fréquence des examens de suivi (grâce à 

sa haute valeur prédictive négative) (20). 

Bien que le marqueur idéal n’existe pas, il est envisageable d’utiliser un ensemble de 

marqueurs donnant de meilleures caractéristiques diagnostiques ou pronostiques 

comparativement à une analyse individuelle de ces biomarqueurs. 

 

Quant à l’utilisation de marqueurs dans le cadre de décisions thérapeutiques, il n’existe 

pas encore de protocoles définissant la stratégie thérapeutique selon l’analyse de 

marqueurs. Mais la médecine personnalisée est une notion qui progresse rapidement, 

notamment en lien avec l’utilisation de biomarqueurs (46,47). Elle prend en compte le fait 

que les patients n’ont pas tous une réponse identique au même traitement et ne 

présentent pas tous non plus le même risque de récidive. 

Plus précisément, la médecine personnalisée est définie par le NCI (National Cancer 

Institute, USA) comme « une forme de médecine qui utilise des informations sur les 

gènes, les protéines et l’environnement du patient pour prévenir, diagnostiquer et traiter la 
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maladie ». Dans le domaine de la cancérologie, il existe de nombreuses applications de la 

médecine personnalisée comme le dépistage, le diagnostic, le pronostic, la prédiction de 

l’efficacité d’un traitement, le suivi des patients pour la détection de récidive et la 

stratification des patients pour l’individualisation du traitement (48).  

Un des objectifs du projet DIPROMON est de mettre en place des règles de stratification 

des patients grâce à leurs données cliniques et leurs profils de biomarqueurs. Dans le 

cadre de la médecine personnalisée, la stratification correspond à l’identification de 

groupes de patients avec des caractéristiques communes au niveau biologique et sert à 

sélectionner, pour chacun de ces groupes, la prise en charge optimale. Le traitement et le 

suivi seront alors adaptés individuellement à chaque patient en fonction de l’agressivité du 

cancer et de la probabilité de réponse à un certain traitement (27,48). 

 

2. Processus de découverte et d’identification de biomarqueurs  

Le développement de la médecine personnalisée a créé une forte demande de 

biomarqueurs pouvant être utilisés à la fois dans le cadre du diagnostic et celui de la 

stratification des patients. En parallèle, la quête de nouveaux biomarqueurs a été 

relancée par l’émergence de techniques protéomiques et d’approches systémiques pour 

étudier la physiopathologie de maladies comme le cancer (49).  

Le terme « protéome » se réfère à l’ensemble des protéines produites par un organisme 

ou un système cellulaire. La protéomique concerne donc l’étude à grande échelle d’un 

protéome et de la signification biologique des protéines. Ainsi, les études protéomiques 

peuvent avoir différents objectifs comme comprendre tous les aspects des protéines (leur 

expression, fonction, interaction et structure) et mener à la découverte de nouveaux 

marqueurs biologiques d’états pathologiques (50). 

Il existe deux principaux défis liés à la protéomique et l’étude de l’ensemble des protéines 

d’une cellule (cancéreuse par exemple). Le premier est le besoin de nouvelles 

technologies pour pouvoir analyser simultanément de nombreux échantillons et protéines. 

Le deuxième est le développement d’outils de bioinformatique pour gérer et analyser les 

grandes quantités de données obtenues (50). 

 

2.1. Le rôle de la bioinformatique 

Les deux rôles principaux de la bioinformatique dans le processus de découverte de 

nouveaux biomarqueurs sont la gestion de données et l’exploration de données (data 

mining). La gestion de données se fait principalement par des bases de données qui 

permettent de stocker, rechercher et récupérer un certain nombre d’informations. Il existe 

de nombreuses bases de données disponibles dont les principales sont SWISS-PROT, 
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TrEMBL et NCBI. Quant à l’exploration de données, elle concerne l’analyse et 

l’interprétation des données générées par les technologies de protéomiques. Pour cela, 

des outils d’interprétation de données, de reconnaissance de motifs et d’analyses 

prédictives sont utilisés (50). 

 

2.2. Technologies de protéomique 

La spectrométrie de masse (SM) et les puces à protéines sont les deux technologies 

principalement utilisées pour analyser des échantillons cliniques pour la recherche de 

marqueurs biologiques. La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui 

permet de détecter et d’identifier des molécules selon leur masse. La source d’ionisation 

convertit les molécules en ions puis l’analyseur mesure le rapport masse/charge (m/z) des 

ions. Parmi les différentes techniques de SM, la méthode d’ionisation SELDI (surface-

enhanced laser desorption ionization) est apparue comme un bon moyen de découvrir les 

signatures ioniques de potentiels biomarqueurs, même si leur identité est inconnue 

(50,51). 

Un exemple d’outil dérivé de cette méthode est la SELDI ProteinChip® (Bio-Rad). La 

technologie  ProteinChip® Array est utilisée pour la découverte, la validation, 

l’identification et la caractérisation de protéines à partir d’échantillons biologiques. Elle 

associe la technique SELDI-TOF-MS (surface enhanced laser desorption ionization time-

of-flight mass spectrometry) à un format de puce (Figure 7). En effet, les échantillons 

biologiques sont déposés sur la puce dont les propriétés de surface permettent de retenir 

les protéines. Ces protéines sont ensuite analysées et détectées par SELDI-TOF-MS à 

l’aide d’un lecteur ProteinChip®. Les profils ainsi obtenus des différentes séries 

d’échantillons sont ensuite comparés grâce à une technique appelée cartographie de 

l’expression différentielle des protéines : les niveaux relatifs d’expression de protéines à 

un poids moléculaire spécifique sont comparés par des méthodes statistiques et des 

logiciels de bioinformatique (52). Une étude a également montré le potentiel de la 

technologie ProteinChip® Array en tant qu’outil de diagnostic des tumeurs de la vessie à 

cellules transitionnelles. Les auteurs ont conclu que la détection des changements au 

niveau protéique grâce à cette technologie augmente la sensibilité du diagnostic et qu’il 

est donc possible d’améliorer le diagnostic du carcinome à cellules transitionnelles par 

cette méthode. Des études plus approfondies sont maintenant nécessaires pour établir 

son utilité (53). 

 

 



40 
 

 

Figure 7 : Procédure d’analyse de profils de protéines dans des échantillons biologiques par la 

technologie ProteinChip®, d’après (52) 

 

Tout comme la SM, les puces à protéines peuvent aider à l’identification d’un marqueur, 

d’un groupe de marqueurs ou d’un profil de protéome, selon le type de puce. Elles 

permettent de détecter et quantifier des candidats de façon massive et parallèle. Les 

méthodes d’identification de nouveaux marqueurs biologiques peuvent être divisées en 

trois catégories (54) : 

 L’approche guidée par les données : c’est une analyse du protéome entier 

permettant d’identifier un lien entre les protéines quantifiées et un état 

pathologique particulier. C’est une approche non biaisée car aucune supposition 

n’est faite sur les protéines qui pourraient être impliquées. 



41 
 

 L’approche basée sur la connaissance : c’est une approche protéomique ciblée 

selon laquelle les biomarqueurs potentiels sont déterminés grâce à l’état des 

connaissances scientifiques pour une pathologie. La dépendance de l’état des 

connaissances peut être un inconvénient car si ce dernier n’est pas assez 

développé, certains marqueurs non connus ne pourront être identifiés. 

 L’approche basée sur la biologie des systèmes : la biologie des systèmes est un 

domaine de recherche interdisciplinaire qui étudie le comportement et les relations 

de tous les éléments d’un système biologique et qui développe des modèles de 

prédiction de son comportement (55). Cette approche s’oppose à l’approche dite 

réductionniste qui analyse un système complexe en le divisant en plusieurs parties 

et en déterminant les rapports entre celles-ci. Cela suppose que l’étude des 

molécules isolées suffit pour comprendre l’ensemble du système (56) alors que la 

biologie des systèmes est basée sur l’intégration de grandes quantités de données 

génomiques et protéomiques associées à des techniques de calcul (méthodes 

computationnelles) (54). 

 

Les puces à protéines sont décrites de façon plus approfondie dans une partie dédiée à 

ces outils (Partie IV). 

 

La figure 8 résume les stratégies possibles pour découvrir de nouveaux biomarqueurs. 

Cela inclut l’utilisation de technologies émergentes comme la protéomique, la SM et les 

puces à protéines. Certaines stratégies reposent également sur l’étude des mécanismes 

d’élévation des biomarqueurs dans les échantillons biologiques. En cancérologie, les 

mécanismes principaux sont la surexpression de gènes codant pour des protéines, 

l’augmentation de la sécrétion et de l’excrétion de protéines ainsi que l’angiogenèse, 

l’invasion et la destruction de l’architecture tissulaire (qui peut permettre une libération de 

molécules) (57). 
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Figure 8 : Stratégies pour la découverte de biomarqueurs utilisant les technologies émergentes, 

d’après (57). MS, mass spectrometry 

 

Une fois que des marqueurs potentiels sont identifiés, ceux-ci doivent être évalués et une 

validation clinique est nécessaire. 

 

3. Evaluation des marqueurs tumoraux 

Un obstacle important au progrès dans le développement de nouveaux biomarqueurs en 

cancérologie est l’absence de validation à grande échelle des marqueurs (58). Un 

système d’évaluation des marqueurs tumoraux a été développé à partir de 1996 : le 

Tumor Marker Utility Grading System (TMUGS). Ce système offre un cadre pour évaluer 

l’utilité clinique des marqueurs tumoraux. Il repose sur deux principes qui sont le concept 

d’utilité et le degré d’évidence (niveau de preuve) (59).  

 

3.1. Evaluation de l’utilité clinique 

Concernant l’utilité, chaque marqueur obtient un score semi-quantitatif selon les preuves 

qui le corrèlent avec le processus biologique et le critère évalué (Tableau 9). Un score de 

« 0 »  signifie que le marqueur n’a aucune utilité pour l’utilisation définie. Le score « ± » 

est attribué aux marqueurs pour lesquels seules des données préliminaires sont 
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disponibles pour appuyer leur utilisation clinique. Le plus haut niveau est « +++ » et 

correspond aux marqueurs pouvant être utilisés de façon indépendante pour prendre des 

décisions cliniques. Le score « ++ » lui correspond aux marqueurs avec une utilité 

clinique seulement dans le contexte d’autres données. Enfin, « + » indique que des 

études supplémentaires doivent être faites pour confirmer l’utilité clinique du marqueur 

(60). 

 

Tableau 9 : Tumor Marker Utility Grading System, d’après (60) 

Score d’utilité Description 

0 

 

Le marqueur a été évalué pour une utilisation spécifique et les 

données démontrent définitivement qu’il n’a aucune utilité. Il ne doit 

pas être utilisé dans un contexte clinique. 
 

NA 

 

Aucune donnée n’est disponible sur le marqueur pour cette 
utilisation car il n’a pas été étudié dans un contexte clinique pour 
cette utilisation. 
 

± 

 

Les données suggèrent que le marqueur peut être corrélé avec le 

processus biologique et les données préliminaires suggèrent que 

l’utilisation du marqueur peut contribuer à l’évolution clinique 
favorable. Cependant, des études plus concluantes sont 

nécessaires. Ainsi, le marqueur est toujours considéré comme 

hautement expérimental et ne doit pas être utilisé en pratique 

clinique. 
 

+ 

 

 

Les données disponibles sont suffisantes pour démontrer que le 

marqueur est en corrélation avec le processus biologique et / ou le 

critère lié à l'utilisation, et que les résultats du marqueur pourraient 

affecter le résultat clinique de façon favorable pour cette utilisation. 

Cependant, le marqueur est toujours considéré comme 

expérimental et ne doit pas être utilisé en pratique clinique, pour 

l'une des trois raisons suivantes : 

1) le marqueur est en corrélation avec un autre marqueur ou un 

test pour lequel on a établi une utilité clinique, mais le nouveau 

marqueur n'a pas clairement montré un avantage, 

2) le marqueur peut contribuer des informations indépendantes, 

mais il est difficile de savoir si ces informations ont une utilité 

clinique parce que les différentes options de traitement n'ont pas 

démontrées leur influence sur un changement dans la progression 

de la maladie, 

3) les données préliminaires sur le marqueur sont assez 

encourageantes, mais le niveau de preuve de l'utilité clinique n’est 
pas suffisant. 
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++ 

 

Le marqueur fournit des informations (non disponibles à partir 

d'autres mesures) qui sont utiles pour le clinicien dans la prise de 

décision pour cette utilisation, mais le marqueur ne peut pas être 

utilisé comme seul critère de décision. Ainsi, le marqueur a une 

utilité clinique pour cet usage, et il devrait être considéré comme 

une pratique courante dans certaines situations. 
 

+++ 

 

Le marqueur peut être utilisé comme un critère indépendant pour la 

prise de décision pour cette utilisation. Ainsi, le marqueur a une 

utilité clinique pour cet usage, et il devrait être considéré comme 

une pratique standard. 
 

 

3.2. Evaluation du niveau de preuve 

Plusieurs types d’études cliniques permettant d’évaluer cette utilité ont été décrits (61,62). 

L’évaluation définitive de l’utilité clinique de biomarqueurs nécessite la conduite d’essais 

cliniques randomisés (répartition aléatoire des sujets dans les différents groupes de 

l’étude). Les auteurs du TMUGS ont également développé une classification des niveaux 

d’évidence, définissant la qualité des données qui existent et sur lesquels le score d’utilité 

est fondé (Tableau 10). Une échelle de niveaux de preuve a également été proposée pour 

la conception d’études de biomarqueurs utilisant des tissus archivés (Tableau 11). 

Idéalement, l’utilité clinique d’un marqueur devrait être déterminée dans un essai clinique 

randomisé et prospectif. Toutefois, ce type d’essais n’est pas toujours réalisable. Pour les 

marqueurs tumoraux, il peut être difficile de mettre en place de tels essais cliniques car ils 

peuvent impliquer la non administration de traitement chez un groupe de patients et donc 

être contraire aux recommandations de pratique clinique en cancérologie. Même lorsque 

ces essais sont considérés comme éthiques, ils sont limités par leur coût et leur durée 

(une étude peut prendre plusieurs années).  

Ainsi, l’utilisation de banques de tissus archivés provenant d’essais thérapeutiques 

randomisés peuvent être d’une grande importance pour établir l’utilité pronostique ou 

prédictive d’un biomarqueur (63,64). Une analyse robuste des échantillons archivés 

permet, dans certains cas, de fournir de solides données de validation. Par exemple, les 

mutations du gène KRAS ont été étudiées sur des échantillons de tumeurs de patients 

atteints de cancer colorectal. Ces études ont démontré l’association entre les mutations et 

la résistance aux thérapies ciblées des anticorps anti-EGFR tels que le cituximab et le 

panitumumab (65,66). 
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Tableau 10 : Niveaux de preuve du TMUGS (59,63) 

Niveau Type d’étude 

I 

 

Prospective avec le marqueur comme objectif premier 
Bonne puissance ou méta-analyse 
 

II 
 

Prospective avec le marqueur comme objectif second 
 

III 
 

Rétrospective, analyse multivariée, résultats positifs 
 

IV 
 

Rétrospective, analyse univariée, résultats positifs 
 

V 
 

Rétrospective, corrélation avec autre marqueur, pas de résultats 
 

 

Tableau 11 : Niveaux de preuve des études utilisant des tissus archivés (63,64) 

Niveau Type d’étude 

A 
 

Prospective et contrôlée, visant l’évaluation du marqueur 
 

B 

 

Prospective, utilisant des échantillons archivés, dont le but 
premier n’est pas d’évaluer le marqueur 
 

C 
 

Prospective/observationnelle, traitement et suivi standards 
 

D 
 

Sans aspect prospectif 
 

 

Le système de niveaux de preuve TMUGS a été révisé par ses auteurs pour inclure la 

classification des essais cliniques utilisant des tissus archivés. Ce nouveau système peut 

ainsi être utilisé pour classer les marqueurs tumoraux mais suggère aussi quelles études 

de validation sont nécessaires pour chaque niveau (Tableau 12). 

Tableau 12 : Nouvelle version des niveaux de preuve (63,64) 

Niveau de preuve Catégorie du Tableau 11 Etudes de validation 

I A 

 

Pas nécessaire mais 
souhaitable si possible 
 

I B 

 

Une ou plus avec des résultats 
cohérents 
 

II B 
 

Aucune, ou résultats incohérents 
 

II C 

 

Deux ou plus avec des résultats 
cohérents 
 

III C 

 

Aucune ou une avec des 
résultats cohérents ou des 
résultats incohérents 
 

IV-V D 
 

NA* 
 

*Ce type d’étude ne permet pas d’évaluer l’utilité clinique  
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PARTIE IV 

PUCES A PROTEINES MULTIPARAMETRIQUES 

 
 
Les puces à ADN ont été le premier type de puces développé et sont devenues une 

méthode très répandue d’analyse dans le domaine de la génomique. Cependant, la 

compréhension, l’identification et la quantification des processus cellulaires reposent 

également et en grande partie sur les protéines et leur activité. Les puces à protéines ont 

donc un fort potentiel pour la recherche protéomique mais aussi pour des applications 

diagnostiques (67). 

Les puces à protéines sont composées d’une surface sur laquelle sont immobilisées de 

façon régulière un grand nombre de molécules de captures (ou sondes), formant des 

« spots ». Selon l’application, les éléments immobilisés peuvent être des anticorps ou 

fragments d’anticorps, des protéines, des peptides ou des extraits complexes de 

protéines.  

L’immobilisation de protéines est plus difficilement standardisée que celle des acides 

nucléiques. Les protéines sont de nature plus complexes que les molécules d’ADN, elles 

sont plus fragiles, plus hétérogènes en terme de taille et leur fonctions dépendent de leurs 

structures tertiaire et quaternaire liées à des forces d’interactions variées (67). De plus, il 

n’existe pas de moyen d’augmenter la quantité de protéines disponible contrairement à 

l’ADN qui peut facilement être amplifié par PCR. 

 

Néanmoins, cette technologie permet de fournir des informations qualitatives et 

quantitatives sur de multiples protéines en parallèle et sur le même échantillon. Dans le 

domaine médical, les puces à protéines ont un fort potentiel en tant que tests 

multiparamétriques, notamment pour obtenir des informations d’ordre diagnostique et 

pronostique grâce aux biomarqueurs (68).  

Il existe également de nombreuses autres applications. Elles peuvent par exemple être 

utilisées comme outil de screening en masse de candidats pour la découverte de 

nouvelles molécules thérapeutiques ou pour l’étude des voies de signalisation et des 

réseaux de protéines (69). De plus, elles ont un fort potentiel dans la découverte de 

nouveaux biomarqueurs en rendant possible la quantification massive et parallèle de 

candidats marqueurs à partir de grands nombre d’échantillons cliniques (54). Ces 

applications seront plus détaillées dans la troisième partie de ce chapitre. 
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1. Types de puces à protéines 

Les puces à protéines sont généralement divisées en deux grandes classes : les puces 

fonctionnelles et les puces analytiques (Figure 9). 

 

1.1. Puces à protéines fonctionnelles 

Les  puces à protéines fonctionnelles sont utilisées pour étudier de façon qualitative les 

interactions et les modifications de protéines. Une puce fonctionnelle est constituée d’un 

grand nombre de protéines purifiées provenant d’une cellule spécifique ou d’un 

organisme, fixées sur un support. Différents types d’interactions peuvent alors être 

analysés : protéine-protéine, protéine-ADN, protéine-liposome, protéine-médicaments, 

enzyme-substrat. La puce peut également détecter des récepteurs potentiels si la 

protéine fixée est un ligand (70–72). 

Les utilisations variées en recherche fondamentale de ce type de puce ont été décrites 

dans plusieurs études. De façon similaire aux puces à ADN pour la génomique, il existe 

un développement de puces à protéines pour l’étude des interactions protéiques à 

l’échelle d’un protéome entier (73). Un tel type de puce, sur laquelle étaient fixées environ 

5 000 protéines de levure, a par exemple été utilisé pour analyser la spécificité et la 

réaction croisée de plusieurs anticorps (74).  

 

1.2. Puces à protéines analytiques 

Contrairement aux puces fonctionnelles, les puces à protéines analytiques sont utilisées 

pour détecter et quantifier des protéines dans des échantillons complexes. Elles 

permettent le suivi de l’expression de protéines à grande échelle (protein profiling) (70–

72). Elles ont de nombreuses applications qui seront décrites dans un autre paragraphe. 

La plupart de ces puces utilisent le principe de l’interaction antigène-anticorps. De 

multiples immunoessais multiplexes et miniaturisés ont ainsi été développés. Il en existe 

plusieurs formats, souvent divisés en deux principales catégories : les microarrays 

planaires et les microarrays non planaires ou en suspension (Figure 10). 
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Figure 9 : Types de puces à protéines, d’après (70) 

 
 

 Microarrays planaires 

Au sein même des microarrays planaires, il existe plusieurs formats que l’on peut classer 

en deux catégories (Figure 11). La première catégorie correspond aux forward phase 

arrays sur lesquels sont immobilisées des molécules de capture. Chaque spot contient un 

type de molécule de capture (anticorps ou protéine) et l’ensemble des spots différents 

permet l’analyse de multiples paramètres dans un seul échantillon. A l’inverse, dans les 

reverse phase arrays, c’est l’échantillon qui est immobilisé sur le support, chaque spot 

contenant donc de multiples analytes représentant un seul échantillon clinique. Le 

Puces 

analytiques 

Puces 

fonctionnelles 
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microarray inclut alors de multiples échantillons qui sont analysés par une seule molécule 

de détection (67,69,75). 

Les molécules de captures immobilisées sur les forward phase arrays sont généralement 

des anticorps qui détectent des antigènes présents dans l’échantillon. Plusieurs stratégies 

sont possibles, trois d’entre elles sont présentées sur la Figure 12. La méthode sandwich 

utilise un couple d’anticorps, le premier est immobilisé sur le support et le second détecte 

les protéines capturées. Cette méthode peut permettre une meilleure spécificité par 

rapport à d’autres stratégies car elle utilise deux anticorps reconnaissant des épitopes 

différents de l’antigène (70,76). Une deuxième possibilité est la capture d’antigène ; les 

protéines à analyser sont préalablement marquées, permettant une détection sans 

intermédiaire lors de leur interaction avec les anticorps immobilisés. La méthode directe 

est similaire mais c’est le mélange de protéines à analyser qui est lui-même immobilisé. 

La détection se fait par des anticorps marqués et spécifiques de certaines des protéines 

du mélange (77). 

Une autre méthode, non décrite dans la Figure 12, est la stratégie de compétition qui peut 

augmenter la sensibilité. L’antigène sonde est immobilisé sur le support tandis que 

l’anticorps de détection est en solution avec l’échantillon contenant l’antigène à détecter. 

L’antigène sonde et l’antigène de l’échantillon sont donc en compétition pour interagir 

avec l’anticorps (76). 

 

 

              

 

Figure 10 : Microarrays planaires (gauche) et   Figure 11 : Les formats forward et reverse 

                  non planaires (droite) (67)        phase des microarrays  planaires (78) 
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Figure 12 : Stratégies d’immunotests pour la détection de protéines (77) 

(a) Méthode sandwich (b) Capture d’antigène (c) Méthode directe 

 

 Microarrays non planaires 

Ces microarrays utilisent des microsphères (« billes ») de tailles ou de couleurs 

différentes sur lesquelles les molécules de capture sont immobilisées. Les analytes 

capturés à la surface des billes sont détectés grâce à la cytométrie en flux. La plate-forme 

la plus populaire est la technologie xMAP® de Luminex qui permet de mettre au point des 

tests multiparamétriques à partir d’une centaine de billes à code de couleur (67,68,72). Ce 

sont des billes de polystyrène contenant deux types de fluorochromes qui émettent une 

fluorescence rouge (675 nm) et infrarouge (> 712 nm). L’ensemble des ratios possibles de 

ces deux fluorochromes permet d’obtenir une centaine de billes de couleurs différentes. 

Les billes peuvent être couplées à divers agents de capture comme des anticorps, des 

oligonucléotides, des peptides ou des récepteurs. Deux types de lasers sont utilisés par la 

détection : le laser rouge permet l’identification de la bille et le laser vert permet la 

détection de l’interaction entre l’agent de capture présent sur la bille et l’analyte (Figure 

13) (79). Cette technologie est utilisée dans de nombreux tests commercialisés (Tableau 

13). 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Analyse de protéines par la technologie 
xMAP® de Luminex (80) 
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Tableau 13 : Tests commercialisés basés sur des microarrays non planaires (54,81) 

Produits Sociétés Technologies Applications 

Bio-Plex® 
Suspension Array 

System 
Bio-Rad xMAP® (Luminex) 

 

Immunoessais 
multiplexes, tests 

personnalisés (Bio-
Plex Assay Builder) 

 

 

WideScreen® 

BeadPlex® Multiplex 
Assays 

 

EMD Chemicals xMAP® (Luminex) 
Immunoessais 

multiplexes 

Luminex® Multiplex 
Protein Assays 

 

Invitrogen xMAP® (Luminex) 
Immunoessais 

multiplexes 
 

MILLIPLEX MAP 
Human 

Cytokine/Chemokine 
Panel 

Merck Millipore xMAP® (Luminex) 
Immunoessais 

multiplexes 

 

Procarta™ Cytokine 
Assays 

 

Panomics xMAP® (Luminex) 
Immunoessais 

multiplexes 

AimPlex™ 
Immunoassay Kits 

YSL Bioprocess 
Development 

 

AimPlex™ 
technology 

(populations de 
billes différenciées 

par leur taille et 
leur fluorescence) 

 

Immunoessais 
multiplexes 

 

Fluorokine® 
Multianalyte 

Profiling (MAP) Kits 
 

R&D Systems xMAP® (Luminex) 
Immunoessais 

multiplexes, tests 
personnalisés 

HumanMAP® Myriad RBM xMAP® (Luminex) 
Immunoessais 

multiplexes 
 
 

Ainsi, il existe plusieurs techniques de multiplexage permettant l’analyse de différents 

paramètres ou échantillons en parallèle. Le Tableau 14 résume les principales 

caractéristiques des différentes puces à protéines analytiques. Quel que soit le type de 

puces (fonctionnelle ou analytique), plusieurs étapes sont nécessaires à leur conception. 

Selon l’application et l’utilisation de la puce, la détermination du type de support, des 

modes d’interaction, de dépôt, de détection et de révélation sera différente (Figure 14). 

Même si ces outils sont en amélioration continue, les défis techniques freinent la mise en 

œuvre de tests multiparamétriques en milieu clinique. Malgré le développement de 

centaines de tests immunologiques multiparamétriques, seul un nombre limité est 

approuvé par les autorités compétentes pour une utilisation clinique (68). Ceci souligne 

bien la complexité de la construction de tests assez robustes pour un usage clinique.  

De plus, la demande actuelle des cliniciens et des laboratoires d’analyse se définit par 

une solution haut-débit multiparamétrique permettant la caractérisation de nombreux 
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échantillons de façon rapide et automatisée ; il n’existe pour l’instant aucun outil 

répondant à cette demande. Dans ce contexte, AXO Science présente une alternative 

grâce à sa technologie innovante offrant une solution haut-débit avec automatisation des 

analyses. 
 

Tableau 14 : Principales caractéristiques des puces à protéines analytiques, d’après (54) 

Caractéristiques 
Microarrays planaires 

Microarrays non 
planaires (billes) Forward phase 

arrays 
Reverse phase 

arrays 

Immobilisation 

 

Peptide, protéine ou 

anticorps 
 

Cellules ou lysats 

de tissus 
Peptide, protéine ou 

anticorps 
 

Marquage de 

l’analyte 
 

Avec ou sans Sans Avec ou sans 

 

Quantification 
 

Relative ou absolue Relative Relative ou absolue 
 

Nombre de spots 
 

> 1000 > 1000 ≤ 100 
 

Débit 
 

Bas Bas Haut 
 

Automatisation 
 

Basse Bas Haute 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Mise au point 

technique d’une puce à 

protéines, d’après (71) 
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2. Méthodes de détection 

La méthode de détection est un paramètre clé des puces à protéines. De façon générale, 

il existe deux grandes méthodes de détection : les méthodes utilisant un marquage et les 

méthodes sans marquage. 

 

2.1. Détection avec marquage 

La détection avec des molécules marquées peut se faire de façon directe ou de façon 

indirecte. La méthode de détection directe implique le marquage de l’échantillon lui-même 

(Figure 15 a) : toutes les protéines sont alors marquées avec un fluorophore ou un 

haptène tel que la biotine. Il est également possible d’effectuer un marquage radioactif. 

Bien que cette dernière technique est une des méthodes de détection les plus sensibles, 

elle est très peu utilisée du fait de problèmes liés à la contamination radioactive et 

l’élimination des déchets (72,82,83). 

La méthode de détection directe présente l’avantage d’éviter une étape d’incubation 

supplémentaire. Elle peut cependant altérer la structure des molécules de l’échantillon et 

donc interférer avec l’interaction entre l’échantillon et les molécules de capture. De plus, 

toutes les protéines de l’échantillon étant marquées, le bruit de fond peut être augmenté 

par la fixation non spécifique de certaines protéines telle que l’albumine dans le sérum 

(83,84). Une alternative aux fluorophores est le marquage des protéines de l’échantillon 

par un haptène. Ce dernier sera ensuite lui-même détecté au cours d’une seconde 

incubation. Les haptènes sont des molécules de faible poids moléculaire et ont l’avantage 

d’être plus stables que les flurophores et de moins interférer avec les protéines 

auxquelles ils sont liés (83). 

La méthode indirecte utilise généralement des anticorps de détection marqués. Le format 

le plus utilisé est la méthode sandwich. L’anticorps de détection peut être lui-même 

directement marqué ou être reconnu par un anticorps secondaire marqué (Figure 15 b). 

Cette stratégie peut être assimilée à une technique ELISA sous format miniaturisé. Les 

anticorps sont marqués par des fluorophores (immunoflurorescence) ou par des enzymes 

(tests immunoenzymatiques). Les enzymes les plus souvent couplées aux anticorps sont 

la peroxydase de raifort (HRP, horseradish peroxydase) et la phosphatase alcaline. La 

HRP catalyse l’oxydation du luminol en aminophtalate en présence de peroxyde 

d’hydrogène menant à une émission de lumière (chimiluminescence) tandis que la 

phosphatase alcaline hydrolyse les liaisons ester monophosphate rendant certains de ses 

substrats colorés (détection colorimétrique) (85). 
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Figure 15 : Exemples de deux méthodes de détection avec marquage, d’après (86) 

(a) Marquage direct (b) Marquage indirect : immunoessai en sandwich avec anticorps primaire et 

secondaire 

 

Pour augmenter la sensibilité de la détection, plusieurs méthodes de marquage avec 

amplification du signal ont été développées. Une de ces méthodes est la rolling circle 

amplification (RCA) qui utilise l’amplification de l’ADN pour détecter des anticorps  liés aux 

protéines d’intérêt. Cette stratégie repose sur l’extension enzymatique d’un conjugué 

anticorps-amorce puis la détection du brin d’ADN généré par hybridation de sondes 

marquées (Figure 16). Elle offre une sensibilité élevée, une gamme dynamique étendue 

et une bonne reproductibilité (72,87,88). 
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Figure 16 : Immunoessai avec amplification de signal par RCA, d’après (87) 

(A) Une amorce d’oligonucléotides est liée à l’anticorps de détection. (B) Le conjugué 

anticorps-ADN se lie spécifiquement à la molécule cible. (C) Une molécule d’ADN 

circulaire s’hybride à sa séquence complémentaire sur l’amorce du conjugué. Il y a 

réplication circulaire de l’ADN en présence d’ADN polymérase et de nucléotides. (D) Un 

long brin d’ADN est généré et reste fixé à l’anticorps. (E) Ce brin d’ADN est détecté par 

hybridation d’amorces complémentaires fluorescentes.  

 

2.2. Détection sans marquage 

Il est aussi possible de détecter l’interaction antigène-anticorps sans utiliser de marquage. 

Il existe plusieurs systèmes de détection sans marquage comme la spectrométrie de 

masse et la SPR (surface plasmon resonance) qui permet également la détection en 

temps réel. Ces systèmes ont l’avantage de ne pas perturber la fonctionnalité des 

molécules, contrairement aux méthodes utilisant des marqueurs (72,77,89). 

La SPR est une technique basée sur la génération de plasmons de surface (ondes 

oscillantes qui se déplacent à la surface d’une couche métallique). Les plasmons de 

surface sont sensibles aux changements dans l’environnement proche de l’interface et ont 

donc un potentiel en tant qu’outil de détection. La technique est utilisée pour détecter 

l’interaction des molécules biologiques avec les sondes fixées sur la surface d’or (liaison 

antigène-anticorps par exemple). La détection peut se faire en temps réel (SPRi, SPR 
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imaging) grâce à une caméra CCD visualisant les spots et enregistrant l’évolution de la 

réflectivité (Figure 17) (89,90). 

 

Figure 17 : Principe général de la détection par SPRi, d’après (90) 

Les sondes sont immobilisées sur la surface d’or du prisme. Lors de l’injection de 

l’échantillon, l’analyte correspondant interagit avec la sonde. La réflectivité de la lumière 

incidente est mesurée, elle est corrélée à l’évolution de la surface. 

 

En plus d’avoir l’avantage d’être sans marquage, la détection par SPR a aussi le potentiel 

d’analyser plusieurs échantillons en réutilisant la même surface sur laquelle sont 

immobilisées les sondes (91). 

 
3. Applications 

Les puces à protéines ont des applications dans divers domaines. Une des principales 

applications est la recherche protéomique. Les puces à protéines sont en effet 

intéressantes pour l’étude et la modélisation des réseaux de protéines et des voies de 

signalisation (70,82). La première puce à protéome a été développée par Zhu et al. et a 

permis d’identifier les interactions protéines-protéines et protéines-phospholipides chez la 

levure grâce à l’immobilisation de protéines sur une lame de microscope (92). 

La compréhension des réseaux de protéines ou des voies de signalisation est également 

très importante pour certaines pathologies. L’utilité des puces à protéines tient à leur 

capacité d’élaborer des profils de réseaux moléculaires à partir d’échantillons cellulaires 

de patients (75). Dans ce contexte, un des domaines de recherche exploitant les puces à 

protéines est la caractérisation de l’immunité humorale dans les processus allergiques, 

les maladies auto-immunes, les cancers et les maladies infectieuses. En effet, il est 

possible de détecter des changements de l’immunité humorale grâce à l’immobilisation 

d’allergènes, d’auto-antigènes ou d’épitopes sur des puces (86). 
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De telles puces permettent également d’étudier des groupes importants de protéines 

comme les kinases qui sont fortement impliquées dans la signalisation cellulaire. Pour 

étudier l’activité de la tyrosine kinase c-Src, une puce à peptides a été développée par 

Houseman et al. (93). Des peptides ont été utilisés comme substrats et immobilisés sur 

un support pour caractériser l’activité de la kinase. L’interaction et la spécificité enzyme-

substrat ont été étudiées notamment par SPR et fluorescence. Les peptides ont 

l’avantage d’être plus stables que les protéines et peuvent être directement synthétisés 

sur une surface pour former une puce à peptides de haute densité. 

Etant impliquées dans la régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire, les 

kinases peuvent également être des cibles potentielles dans le traitement de cancers 

(54). Des échantillons tissulaires de cancer du sein ont été analysés par une puce de type 

reverse phase array. L’étude a permis de définir des sous-groupes de tumeurs selon le 

degré de phosphorylation et les profils de signalisation. Ainsi, cette caractérisation 

détaillée de l’activité de signalisation pourrait être d’une grande utilité dans la conception 

de thérapies dans le cadre de la médecine personnalisée (94). 

Les puces à protéines jouent plusieurs rôles dans le développement de nouvelles 

thérapeutiques. Elles permettent la découverte de nouveaux ligands ou molécules 

thérapeutiques se liant spécifiquement aux molécules cibles immobilisées sur la puce (69) 

mais ce sont également des outils à haut-débit pour la validation de ces molécules 

thérapeutiques candidates lors des essais précliniques et cliniques (82). 

La découverte de biomarqueurs est une autre application clé des puces à protéines 

(Figure 18). La recherche de nouveaux marqueurs biologiques par cette technologie, 

selon diverses approches, a déjà été décrite dans le chapitre dédié aux biomarqueurs 

(Partie III). Les puces à protéines se sont aussi révélées être une bonne approche pour 

les études de validation des biomarqueurs car elles font partie des technologies à haut-

débit pouvant atteindre une sensibilité analytique élevée tout en étant automatisée (54). 
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Figure 18 : Applications des puces à protéines pour la découverte de biomarqueurs et leurs 
applications en médecine personnalisée (54) 

 

Enfin, le diagnostic in vitro est une autre application principale des puces à protéines. 

Elles sont alors utilisées pour la détection d’antigènes ou d’anticorps dans des 

échantillons cliniques comme le sérum. Par exemple, un test d’allergie a été développé 

avec 94 allergènes purifiés immobilisés sur une puce. Elle permet la détermination et le 

suivi des profils d’IgE (immunoglobuline E) de patients allergiques à partir d’un faible 

volume de sérum et pourrait remplacer la sérologie (95). 

Dans le domaine des biomarqueurs, les puces à protéines ne sont pas uniquement 

utilisées pour la découverte et la validation de biomarqueurs, elles peuvent également 

servir de support pour leur détection et quantification dans un contexte clinique de 

diagnostic, de pronostic, de décision thérapeutique ou de suivi d’un patient notamment en 

oncologie. De nombreuses puces incluant des biomarqueurs sont en développement mais 

leur utilisation clinique nécessite plusieurs étapes de validation analytique. Les puces à 

ADN sont pour l’instant plus utilisées en clinique que les puces à protéines (Tableau 15) 

et la National Academy of Clinical Biochemistry (NACB) ne recommande pas encore 

l’utilisation de puces à protéines pour des applications cliniques car leur niveau de preuve 

est insuffisant (Tableau 16). 
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Tableau 15 : Tests commercialisés basés sur des puces à ADN ou à protéines avec une 
application en oncologie, adapté de (96) 

 

Produit 
 

Type de puce Applications Société 

Amplichip CYP450 ADN 

 

Identification des 
variations de deux gènes 
clés du métabolisme des 
médicaments : CYP2D6 et 
CYP2C19 
(pharmacogénomique) 
 

Roche 
 

MammaPrint® 
 

ADN 

 

Analyse de 70 gènes pour 
le pronostic du cancer du 
sein 
 

Agendia 

CupPrint ADN 

 

Analyse de l’expression de 
gènes pour l’identification  
de tumeurs primaires 
inconnues 
 

p53 GeneChip ADN 

 

Séquençage du gène p53 
et identification des 
mutations 
 

Affymetrix 

Tumor PSA Array protéine 

 

Mesure des marqueurs 
tumoraux tPSA, fPSA et 
CEA (cancer de la 
prostate) 
 

Randox 
 

Tumor Monitoring Array 
 

protéine 
Mesure des marqueurs 
tumoraux CEA, AFP et 
βhCG 

RanplexCRC Array 
 

ADN 

 

Détection de 28 mutations 
sur 4 gènes liés au cancer 
colorectal (TP-53, APC, 
KRAS, BRAF) 
 

KRAS/BRAF/PIK3CA 
Array 

ADN 

 

Détection des mutations 
des gènes KRAS, BRAF 
et PIK3CA pour la 
sélection de patients pour 
une thérapie anti-EGFR 
(cancer colorectal) 
 

 

AFP, alpha-fœtoprotéine ; APC, adenomatous polyposis coli; CEA, carcino embryonic antigen; 
EGFR, epidermal growth factor receptor ; fPSA, free prostate specific antigen; PIK3CA, 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha ; TP-53, tumor protein 53;  
tPSA, total prostate specific antigen. 
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Tableau 16 : Recommandations du NACB pour l’utilisation des puces en oncologie, 
d’après (96) 

 

Type de puces Recommandations 

Puces à ADN pour l’étude de 
l’expression de gènes 

 

Ce sont des outils nouveaux et prometteurs 
en cancérologie pour le diagnostic, le 
pronostic, la prédiction de réponse au 
traitement, le suivi et la sélection du 
traitement. 
La plupart des études publiées montre un 
niveau de preuve V. Par conséquent, ces 
puces devraient être utilisées comme outils 
de recherche mais pas comme outils pour 
la prise de décisions cliniques. 
 

 

Il est nécessaire d’établir une 
standardisation et une validation clinique 
de ces puces. 
 

 

Des programmes d’assurance qualité et de 
contrôle qualité doivent être d’avantage 
développés. 
 

Tissue microarrays 

 

Ce sont des outils adaptés à l’analyse 
haut-débit d’un grand nombre 
d’échantillons et sont recommandés pour 
une utilisation dans des essais cliniques et 
des études rétrospectives pour évaluer et 
valider de nouveaux marqueurs tumoraux 
par analyse immunohistochimique. 
 

Puces à ADN pour l’analyse du 
polymorphisme nucléotidique 

 

Elles sont recommandées pour établir les 
haplotypes et pour les corréler à une 
prédisposition à la pathologie. 
 

Puces à ADN pour le génotypage et la 
détection de mutations 

 

Leur utilisation est recommandée pour le 
diagnostic du cancer et pour la 
pharmacogénomique.  
Plus de validation est nécessaire pour 
assurer des résultats équivalents entre les 
technologies standards (comme le 
séquençage) et l’analyse par puce. 
 

Puces à protéines 

 

Elles sont recommandées comme outils de 
recherche pour l’analyse multiparamétrique 
d’un grand nombre de protéines. 
Le niveau de preuve n’est pas encore 
suffisant pour des applications cliniques. 
 

Recommandations générales 

 

L’automatisation est encouragée pour 
améliorer la reproductibilité, le débit et la 
robustesse. 
 

 

Des protocoles standardisés devraient être 
élaborés pour la collecte d’échantillons et 
leur manipulation. 
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4. Problématiques de validation et de qualité des puces à protéines 

Le format particulier des puces (à protéines ou à ADN) présente plusieurs avantages 

comme une potentielle haute sensibilité, la nécessité de plus faibles quantités de réactifs 

et d’échantillons, la diminution des temps d’incubation et la perte minimale de réactifs 

notamment grâce à la miniaturisation des tests. De plus, la mesure simultanée de 

plusieurs protéines à partir d’un seul échantillon limite la manipulation des échantillons, 

augmente le débit et réduit le coût de main d’œuvre (97). 

Les puces présentent cependant des lacunes au niveau de leur validation et de leur 

contrôle qualité nécessaires pour une utilisation clinique. La technologie des biopuces est 

encore en évolution ; il existe des difficultés de normalisation car il n’existe pas encore de 

référence (gold standard) permettant une comparaison inter-laboratoire ou entre plates-

formes des données. 

D’autre part, l’aspect multiplexe de ces outils apporte des difficultés analytiques et de 

contrôle qualité spécifiques. La difficulté analytique principale est de parvenir à optimiser 

la puce sous un format commun qui fonctionne pour chaque protéine à analyser puisque 

tous les analytes sont soumis aux mêmes conditions (temps d’incubation, température, 

étapes de lavage, système de détection, etc.). Le multiplexage apporte également une 

difficulté en termes de dilution des échantillons. Il faut en effet trouver un facteur de 

dilution commun permettant à toutes les concentrations de protéines à analyser d’être 

dans leurs gammes dynamiques. S’il n’est pas possible d’établir un facteur de dilution 

commun, une solution possible est de fractionner les analytes en panels selon leur niveau 

de dilution (97). 

Concernant le contrôle qualité, la plupart des puces à protéines incluent maintenant des 

contrôles permettant de suivre les performances de l’analyse et d’évaluer la qualité des 

données analytiques. Parmi ces contrôles, on retrouve des spots pour les contrôles 

positifs, négatifs, de normalisation, de liaison non spécifique et de réactivité croisée 

(67,98,99). 

Il est possible d’appliquer les  méthodes de contrôle qualité et d’assurance qualité de 

tests classiques d’analyse de protéines pour des puces de faible densité. Toutefois il est 

plus difficile de les appliquer à des puces possédant un multiplexage élevé. 

L’interprétation des résultats de contrôle qualité fait partie de la problématique. Si certains 

contrôles ne sont pas validés pour une ou plusieurs protéines, il est difficile de savoir 

comment procéder : rejeter tous les résultats de la puce ou valider sélectivement des 

données pour les protéines pour lesquelles le contrôle qualité est validé (67,68). 

Les tests multiparamétriques génèrent une grande quantité de résultats et nécessitent 

donc une analyse appropriée des données. Elaborer des règles pour l’interprétation des 
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données et la détermination de l’acceptabilité des résultats est un défi important. Ceci doit 

également être mis en relation avec l’impact clinique qu’auront les résultats du test. Il faut 

prendre en considération la finalité du test : si l’on attend de la puce un résultat de 

diagnostic ou si le test est utilisé uniquement pour avoir des informations 

complémentaires (67,97). 

Un projet de contrôle de la qualité des puces à ADN, Microarray Quality Control Project 

(MAQC), a été mis en place pour aider au développement de la standardisation des 

rapports de données, des outils d’analyse et des contrôles, notamment pour les puces 

dédiées à l’évaluation de l’expression du génome. De telles initiatives seraient également 

bénéfiques pour les puces à protéines (97,100). 
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PARTIE V 

TRAVAUX DE RECHERCHE 

 

Dans le cadre du projet DIPROMON, une plate-forme technologique sera développée 

pour la mesure des profils de biomarqueurs de patients atteints de cancer de la vessie 

dans le but d’établir une stratification de ces patients. La première étape du projet est en 

cours de réalisation. Elle consiste à sélectionner un panel de marqueurs biologiques 

impliqués dans le cancer de la vessie. 

 

Pour débuter le développement du test multiparamétrique, trois interleukines ont été 

choisies pour leur potentiel intérêt dans le cancer de la vessie : IL6, IL8 et IL10. En effet, il 

a été montré que l’IL6 était surexprimée dans des échantillons de cancer de la vessie et, 

récemment, qu’elle pourrait être un facteur prédictif de stade clinique ainsi que du 

pronostic du cancer de la vessie (101). Des concentrations urinaires élevées d’IL8 sont 

également associées aux cancer de la vessie (102) tandis que l’IL10 joue un rôle 

important de régulation dans l’immunosurveillance du cancer de la vessie et dans 

l’immunothérapie par le BCG (103). 

 

1. Matériels et méthodes 

1.1. Matériels 

La streptavidine marquée par la phosphatase alcaline (SAV-PA)  et  la solution de 

BCIP/NBT prête à l’emploi proviennent de Sigma-Aldrich (Lyon, France). 

Les anticorps de capture anti-IL6 humaine (clone MQ2-13A5) et anti-IL10 humaine (clone 

JES-9D7), les anticorps biotinylés anti-IL6 humaine (MQ2-39C3) et anti-IL10 humaine 

(JES3-12G8), ainsi que les protéines recombinantes IL6 et IL10 humaines ont été fournis 

par eBioscience (San Diego, USA). Les anticorps sont développés chez la souris. 

L’anticorps de capture anti-IL8 humaine (clone H8A5), l’anticorps biotinylé anti-IL8 

humaine (clone E8N1) et la protéine recombinante anti-IL8 humaine ont été fournis par 

BioLegend (San Diego, USA). Les anticorps anti-IL8 sont murins. 

Le tampon LowCross Buffer et l’urine humaine utilisée comme matrice biologique 

proviennent respectivement de Candor Bioscience (Wangen, Allemagne) et d’UTAK 

Laboratories (Valencia, USA). 
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1.2. Spotting 

Les sondes sont préparées dans du tampon (acétate de sodium 0,1M ; KCl 0,1M ; bleu de 

bromophénol 1 mg/mL, pH 5,5). Les anticorps ont une concentration finale de 450 µg/mL. 

Ces solutions sont spottées sur un substrat adhésif TKL (AXO Science, France) avec un 

spotter piézoélectrique (sciFLEXARRAYER S3, Scienion, Allemagne) puis le substrat est 

assemblé avec une plaque de microtitration sans fond de 96 puits. Cette approche de 

microarray adhésif a été développée par AXO Science (104). 

Chaque puits contient alors une matrice de 49 spots de sondes (Figures 19 et 20). 

 

 
 

Figure 19 : Matrice des sondes immobilisées 

Le contrôle négatif correspond à la solution de tampon contenant du bleu de bromophénol (1 

mg/ml). Le contrôle positif correspond à une solution de SAV-PA (0,5 mg/mL). Les spots de 

BSA (0,5 mg/mL) permettent d’identifier la fixation non-spécifique des réactifs. 

 

 

 
 

Figure 20 : Image d’un puits après immobilisation des sondes (avant l’immunoessai) 
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1.3. Immunoessai en sandwich 

Les immunotests pour le dosage des interleukines 6, 8 et 10 ont été effectués sur un 

automate EVO75 (TECAN, Suisse) avec un bloc chauffant maintenant la plaque de 

microtitration à 37°C. Le protocole utilisé est le suivant : 

 

i. Les puits de la plaque sont saturés avec du LowCross Buffer. 

ii. Les solutions d’interleukines et la solution contenant les trois types d’anticorps 

biotinylés sont incubées ensemble dans les puits pendant 30 minutes ou 1 

heure. 

iii. La streptavidine marquée par la phosphatase alcaline (2 µg/mL, diluée dans 

du LowCross Buffer) est incubée dans chaque puits pendant 30 minutes. 

iv. La solution de BCIP/NBT est incubée dans chaque puits pendant 30 minutes 

pour générer le signal colorimétrique. 

v. Un tampon acétate (0,1 M, pH 3) est ajouté dans chaque puits. 

 

Le protocole inclut un lavage par du PBS entre les quatre premières étapes. 

A la fin du protocole, la plaque de microtitration est lue par un lecteur CLAIR 

(Sensovation, Allemagne). Les images obtenues sont analysées par le logiciel AXOware 

(version 1.3.7) qui calcule l’intensité de signal pour chaque spot. 

 

2. Résultats 

La première étape de la mise au point du test de dosage quantitatif est la réalisation des  

gammes d’étalonnage à partir des trois interleukines recombinantes. Les gammes doivent 

ensuite être validées en utilisant l’urine humaine comme matrice biologique car l’objectif 

final est de quantifier ces marqueurs dans des échantillons urinaires. 

 

2.1. Preuve de concept avec les concentrations d’anticorps non optimisées 

Initialement, les dilutions des protéines sont faites dans le LowCross Buffer. Un exemple 

des premiers résultats obtenus est présenté sur la Figure 21. 

Chaque puits correspond à une solution d’une seule interleukine d’une concentration 

définie. En analysant les images des puits avec le logiciel AXOware, l’intensité moyenne 

du signal de chaque spot du puits est calculée. Il existe plusieurs spots (réplicats) pour 

chaque anticorps anti-interleukine, la moyenne de l’intensité de ces spots est donc 

ensuite calculée puis corrigée par soustraction du bruit de fond (correspondant à 

l’intensité moyenne du groupe de spots de contrôle négatif). Les courbes ajustées sont 

obtenues à partir d’un logiciel d’ajustement à quatre paramètres (four points fitting curve). 
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Concentrations 
(pg/mL) : 

 

IL6 
 

IL10 
 

IL8 

 

     
 
 

 
 
 

 
1 2 3 4 5 6 

A 40 000 200 40 000 200 40 000 200 

B 30 000 100 30 000 100 30 000 100 

C 20 000 50 20 000 50 20 000 50 

D 10 000 20 10 000 20 10 000 20 

E 5 000 10 5 000 10 5 000 10 

F 2 000 0 2 000 0 2 000 0 

G 1 000 0 1 000 0 1 000 0 

H 500 0 500 0 500 0 

 
 

Figure 21 : Preuve de concept 
Courbes d’étalonnage de l’IL6 (a), l’IL10 (b) et l’IL8 (c). Les traits pleins correspondent aux courbes 
ajustées grâce à la méthode «four points fitting curve ». Les dilutions des protéines sont faites 
dans le LowCross Buffer. Dilutions des anticorps de détection : anti-IL6 : 1/10000 ; anti-IL10 : 
1/10000 ; anti-IL8 : 1/2000.  
(d) Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)

b
) 

(e) Composition de la plaque d’échantillons (pour les concentrations nulles de protéines, les puits 
contiennent seulement du LowCross Buffer). 

 
Les intensités obtenues pour les gammes de concentrations des trois interleukines 

donnent une courbe d’allure sigmoïde (dont le plateau n’est pas visible avec les 

concentrations de protéines utilisées). Le choix des couples d’anticorps semble donc 

adéquat pour réaliser une courbe d’étalonnage. L’étape suivante consiste à vérifier que 

les réactifs ont le même comportement dans une matrice biologique plus complexe, l’urine 

humaine. 
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2.2. Vérification de l’activité des anticorps dans un milieu complexe : l’urine 

 

Le même type de gamme a été réalisé en remplaçant le LowCross Buffer par de l’urine 

humaine (Figure 22). 

 

     
 

     
 

 

 

 
 
Figure 22 : Activité des anticorps dans l’urine 
Courbes d’étalonnage de l’IL6 (a), l’IL10 (b) et l’IL8 (c). Les traits pleins correspondent aux courbes 
ajustées. Les dilutions des protéines sont faites dans l’urine humaine. 
Dilutions des anticorps de détection : anti-IL6 : 1/10000 ; anti-IL10 : 1/25000 ; anti-IL8 : 1/25000. 
(d) Comparaison des courbes de l’IL6 dans le LowCross Buffer (LC) et dans l’urine humaine. La 
comparaison est plus difficile pour les deux autres interleukines car les concentrations d’anticorps 
de détection sont différentes. 
(e) Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)

b
) 

 
La réalisation des gammes d’interleukines en utilisant l’urine humaine comme matrice 

biologique est donc possible et les résultats sont similaires à ceux obtenus avec le 

LowCross Buffer. On remarque cependant qu’il existe une différence de sensibilité 

analytique selon la matrice utilisée (Figure 22d). Dans les deux cas, la limite de détection 

est insuffisante car elle se situe autour de 10 000 pg/mL alors que les valeurs seuils des 

interleukines sont plus basses (à titre indicatif, les valeurs seuils pour l’IL6, l’IL10 et l’IL8 

sont autour de 20 pg/mL dans le sérum (105)). Ainsi, il est nécessaire d’optimiser la 

méthode d’immuno-analyse. 
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Paramètre Courbes urine Courbe LC 

IL6 IL10 IL8 IL6 
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3
 21,9 ×10

3
 7570 

d 37,9 47,4 64,9 51,6 
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c d 
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2.3. Optimisation du test 

  Choix des concentrations d’anticorps de détection 

Pour choisir la concentration appropriée, une gamme est réalisée pour chacun des 

anticorps biotinylés. A l’inverse des expériences précédentes, la concentration d’anticorps 

varie tandis que la concentration en interleukines est fixe. Les résultats de ces gammes 

d’anticorps sont présentés dans l’Annexe II. Chaque gamme montre une diminution 

progressive de l’intensité du signal à partir d’une certaine dilution. La concentration 

choisie pour le test se situe avant cette diminution. 

 

Les nouvelles concentrations d’anticorps de détection permettent d’améliorer l’aspect des 

courbes d’étalonnage et d’obtenir une meilleure limite de détection (Figure 23). On 

remarque également que l’intensité du signal généré est plus élevée pour les trois 

interleukines. L’intensité maximale est multipliée par 2,5 pour l’IL6 et a doublé pour l’IL8. 

 

 Temps d’incubation 

La durée d’incubation optimale des interleukines et des anticorps de détection permet 

l’obtention de l’équilibre de la réaction. Le temps initial d’incubation était de 30 minutes, il 

a ensuite été augmenté à une heure.  

 

En comparant les résultats obtenus pour ces deux durées (Figure 24), on remarque que 

la sensibilité du dosage augmente avec le temps d’incubation. En effet, le temps 

d’incubation plus long améliore la capacité de liaison des protéines et des anticorps. En 

utilisant les concentrations optimisées d’anticorps de détection, on obtient alors une 

meilleure limite de détection lorsque le temps d’incubation est d’une heure par rapport à 

un temps d’incubation de 30 minutes.  
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Figure 23 : Choix des concentrations d’anticorps de détection 
Comparaisons des courbes d’étalonnage (courbes ajustées) de l’IL6 (a), l’IL10 (b) et l’IL8 (c) avant 
et après le choix de la concentration optimale d’anticorps de détection.  
(d) Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)

b
) 

(e) Tableau comparatif des paramètres utilisés pour l’expérience avant et après optimisation des 
concentrations. 
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Paramètre 
Courbes avant optimisation Courbes après optimisation 

IL6 IL10 IL8 IL6 IL10 IL8 

a 0,465 -0,77 -0,434 1,78 ×10
8
 -1,6 -6,86 

b 2,80 1,37 1,05 -0,72 0,73 1,24 

c 8349 13,4 ×10
3
 21,9 ×10

3
 4,0 ×10

13
 31970 5908 

d 37,9 47,4 64,9 -0,14 80,7 31,4 

  

Matrice 
Temps 

d’incubation 
Dilutions des anticorps biotinylés 

 Anti-IL6 Anti-IL10 Anti-IL8 
Avant  optimisation Urine humaine 30 minutes 1/10000 1/25000 1/25000 
Après optimisation Urine humaine 30 minutes 1/1000 1/1000 1/750 

a b 
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Figure 24 : Temps d’incubation 
Comparaisons des courbes d’étalonnage (courbes ajustées) de l’IL6 (a), l’IL10 (b) et l’IL8 (c) avec 
une phase d’incubation des interleukines et anticorps de détection de 30 minutes ou 1 heure. 
(d) Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)

b
) 

(e) Tableau comparatif des paramètres utilisés pour les deux expériences. 
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Paramètre 
Courbes avant optimisation Courbes après optimisation 

IL6 IL10 IL8 IL6 IL10 IL8 

a 1,78 ×10
8
 -1,6 -6,86 13,2 ×10

5
 71,4 ×10

5
 108 

b -0,72 0,73 1,24 -0,44 -0,35 -1,14 

c 4,0 ×10
13

 31970 5908 3,15 ×10
14

 7,8 ×10
18

 4515 

d -0,14 80,7 31,4 -1,2 1,1 0,93 

 
Temps 

d’incubation 

 

Matrice 
Dilutions des anticorps biotinylés 
Anti-IL6 Anti-IL10 Anti-IL8 

Avant optimisation 30 minutes Urine humaine 1/1000 1/1000 1/750 
Après optimisation 1 heure Urine humaine 1/1000 1/1000 1/750 
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 Concentration des anticorps de capture (anticorps spottés) 

Deux concentrations d’anticorps de capture ont été testées pour l’IL6 et l’IL10. Les 

résultats sont présentés sur la Figure 25. Aucune comparaison ne peut se faire pour l’IL8 

car la même concentration d’anticorps de capture a été utilisée pour toutes les 

expériences (450 µg/mL). 

 
 

     
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 25 : Concentrations des anticorps de capture 
Comparaisons des courbes d’étalonnage (courbes ajustées) de l’IL6 (a) et l’IL10 (b) avec deux 
concentrations différentes d’anticorps de capture. 
(c) Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)

b
) 

(d) Tableau comparatif des paramètres utilisés pour les deux expériences. 

 
Une véritable comparaison entre les deux concentrations d’anticorps spottés n’est pas 

possible car les autres paramètres ne sont pas tous identiques. Les anticorps de 

détection ont une concentration plus élevée pour la première expérience (avant 

optimisation).  

Cependant, le temps d’incubation est identique et selon les résultats des gammes 

d’anticorps de détection (Annexe II), l’intensité de signal est similaire pour les différentes 

concentrations d’anticorps anti-IL6 utilisées dans les deux expériences. Il en est de même 

pour les concentrations d’anticorps anti-IL10. Ces concentrations devraient donc avoir 
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Paramètre 
Courbes avant optimisation Courbes après optimisation 

IL6 IL10 IL6 IL10 

a 1,50 1,17 1,78 ×10
8
 -1,6 

b 2,52 2,91 -0,72 0,73 

c 3754 3091 4,0 ×10
13

 31970 

d 28,2 32 -0,14 80,7 

 Concentration des 
anticorps de capture  
(anti-IL6 et anti-IL10) 

 
Temps d’incubation 

 
Matrice 

Dilutions des anticorps 
biotinylés 

Anti-IL6 Anti-IL10 
Avant optimisation 250 µg/mL 30 minutes Urine humaine 1/500 1/250 
Après optimisation 450 µg/mL 30 minutes Urine humaine 1/1000 1/1000 

Concentration des anticorps de capture : 

a b
a 

c 
 

d 
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moins d’influence sur les intensités de signal obtenues que les concentrations en 

anticorps de capture. 

Dans ce contexte, on remarque qu’une plus forte concentration d’anticorps de capture 

donne un signal maximal seulement légèrement plus élevé (en comparant les 

concentrations communes aux deux gammes et sachant que la gamme avant 

optimisation s’arrête à 25 000 pg/mL). Néanmoins, les courbes après optimisation 

donnent une meilleure limite de détection. 

 

La concentration d’anticorps déposés de 450 µg/mL a été retenue pour toutes les autres 

expériences présentées dans cette partie. 

 
 

2.4. Réaction croisée 

La réaction croisée est la capacité d’un anticorps à réagir avec des antigènes différents. 

Lors de la réalisation des gammes d’interleukines, une seule interleukine est présente 

dans chaque puits. Il est donc possible de détecter d’éventuelles réactions croisées par 

rapport aux trois anticorps anti-interleukine spottés.  

Concernant la gamme de l’IL8, on remarque que les spots correspondant aux anticorps 

anti-IL6 donnent un signal qui augmente avec la concentration en IL8 (Figure 26a). Cela 

montre que l’IL8 se fixe également sur les anticorps anti-IL6 spottés. La réaction croisée 

peut résulter d’un épitope en commun entre l’IL8 et l’IL6 ou de la reconnaissance d’un 

épitope ayant une structure similaire dans l’IL8 et l’IL6. Ce phénomène est atténué 

lorsque le temps d’incubation de l’IL8 et de l’anticorps anti-IL8 biotinylé est augmenté 

(Figure 26b). En effet, lors de la même expérience avec un temps d’incubation plus long, 

l’intensité de signal des spots d’anticorps anti-IL6 est diminuée d’un facteur 3. 

Il n’a pas été observé de réaction croisée entre les autres interleukines et anticorps 

(Annexe III). 

 
2.5. Interactions non-spécifiques 

L’albumine de sérum bovin (BSA) est souvent utilisée comme agent bloquant pour saturer 

les sites non-spécifiques sur la surface de puces. Ici, les spots de BSA présents dans la 

matrice permettent de détecter certaines des liaisons non spécifiques des réactifs. 

Dans plusieurs expériences n’utilisant pas les paramètres optimisés du test, on observe 

un signal sur les spots de BSA pour les puits de la gamme de l’IL10. Ce signal varie dans 

le même sens que la concentration en IL10 et est plus élevé que celui présent dans le 

puits du blanc de réaction (Figure 27). 

On peut donc penser que le signal est une conséquence de la fixation de la protéine IL10 

sur les spots de BSA. Ce phénomène est atténué voire disparaît pour les expériences 
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faites avec les paramètres optimisés. Les résultats concernant l’IL6 et l’IL8 ne montrent 

pas de signal différent du blanc sur les spots de BSA. 

 
 

Expérience 1 

 
 

Expérience 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 26 : Réaction croisée 
(a) et (b) Courbes d’étalonnage (courbes ajustées) de l’IL8 avec l’intensité de signal des spots 
correspondant aux anticorps de capture anti-IL6 et anti-IL10 pour deux expériences. 
(c) et (d) Exemples d’images de puits de la gamme pour les deux expériences.  
La concentration en IL8 dans chacun des puits est de 7000 pg/mL. Les spots sont disposés selon 
la matrice décrite dans la partie matériels et méthodes 
(e) Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)

b
) 

(f) Tableau comparatif des paramètres utilisés pour les deux expériences. 
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Paramètre 
Expérience 1 Expérience 2 

IL8 IL8 
a -6,86 108 
b 1,24 -1,14 
c 5908 4515 
d 31,4 0,93 

 
Temps 

d’incubation 

 

Matrice 
Dilutions des anticorps biotinylés 

Anti-IL6 Anti-IL10 Anti-IL8 
Expérience 1 30 minutes Urine humaine 1/1000 1/1000 1/750 
Expérience 2 1 heure Urine humaine 1/1000 1/1000 1/750 

a 

b 

c 

d 

e 

f 
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Figure 27 : Interactions non-spécifiques 
(a) Images des puits de la gamme d’IL10 avant optimisation et après. Les spots sont disposés 
selon la matrice décrite dans la partie matériels et méthodes.  
Les puits avec une concentration nulle d’IL10 contiennent seulement de l’urine humaine. 
(b) Tableau comparatif des paramètres utilisés pour les deux expériences. 
 
 
 
  
 
 
 

 
Temps 

d’incubation 
Matrice 

Dilutions des anticorps 
biotinylés anti-IL10 

Avant optimisation 30 minutes Urine humaine 1/250 
Après optimisation 1 heure Urine humaine 1/1000 

[IL10] = 25 000 pg/mL 

[IL10] = 2 500pg/mL 

[IL10] = 6 250pg/mL (avant optimisation) 
 
[IL10] = 7 000 pg/mL (après optimisation) 

[IL10] = 0pg/mL 

Avant optimisation Après optimisation 

a 

b 
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3. Discussion 

La mise au point du test multiparamétrique pour la détection de l’IL6, l’IL10 et l’IL8 a 

nécessité plusieurs étapes d’optimisation. La  limite de détection a notamment été 

améliorée par les modifications de concentrations d’anticorps de détection et du temps 

d’incubation des interleukines et des anticorps de détection ainsi que la concentration des 

anticorps de capture. 

Les valeurs seuils qui seront utilisées dans le test multiparamétrique final ne sont pas 

encore définies mais les limites de détection des trois interleukines obtenues à ce stade 

sont trop élevées (déterminée visuellement, elle est d’environ 200 pg/mL pour l’IL6 et 

l’IL10 et entre 50 pg/mL et 100 pg/mL pour l’IL8). Il serait donc intéressant de continuer 

l’optimisation pour aboutir à une limite plus basse. 

La limite de détection est considérée comme la plus petite quantité détectable. Une fois 

l’optimisation complète, cette limite devra être quantifiée par une analyse statistique de la 

différence d’intensité des signaux entre les échantillons et les contrôles négatifs. 

Il faudra également déterminer les limites de quantification du test qui sont les plus petites 

quantités d’interleukines quantifiables avec une confiance acceptable et une incertitude 

connue. Ces deux critères font partie de la validation de la méthode avec d’autres 

paramètres à évaluer comme la répétabilité, la robustesse. 

Lors de la mise au point du test, une réaction croisée a été observée pour l’IL8. Ce 

phénomène a pu être atténué avec l’augmentation du temps d’incubation. Par la suite, 

l’ajout d’autres biomarqueurs dans le test multiparamétrique pourra causer de nouvelles 

réactions croisées qui peuvent limiter le nombre de protéines détectées et quantifiées de 

manière multiplexe. 

Le comportement et la détectabilité des trois interleukines dans un même échantillon n’ont 

pas encore été étudiés, chaque puits ne contenant pour l’instant qu’une seule 

interleukine. Il faudra donc faire cette étude pour se rapprocher des conditions réelles lors 

de l’analyse d’échantillons cliniques.  

Le début de la mise au point du test multiparamétrique a également permis de soulever 

les difficultés du milieu utilisé. L’urine présente plusieurs avantages en analyse 

biomédicale : la collecte de l’échantillon est plus simple et non-invasive par rapport à un 

prélèvement sanguin. De plus, il est possible d’obtenir de plus grandes quantités. 

Cependant, l’urine est un milieu complexe contenant de nombreux minéraux et composés 

organiques tels que l’urée, la créatinine et l’acide urique. La détection par immunoanalyse 

de certains biomarqueurs peut s’avérer difficile car la sensibilité du test est 

potentiellement diminuée dans un tel milieu. Il est également possible que certains 

marqueurs ne soient présents dans l’urine qu’à de faibles concentrations ou que la 
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présence de substances interférentes empêche leur détection. Il faut également prendre 

en compte la labilité et la dégradation des marqueurs urinaires (106).  

De plus, la composition et le pH de l’urine sont influencés par plusieurs facteurs comme le 

régime alimentaire et la prise de médicaments. La concentration en protéines diffère 

également selon le moment de prélèvement de l’échantillon urinaire et dépend de l’état 

d’hydratation du patient et de sa fonction rénale (106). 

Il est donc nécessaire d’établir une standardisation des prélèvements urinaires. Il est 

conseillé d’avoir une valeur fiable de la diurèse ainsi que le dosage de la créatinine, 

permettant de valider la qualité du prélèvement urinaire. Le dosage pourra alors être 

exprimé en fonction du temps de recueil (85). Des recommandations pré-analytiques ont 

été publiées dans le cadre du projet « Protéomique des fluides biologiques et cancer » de 

l’INCa. Elles décrivent les conditions de prélèvements optimales, notamment le type de 

miction, le volume à recueillir et les contenants recommandés (107). 
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THESE SOUTENUE PAR : Marine De Paoli 

 

TITRE : Développement d’un outil d’analyse de biomarqueurs pour le diagnostic, le 
pronostic et le suivi de la réponse au traitement médicamenteux du cancer de la vessie 

 

CONCLUSION 

 

En France, le cancer de la vessie est classé au 5ème rang des cancers les plus fréquents. 

Ce type de cancer présente une forte tendance à la récidive. Les tumeurs de la vessie 

non infiltrantes du muscle représentent 70 à 80% des cancers de la vessie et  leur 

récidive est estimée entre 50 et 70%, avec une infiltration du muscle dans 10 à 30% des 

cas. Cela implique une surveillance accrue des patients, qui peut être à vie selon le 

niveau de risque de récidive et de progression.  

Le suivi des récidives se fait par cystoscopie et cytologie urinaire, qui sont aussi les 

examens de référence pour le diagnostic du cancer de la vessie. La cystoscopie est un 

geste invasif, douloureux pour certains patients et qui engendre un risque de 10% 

d’infection urinaire. Le besoin de suivi régulier a également un impact économique : le 

cancer de la vessie présente le coût le plus élevé de prise en charge par patient de tous 

les cancers. 

Ainsi, il est important de trouver des alternatives aux protocoles de diagnostic et de suivi 

des patients. Dans ce contexte, les biomarqueurs urinaires semblent être de bons 

candidats. Ils peuvent également trouver leur place en médecine personnalisée en 

permettant d’identifier les patients les plus susceptibles de répondre à une chimiothérapie. 

Le projet européen DIPROMON a pour but de répondre à ces problématiques en 

développant un concept de stratification des patients grâce à leurs profils de 

biomarqueurs et leurs données cliniques.  Pour cela, une plate-forme technologique est 

en cours de développement. Cette plate-forme inclut une puce à protéine sous la forme 

d’une plaque de microtitration de 96 puits permettant l’analyse multiparamétrique 

d’échantillons urinaires. La détection et la quantification de biomarqueurs se feront donc 

de façon automatisée et à haut-débit. 

L’intérêt de cette plate-forme est d’étudier un ensemble de marqueurs pour définir un 

profil puisqu’aucun marqueur seul n’a une sensibilité et une spécificité suffisantes pour 

remplacer les « gold standards » du diagnostic et du suivi. De plus, ces profils de 

marqueurs permettront de mettre en place des règles de stratification pour une 

individualisation du traitement. 

Les travaux présentés ici portent sur le début du projet DIPROMON avec la mise au point 

d’un test multiparamétrique de détection et de quantification de trois interleukines (IL6, IL8 
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et IL10) dans l’urine humaine. Les travaux ont principalement démontré la preuve de 

concept de ce test par immunoanalyse. Les premières étapes de l’optimisation de 

l’immunoessai ont ensuite permis l’amélioration de la limite de détection du test.  

D’autres marqueurs urinaires seront ajoutés au test multiparamétrique à partir de la liste 

des marqueurs candidats établie par les partenaires du projet. L’outil devra ensuite être 

optimisé et validé par l’évaluation des performances du test selon plusieurs critères 

comme la sensibilité, la spécificité, la répétabilité et la robustesse. Après la validation 

analytique, il sera nécessaire de valider la plate-forme dans un contexte clinique. Pour 

cela, une étude clinique sera mise en place. Les résultats obtenus à partir d’échantillons 

cliniques seront comparés à ceux obtenus avec les méthodes de référence (la 

cystoscopie et la cytologie urinaire). 

Enfin, le projet DIPROMON se porte sur le cancer de la vessie mais la plate-forme 

technologique et le concept de stratification ainsi développés pourront ensuite être 

appliqués en médecine personnalisée à d’autres cancers ou pathologies. 
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Annexe I : Grades histologiques des tumeurs urothéliales 

 
La référence actuelle des tumeurs urothéliales est la classification OMS 2004, mais de 

nombreux urologues et pathologistes utilisent la classification OMS 1973 (5). 
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Annexe II : Gammes d’anticorps de détection 

 

 

 
 

 
 

 
 

La concentration initiale pour les trois anticorps est de 500 µg/mL. Les dilutions sont faites 

dans le LowCross Buffer. 

Chaque interleukine a une concentration fixe de 10 000 pg/mL. Les interleukines sont 

diluées dans l’urine humaine. 
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Annexe III : Réaction croisée 

 
 

 

 

 
 
Courbes d’étalonnage (courbes ajustées) de l’IL6, IL8, et IL10 avec l’intensité de signal des spots 
correspondant aux autres anticorps de capture pour deux expériences. 
 

Tableau des paramètres des courbes ajustées suivant l’équation : y = d + (a-d) / (1,0 + (x/c)
b
) 
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Paramètre 
Expérience 1 Expérience 2 

IL6 IL10 IL8 IL6 IL10 IL8 

a 1,78 ×10
8
 -1,6 -6,86 13,2 ×10

5
 71,4 ×10

5
 108 

b -0,72 0,73 1,24 -0,44 -0,35 -1,14 

c 4,0 ×10
13

 31970 5908 3,15 ×10
14

 7,8 ×10
18

 4515 

d -0,14 80,7 31,4 -1,2 1,1 0,93 

Expérience 1 Expérience 2 
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TITRE : Développement d’un outil d’analyse de biomarqueurs pour le diagnostic, le 
pronostic et le suivi de la réponse au traitement médicamenteux du cancer de la vessie 

 

RESUME 

 
Les avancées technologiques, notamment dans le domaine de la protéomique, ont permis 

d’améliorer la compréhension des aspects physiopathologiques de certaines maladies 

mais également de découvrir de nouveaux biomarqueurs. Ces derniers ont un fort 

potentiel au regard de la médecine personnalisée, que ce soit à l’étape de diagnostic, de 

traitement ou de suivi. 

Dans ce contexte, le projet DIPROMON a pour objectif d’améliorer les stratégies de 

médecine personnalisée dans le cancer de la vessie. Pour cela, un concept de 

stratification des patients sera élaboré grâce à l’analyse de profils de biomarqueurs. La 

stratification sera notamment utile pour la surveillance des récidives du cancer de la 

vessie et pour le choix de la thérapie selon la prédiction de réponse au traitement. 

Même si la majorité des patients est atteinte de tumeurs superficielles (n’infiltrant pas le 

muscle), le taux de récidive est élevé et concerne entre 50 et 70% des patients. La 

surveillance régulière des patients atteints de cancer de la vessie en est une des 

conséquences principales.  

Les travaux présentés dans ce mémoire concernent la mise au point d’un test 

multiparamétrique haut-débit pour la détection et la quantification des biomarqueurs, qui 

fera partie de la plate-forme technologique élaborée dans le projet DIPROMON. Le 

développement de la puce à protéines a débuté avec trois interleukines (IL6, IL8 et IL10) 

qui sont détectées et quantifiées par une méthode d’immunoessai en sandwich. Le test a 

subi plusieurs étapes d’optimisation mais la validation analytique n’est pas encore 

complète.  

L’outil d’analyse final se complexifiera lors de l’ajout d’autres marqueurs sélectionnés par 

les partenaires du projet. Il nécessitera ensuite une validation clinique, notamment par 

une étude pilote. 
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