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ABREVIATIONS 

ADN, ADNc : Acide DésoxyriboNucléique, Acide DésoxyriboNucléique complémentaire 

Ago2: protéine Argonaute 2 

AJCC: American Joint Committee on Cancer 

Akt : protéine kinase B 

ARN, ARNm : Acide ribonucléique, Acide ribonucléique messager 

AUC : Area Under Curve : aire sous la courbe 

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 

CDK, CDK4: Cyclin-Dependent Kinase, Cyclin-Dependent Kinase 4 

CDKN2A: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 

c-kit: proto-oncogène, tyrosine protéine kinase kit 

c-Myc: proto-oncogène, homologue au myelocytomatosis viral oncogene  

CpG site : site avec une liaison phosphodiester entre cytosine et guanine 

Cq, Ct: quantification Cycle value, threshold Cycle value 

CREB : cAMP Responsive Element Binding protein 

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 

DGCR8: DiGeorge syndrome Critical Region 8 

EDTA: acide éthylène diamine tétraacétique 

ERK : Extracellular signal Regulated Kinase 

FC : Facteur de croissance 

FOXO3 : Forkhead box O3 

HAS : Haute Autorité de Santé 

HDL: High Density Lipoprotein 

INCA: Institut national du Cancer 

IL : InterLeukine 

LDH : Lactate Déshydrogénase 

LLC: Leucémie Lymphoïde Chronique 

LNA™: Locked Nucleic Acid 

MAPK: Mitogen Activated protein Kinase 
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MEK: Mitogen activated ERK kinase 

MITF: Microphtalmia-associated transcription factor 

miARN, miR: microARN 

NHEM: Normal Human Epidermal Melanocytes 

nSMase 2: neutral sphingomyélinase 2 

p53: protein suppressive de tumeur p53 

PCR, qPCR : Polymérase Chain Reaction, PCR quantitative 

PD-1: Programmed cell Death-1 

PDCD4: Programmed Cell Death protein 4 

PIK3: Phosphatidyl Inositol 3-Kinase 

PKA: Protein Kinase A 

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog 

RAF: proto-oncogene serine/threonine-protein kinase 

RAS : Rat Sarcoma virus oncogene 

Rb : protéine de susceptibilité au rétinoblastome 

RGP: Radial Growth Phase 

Rho: Ras homology protein 

RISC: RNA-induced silencing complex 

RNU6: U6 small nuclear RNA 

ROC: Receiver Operating Characteristic 

RT: Reverse Transcription 

RTK: Récepteur à activité Tyrosine Kinase 

SVF: Sérum de veau foetal 

TGF: Transforming growth factor 

TNF: Tumor Necrosis Factor 

TNM (classification): T pour tumor, N: node, M pour metastasis 

UI: Unité Internationale 

UTR: UnTranslated Region 

UV: rayon Ultra-Violet 

VGP: Vertical Growth Phase 
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AVANT-PROPOS 

En comparaison avec les autres cancers cutanés, le mélanome a une incidence faible 

bien qu'en constante augmentation. Il est cependant responsable de la majorité des décès 

liés aux cancers de la peau. Il fait partie des cancers pouvant être les plus agressifs. Le 

mélanome au stade métastatique est une pathologie dont le pronostic reste réservé malgré 

de récents progrès thérapeutiques. En effet, à ce stade, il n’existe pas de traitement curatif 

et la survie à 5 ans est faible. Les outils pronostiques utilisés se basent sur différents critères 

au diagnostic dont le meilleur est l’indice de Breslow. Cependant, ces critères sont 

insuffisants pour appréhender avec précision l’hétérogénéité des modes évolutifs du 

mélanome. Il apparait nécessaire de trouver des biomarqueurs d’intérêt afin d’améliorer la 

prise en charge des patients. 

Les microARNs sont des régulateurs géniques jouant un rôle important dans 

l’oncogénèse et la progression tumorale. De nombreuses études montrent que leur profil 

d’expression peut servir de signature phénotypique des cancers et certains microRNAs 

semblent démontrer une valeur pronostique associée au stade et à l’évolution de la maladie. 

Différents microARNs ont ainsi été décrits dérégulés et impliqués dans la 

mélanomagénèse. En 2008, plusieurs études ont montré la possibilité de doser les formes 

circulantes des microARNs à partir de prélèvements de sang périphérique. Ces études ont 

montré également que les microARNs circulants peuvent être des biomarqueurs 

diagnostiques et pronostiques d’intérêt dans différents cancers.  

Nous avons décidé de nous intéresser aux microARNs plasmatiques dans le 

mélanome métastatique afin d’évaluer leur potentiel diagnostique et pronostique. Au début 

de notre projet, aucune étude n’avait été publiée sur le sujet. Dans l’introduction 

bibliographique seront décrits le mélanome cutané puis les microARNs. Concernant les 

microARNs, seront abordés les connaissances générales sur les microARNs, leur rôle en 

oncologie puis plus particulièrement dans le mélanome et enfin leurs formes circulantes. 

Nous développerons ensuite nos résultats. Dans un premier temps, nous avons identifié 

par biopuces des microARNs plasmatiques dérégulés puis nous avons validé les 

microARNs d'intérêt par RT-qPCR sur deux cohortes indépendantes. Dans un deuxième 

temps, nous avons recherché l’origine des miARNs dérégulés en les étudiant sur des tissus 

tumoraux et sur des lignées cellulaires. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE  



 

 

 

Première partie : Le mélanome cutané 

Nos travaux ont porté sur des patients atteints de mélanome cutané. Dans une 

première partie, nous aborderons les généralités, l’épidémiologie, les facteurs de risque, la 

physiopathologie cellulaire et moléculaire ainsi que les formes anatomopathologiques du 

mélanome cutané. Nous développerons ensuite le diagnostic, la dernière classification en 

vigueur et les facteurs pronostiques actuels. Enfin nous parlerons des thérapeutiques ainsi 

que du dépistage. 

1) Généralités sur le mélanome cutané 

Le mélanome est une tumeur maligne développée à partir des mélanocytes, les 

cellules pigmentaires de l’organisme.  

La peau est constituée de trois couches tissulaires distinctes fonctionnant de manière 

coordonnée: l’épiderme, le derme et l’hypoderme (Figure 1). L’épiderme, couche la plus 

superficielle de la peau, est un épithélium pavimenteux stratifié constitué de quatre 

populations cellulaires différentes : les kératinocytes majoritaires, les mélanocytes, les 

cellules de Langerhans et les cellules de Merkel. L’épiderme est composé de quatre sous-

couches : la couche basale (profonde), la couche spineuse, la couche granuleuse et la 

couche cornée (superficielle). Les mélanocytes résident principalement dans la couche 

basale de l’épiderme et sont spécialisés dans la synthèse de mélanine dont le rôle principal 

est la protection pigmentaire de la peau contre les radiations ultraviolettes (UV). Un 

mélanocyte distribue la mélanine qu’il produit, à environ 36 kératinocytes avoisinants, 

l’ensemble constituant une unité fonctionnelle appelée unité épidermique de mélanisation 

(Figure 1). 

Les mélanomes sont majoritairement cutanés mais des formes primitives plus rares 

de mélanomes muqueux et oculaires sont possibles. La majorité des mélanomes, environ 

80%, surviennent de novo en peau saine. Ils peuvent aussi résulter de la transformation 

maligne d’un naevus bénin préexistant (Marks et al. 1990;Smolle et al. 1999). La localisation 

anatomique cutanée des mélanomes varie entre les femmes et les hommes avec une 
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prédominance au niveau du thorax pour l’homme et des membres inférieurs pour la femme  

(Benoit-Corven 2003;Besset 2000;Halna et al. 2000). 

 
Figure 1. Constitution des différentes couches de la peau et localisation des mélanocytes. 
La peau est constituée de trois couches : l’épiderme, le derme et l’hypoderme. Les mélanocytes se 
trouvent dans la couche basale (couche la plus profonde de l’épiderme). Ils produisent la mélanine 
qui protège des rayons UV. Illustration prise sur le site www.melanome-patients.fr/comprendre le 
mélanome/illustration1.   

 

2) Epidémiologie du mélanome cutané 

I – Le mélanome en France 
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Le mélanome cutané se situait en 2011 au 9ème rang des cancers tous sexes confondus 

avec 9780 nouveaux cas estimés (dont 4680 cas chez l’homme et 5100 chez la femme) et 

représentait 2,7% des cancers incidents (Institut National du Cancer 2013). Il était au 16ème 

rang et représentait 1% de l’ensemble des décès par cancer. Les projections 2011 estimaient 

à 1620 le nombre de décès par mélanome dont 55% survenant chez l’homme. Les taux 

d’incidence standardisé à la population mondiale étaient estimés à 9,7 pour 100 000 

hommes et 10,1 pour 100 000 femmes et les taux de mortalité à 1,7 pour 100 000 pour les 

hommes et 1,0 pour 100 000 pour les femmes (Figures 2 A et B). 

Les mélanomes peuvent survenir à tous les âges, ils sont rares avant 15 ans. L’âge 

médian des patients lors du diagnostic était de 60 ans chez l’homme et de 58 ans chez la 

femme. Près de 70% des nouveaux cas sont diagnostiqués au-delà de 49 ans (Belot et al. 

2008). L’incidence est en forte augmentation depuis 1980 avec toutefois un ralentissement 

de cette évolution depuis l’an 2000. Entre 1980 et 2005, le taux d’incidence standardisé à la 

population mondiale a augmenté en moyenne chez l’homme de 4.7% par an et de 3.4% 

chez la femme (Belot et al. 2008). La mortalité a connu une croissance plus modérée de 

1980 à 2005 avec une tendance depuis l’an 2000 à la diminution pour les femmes et la 

stabilité pour les hommes. Cette diminution de la progression de l’incidence semble au 

moins en partie attribuable aux campagnes d’information, de sensibilisation et de dépistage 

de la population générale. 

Le mélanome est une tumeur de bon pronostic s’il est diagnostiqué précocement. La 

survie dépend du stade de la maladie au moment du diagnostic avec l’épaisseur tumorale 

(selon Breslow) pour critère pronostic principal. Les survies relatives à 5 ans toutes 

épaisseurs confondues sont estimées à 88% pour les données françaises : étude 

PETRI (Prévention et Epidémiologie des Tumeurs en Région Ile-de-France) et à 98% pour 

les données américaines : étude SEER pour les stades localisés; alors qu’elle est inférieure à 

20% en cas de diagnostic à un stade métastatique (Etude PETRI (Prévention et 

Epidémiologie des tumeurs en région Ile-de-France) 2004;Horner et al. 2009). 

II – Le mélanome en Europe  

En Europe, l’incidence du mélanome diminue selon un gradient Nord-Sud. D’après 

les estimations réalisées en 2008, l’incidence était la plus élevée dans l’Europe du Nord 

(Suisse, Pays-Bas, Danemark, Suède) et la plus basse en Europe du Sud et de l’Est (Albanie, 

Bosnie, Grèce). L’incidence en France se situe dans une zone intermédiaire en comparaison 

avec les autres pays européens (Ferlay et al. 2010) (Figure 2C).  
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A)     B)  

C)  

D)  

Figure 2. Incidence (A) et mortalité (B) du mélanome en France selon l’Institut National du 
Cancer en 2012 (Institut National du Cancer 2013). Incidence du mélanome en Europe (C) et 
dans le Monde (D) selon Globocan 2012.  
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III – Le mélanome dans le Monde 

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 132 000 cas de mélanomes 

cutanées sont enregistrés chaque année dans le monde, soit 15 à 20 fois moins que pour les 

autres cancers cutanés (2 à 3 millions de cas enregistrés par an). Cependant, le mélanome 

est le cancer qui est marqué par la plus forte augmentation d’incidence de l’ensemble des 

cancers évalués.  

Dans le reste du monde, de grandes différences épidémiologiques s’observent en 

fonction de la latitude et des caractéristiques ethniques des populations. Du fait de la 

conjonction des facteurs géographiques (distance à l’équateur et degré d’ensoleillement) et 

des facteurs individuels (phototype cutané), les taux d’incidence les plus élevés sont 

observés en Australie (37 cas/100 000 habitants). Des taux d’incidence élevés sont 

également observés en Amérique du Nord (Canada, Etats-Unis) (Ferlay et al. 2010) (Figure 

2D). 

 

3) Les facteurs de risque 

Le mélanome cutané est une maladie multifactorielle résultant de l’interaction de 

facteurs environnementaux et de facteurs constitutifs. Les facteurs environnementaux 

et/ou comportementaux sont liés à l’exposition solaire surtout pendant l’enfance et à 

l’exposition aux UV artificiels (Gandini et al. 2005b). Le rayonnement UV est le seul 

facteur de risque exogène de mélanome identifié. Les principaux facteurs constitutifs de 

risque sont : un nombre de naevus communs supérieur à 40, un nombre de naevus 

atypiques supérieur ou égal à 2 (l’association de ces deux derniers définissant le syndrome 

des naevus atypiques) (Gandini et al. 2005a), la présence d’un naevus congénital géant, les 

antécédents personnels ou familiaux de mélanome (Gandini et al. 2005c) et/ou une 

immunodépression constitutionnelle ou acquise. Le mélanome est essentiellement une 

maladie des populations à peau claire. Les individus de phototype I et II sont plus exposés 

au mélanome que les individus de phototype III et IV. 

 

Les études épidémiologiques attribuent un rôle majeur aux expositions solaires 

intermittentes et intenses ainsi qu’aux brûlures solaires reçues dans l’enfance. L’association 

épidémiologique entre le risque d’avoir un mélanome et l’exposition solaire est très étroite 

en ce qui concerne la dose cumulée totale d’ultraviolets reçue au cours de la vie, 

l’exposition solaire intermittente et les antécédents de coups de soleil dans l’enfance 
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(Gandini et al. 2005a ;Gandini et al. 2005b ;Gandini et al. 2005c). L’exposition aux UV 

artificiels des cabines de bronzage est également fortement associée épidémiologiquement à 

la survenue d’un mélanome (Boniol et al. 2012).  

 

Environ 10% des mélanomes sont des formes familiales. Le mélanome familial est 

défini par l’existence, dans une famille, d’au moins deux membres atteints de mélanome de 

la parenté du premier degré ou trois membres de la famille quel que soit le degré de 

parenté. Des mutations de trois gènes de prédisposition conférant un risque élevé de 

développer un mélanome ont été mises en évidence. Il s’agit du gène suppresseur de 

tumeur CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) situé en 9p21 et de l’oncogène 

CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4) situé en 12q13 (Fargnoli et al. 2006). En 2011, un 

nouveau gène de prédisposition a été identifié : BAP1 (BRCA1 (Breast Cancer 1) associated 

protein 1) dans le mélanome cutané et oculaire (Wiesner et al. 2011). Les mutations du 

gène CDKN2A sont les plus fréquemment rencontrées en France. Ce gène code pour les 

deux protéines suppressives de tumeurs : p16 et p14. La protéine p16 entraîne un arrêt du 

cycle cellulaire en G1. La protéine p14 intervient en inhibant la dégradation de la protéine 

p53. Des mutations du facteur MITF conférant un risque modéré de développer un 

mélanome ont été également décrits (Bertolotto et al. 2011;Yokoyama et al. 2011). De plus, 

de nombreux polymorphismes génétiques fréquents, augmentant modéremment le risque 

de développer un mélanome, ont été également identifié, appartenant principalement à des 

gènes de pigmentation notamment sur le gène MC1R (récepteur de type 1 à la 

mélanocortine) (Fargnoli et al. 2010). 

 

4) Physiopathologie  

I – Physiopathologie cellulaire 

La mélanomagénèse est conditionnée par l’instabilité génétique cellulaire. Les cellules 

tumorales acquièrent des propriétés prolifératives et invasives suite à des mutations 

génétiques successives. Plusieurs modèles de progression du mélanome ont été proposés. 

Selon le modèle de progression linéaire initialement décrit, un mélanome se développe à 

partir de mélanocytes sains (Clark, Jr. et al. 1984;Gaggioli and Sahai 2007) (Figure 3). La 

première étape correspond à la prolifération de mélanocytes normaux conduisant au 

développement d’un naevus. Dans la majorité des cas, ce naevus reste tel quel. Certains 

naevus, au travers de l’acquisition d’un phénotype dysplasique, se transforme en mélanome 

à croissance superficielle et prolifère de manière radiale dans l’épiderme (RGP : Radial 
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Growth Phase). Cette phase est suivie par une phase de croissance verticale (VGP : Vertical 

Growth Phase) où les cellules tumorales infiltrent le derme. Enfin, les cellules tumorales 

acquièrent un potentiel métastatique. Cependant dans la majorité des cas, le mélanome 

apparait de novo et ce modèle n’est donc pas applicable. D’autres modèles ont été proposés. 

Certaines anomalies moléculaires qui sont à l’origine de la transformation maligne du 

mélanocyte ont été identifiées. C’est l’acquisition progressive de différentes anomalies 

génétiques qui va conduire à une perte de contrôle de la prolifération. Par exemple, les 

mutations activatrices de BRAF apparaissent très précocement dans la majorité des 

mélanomes et dans les naevus. Ces mutations induisent une prolifération conduisant à des 

thèques mélanocytaires. Les naevus vont arrêter leur croissance cellulaire par acquisition 

d’un phénotype sénescent. Dans le mélanome, se produit un échappement à la sénescence 

suivi d’autres anomalies génétiques conduisant à la mélanomagénèse.  

 

II – Physiopathologie moléculaire 

Un grand nombre d’altérations moléculaires ont été décrites dans le mélanome. Ces 

altérations permettent une classification moléculaire du mélanome en sous-groupes. La 

survenue d’un mélanome est un processus complexe qui associe des mutations induisant 

une augmentation de la prolifération cellulaire et une inhibition de la sénescence cellulaire. 

Les principales voies dérégulées dans le mélanome sont les voies impliquées dans la 

prolifération, la sénescence et l’apoptose. Ces voies sont principalement : la voie des MAP 

Kinases avec la cascade des protéines RAS/RAF/MEK/ERK via les récepteurs à tyrosine 

kinase, la voie PI3K/AKT, la voie p16 et p14 avec la cascade CDKN2A/p53, la voie 

MITF et la voie Wnt/Béta-caténine (Figure 4) (Palmieri et al. 2009). Plusieurs cibles 

potentielles ont été identifiées dans ces voies, dont certaines sont des cibles thérapeutiques 

actuellement visées par les thérapies ciblées de nouvelle génération (BRAF, MEK). 

La voie MAPK joue un rôle particulièrement important dans le cas du mélanome 

avec une activation constante et irréversible retrouvée dans près de 80% des cas (Fecher et 

al. 2008;Platz et al. 2008). Plusieurs mécanismes peuvent conduire à cette activation. Une 

forte association entre des mutations V600 du gène BRAF et le mélanome a été rapportée 

par Davies en 2002 (Davies et al. 2002). Le gène BRAF code pour une protéine kinase 

intervenant dans la voie de signalisation des MAPK. La protéine BRAF est une protéine 

kinase de la famille RAF qui régule les protéines MEK et ERK et joue un rôle dans la 

prolifération cellulaire et la survie. Elle est située en aval des voies de signalisation de 
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nombreux récepteurs aux cytokines et aux facteurs de croissance (dont l’EGF) et des 

protéines Ras. Les gènes BRAF et N-RAS, impliqués dans cette voie de signalisation, sont 

fréquemment mutés dans le mélanome. La présence de BRAF muté est également détectée 

dans les naevus bénins et dysplasiques montrant qu’il s’agit d’un évènement précoce dans la 

progression du mélanome (Pollock et al. 2003). Les mutations de N-RAS sont retrouvées 

avec une fréquence proche de 20% dans les mélanomes (Goel et al. 2006;Hocker and Tsao 

2007). Des mutations du gène BRAF sont observées avec une fréquence comprise entre 40 

et 50% des formes métastatiques de mélanome (Davies et al. 2002 ;Hocker and Tsao 2007). 

Les mutations du codon 600 de BRAF représentent à elles-seules 90% des mutations 

observées. La mutation la plus fréquemment retrouvée est la mutation V600E (substitution 

d’un acide glutamique par une valine en position 600). Ces mutations induisent une 

activation constitutionnelle et irréversible de la protéine kinase BRAF conduisant au 

découplage de la voie des MAPK et des signaux du micro-environnement cellulaire avec 

pour principale conséquence la transmission constante d’un signal de prolifération qui 

concourt au développement du cancer. La découverte des mutations activatrices de 

l’oncogène BRAF a conduit au développement d’une stratégie de thérapie ciblée inhibant 

BRAF dont les résultats cliniques ont révolutionné le traitement du mélanome métastatique 

en améliorant significativement la survie des patients atteints de formes métastatiques.  

La kinase c-Kit peut également être sur-activée dans certains mélanomes, une 

mutation est retrouvée dans 2 à 17% des cas de mélanome. Cette mutation est plus 

fréquente dans les formes muqueuses ou acro-lentigineuses (Antonescu et al. 2007;Davies 

and Samuels 2010;Handolias et al. 2010).  

La présence de la mutation BRAF V600E n’est ni nécessaire ni suffisante pour 

induire la formation de mélanomes. D’autres altérations génétiques sont nécessaires pour 

induire la transformation complète des mélanocytes telle que l’inactivation de gènes 

suppresseurs de tumeurs tels que PTEN, CDKN2A ou p53 (Haluska et al. 2006) ou 

l’activation de la voie PI3K/AKT, de la voie MITF. L’acquisition d’un phénotype invasif 

lors de la dissémination des cellules tumorales passe par des modifications de l’expression 

de diverses protéines d’adhésions (cadhérines, intégrines) s’intégrant au processus plus 

complexe dit de « transition épithélio-mésenchymateuse » qui conduit une cellule épithéliale 

à acquérir l’ensemble des capacités lui permettant de survivre, proliférer et migrer dans un 

environnement mésenchymateux (Miller and Mihm, Jr. 2006;Zaidi et al. 2008). Plusieurs 

gènes de susceptibilité au mélanome ont été identifiés dans des formes familiales 

(CDKN2A, CDK4). Des mutations spontanées ont été observées dans plusieurs gènes et 
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ont été proposés pour participer à différents stades de progression du mélanome.  Il a été 

mis en évidence la présence de plusieurs gènes dont l’expression est altérée dans le 

mélanome par des modulations épigénétiques (Zaini et al. 2008) (Figure 3). 

 
 

Figure 3. Modèle proposé concernant la physiopathologie cellulaire et moléculaire du 
mélanome d’après Zaidi, 2008 (Zaini et al. 2008). Le modèle, discuté, de progression linéaire 
propose le développement d’un mélanome à partir d’un naevus. Ainsi, la prolifération aberrante des 
mélanocytes normaux, en réponse aux rayonnements UV, aboutit à la formation de naevus bénins 
et de naevus dysmorphiques. La phase de croissance radiale (RGP) du mélanome correspond à une 
prolifération cellulaire intra-épidermique suivie de l’invasion du derme dans la phase de croissance 
verticale (VGP) et aboutissant à la phase métastatique. Plusieurs gènes de susceptibilité ont été 
identifiés dans les formes familiales (mutations CDKN2A, CDK4). Des mutations spontanées de 
l'ADN ont été observées dans plusieurs gènes (BRAF, NRAS, PTEN, AKT, P53) et pourraient 
participer à différents stades de progression du mélanome. Des études récentes ont également mis 
en évidence la présence de plusieurs gènes dont l'expression est altérée par des modulations 
épigénétiques. Ce modèle est actuellement débattu et laisse progressivement place à un modèle 
micro-environnemental dans lequel la cellule tumorale et son environnement interagissent de 
manière étroite dans chacune des phases de la progression tumorale. 
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Figure 4. Représentation simplifiée des principales cascades de signalisation impliquées 
dans le développement des mélanomes. Les voies MAPK (NRAS/BRAF/MEK/ERK), voie 
PI3K/AKT et voie MITF sont impliquées dans la prolifération, l’apoptose et la survie cellulaire 
dans le mélanome. Les protéines en orange sont codées par des gènes fréquemment mutés ou 
amplifiés dans le mélanome. Figure adaptée et simplifiée de Palmieri (Palmieri et al. 2009). 
 

5) Formes anatomo-cliniques du mélanome cutané : 

Quatre formes anatomo-cliniques principales de mélanome cutané ont été décrites : 

- Le mélanome à extension superficielle (SSM : Superficial Spreading Melanoma) qui 

représente la majorité des cas de mélanome 

- Le mélanome nodulaire (NM) 

- Le mélanome de Dubreuilh (LMM : Lentigo Maligna Melanoma) 

- Le mélanome acral-lentigineux (ALM). 
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Le mélanome à extension superficielle est d’évolution biphasique comportant une 

phase de croissance horizontale intra-épidermique (mélanome in situ) qui précède de 

plusieurs mois à plusieurs années, une phase de croissance verticale. Pendant sa phase de 

croissance horizontale, le mélanome se présente sous la forme d’une lésion pigmentée 

hétérogène à contours irréguliers polycycliques, de couleur inhomogène ou polychrome 

sans relief à la palpation. Pendant sa phase de croissance verticale, il peut devenir accessible 

à la palpation. 

Le mélanome nodulaire a une définition anatomo-pathologique (absence de 

composante latérale intra-épidermique ou intéressant moins de trois crêtes épidermiques) et 

clinique (nodule de couleur noire, parfois achromique, ferme, arrondi, pouvant s’ulcérer, se 

recouvrir d’une croûte, suinter ou saigner). C’est une forme d’emblée invasive (sans phase 

d’extension horizontale), il a une croissance rapide et acquiert un potentiel métastatique en 

quelques semaines à quelques mois.  

Le mélanome de Dubreuilh est observé sur les zones photoexposées du visage. Il 

se présente sous la forme de taches pigmentées, inhomogènes observées sur les zones 

photoexposées chez le sujet âgé (visage principalement). La phase de croissance horizontale 

intra-épidermique dure plusieurs années puis vient la phase d’envahissement vertical. 

Le mélanome acral-lentigineux est observé sur les paumes des mains ou plantes 

de pieds, les ongles, sur des zones cutanées non exposées au soleil. Leur phase radiale est 

longue et leur phase verticale est agressive. 

 

En France, les mélanomes les plus fréquemment observés sont le mélanome à 

extension superficielle qui représente entre 60 et 70% des mélanomes identifiés puis les 

mélanomes nodulaires (4-18%), le mélanome de Dubreuilh (6-8%) et enfin le mélanome 

acral-lentigineux (2-6%) (Benoit-Corven 2003;Besset 2000). 

Un mélanome cutané peut donc se développer soit en deux temps (phase horizontale 

puis verticale) pour les formes SSM, LMM et ALM soit en un temps (phases horizontales 

et verticales synchrones)  pour la forme nodulaire. Plus la phase horizontale est longue, 

plus le diagnostic peut se faire avant l’invasion verticale. Cependant à invasion tumorale 

identique, toutes ces formes ont le même pronostic.  

 

6) Le diagnostic de mélanome 

Le mélanome est suspecté à l’examen clinique. Son diagnostic repose sur l’examen 

anatomopathologique de la lésion enlevée en totalité. 
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I – L’examen clinique 

L’examen clinique fait appel à trois méthodes : deux méthodes analytiques visuelles, 

qui sont la règle ABCDE et la liste révisée des sept points du groupe de Glasgow; et une 

méthode cognitive visuelle. 

A – La démarche analytique visuelle 

L’orientation du diagnostic clinique repose sur l’analyse sémiologique de la lésion 

pigmentée à l’aide de la règle ABCDE. Cette règle a été créée comme un cadre servant à 

l’éducation des patients à l’auto-dépistage. Selon la règle ABCDE décrite par Friedman en 

1985 (Friedman et al. 1985) et modifiée par Thomas en 1998 (Thomas et al. 1998), une 

lésion susceptible d’être un mélanome est : 

- Asymétrique (critère A) 

- avec des Bords irréguliers, encochés, polycycliques, bien délimités (critère B). 

- de Couleur inhomogène, du brun clair au noir foncé (critère C) 

- de Diamètre généralement supérieur à 6 millimètres (critère D). 

- Evolutive dans sa taille, sa couleur, son épaisseur (critère E). 

La règle ABCDE basée sur ces cinq critères est la méthode la plus enseignée en France. 

Une lésion mélanocytaire est considérée comme suspecte si deux de ces critères sont 

validés. Le critère E est le critère le plus sensible. 

La liste révisée des sept points du groupe de Glasgow, dérivée de la règle ABCDE, dite 

« règle des sept points du groupe de Glasgow » a été publiée en 1989 par Mackie (Mackie 

RM. 1989). Cette règle prend en compte trois critères majeurs (couleur, croissance, forme), 

quatre critères mineurs (inflammation, ulcération/saignement, sensibilité, taille) et donne 

une place prépondérante au concept de l’évolution. 

B – La démarche cognitive visuelle  

Chez un sujet donné, les naevus ont un aspect clinique homogène, chaque naevus 

ressemblant grossièrement aux autres. Une lésion mélanocytaire est considérée comme 

suspecte si elle est cliniquement différente des autres naevus du patient dans sa forme, sa 

couleur ou son épaisseur. C’est la règle dite « du vilain petit canard – Ugly duckling sign ». 

C –L’examen dermoscopique 

Le dermatologue peut compléter l’examen d’un naevus suspect par un dermoscope 

qui permet une visualisation in vivo non invasive des structures cutanées épidermiques, 
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dermo-épidermiques et dermiques accessibles ou non accessibles à l’œil nu. Certains sont 

couplés avec un système de capture d’images, appelé la vidéomicroscopie, qui permet un 

enregistrement et une comparaison dans le temps, facilitant ainsi la mise en évidence de 

l’évolutivité d’une lésion. Elle permet une documentation de toutes les lésions pigmentées 

d’un patient et l’acquisition d’images numériques grâce à une caméra vidéo pour une 

comparaison dans le temps de ces images. 

II – L’examen anatomo-pathologique 

Le diagnostic est établi sur l’examen anatomo-pathologique. Il se fait sur une exérèse 

complète de la lésion. L’analyse histologique va confirmer le diagnostic clinique en 

authentifiant la nature mélanocytaire de la lésion et sa malignité. Une immunohistochimie 

peut être réalisée pour confirmer la nature mélanique. Les anticorps qui peuvent être 

utilisés sont la protéine S100, Melan A/ MART-1, HMB-45 (Human Melanoma Black-45). 

La malignité repose sur des critères histologiques et architecturaux dont l’interprétation 

nécessite de la part de l’anatomopathologiste un niveau minimal d’expertise dans la lecture 

des lésions cutanées. Lorsque le mélanome est avéré, l’analyse permet de déterminer le type 

histologique (mélanome SSM, nodulaire, de Dubreuilh ou acral-lentigineux). L’analyse va 

également déterminer des critères pronostiques : 

 

- l’indice de Breslow (Figure 5A) qui est l’épaisseur maximale de la tumeur en 

millimètre. La mesure s’effectue au microscope à l’aide d’un micromètre. 

- le niveau d’invasion de Clark (Figure 5B) défini par l’indice de Clark allant de I à 

V (niveau I : mélanome in situ intra-épidermique, niveau II : quelques mélanocytes 

atypiques infiltrant le derme papillaire, niveau III : infiltration du derme papillaire, 

niveau IV : infiltration du derme réticulaire, niveau V : atteinte de l’hypoderme). 

- l’existence ou non d’une zone de régression 

- l’existence ou non d’une ulcération. 

- L’activité mitotique ou index mitotique (comptage du nombre de mitose par 

mm2) 

- La présence de lymphocytes infiltrant la tumeur. 

L’examen va également vérifier l’état des marges d’exérèse en tissu sain ou non pour 

s’assurer de l’absence de résidu tumoral. 
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A) 

 

B)  

Figure 5. Indice de Breslow (A) et indice de Clark (B). L’indice de Breslow traduit l’épaisseur 
en millimètre de la lésion (HAS 2012) (HAS 2012 mélanome 12 A.D.). L’indice de Clark traduit le 
niveau d’infiltration en profondeur de la lésion. (InfoCancer 14 A.D.) 
(http://www.arcagy.org/infocancer/localisations/autres-cancers/melanome/formes-de-la-
maladie/la-stadification.html).  
 

7) Classification des mélanomes 

I – La classification actuelle 

La classification du mélanome utilisée est celle établie par l’AJCC (American Joint 

Committee on Cancer). Actuellement la dernière édition utilisée est la 7ème édition (AJCC 

Melanoma Staging and Classification) (Balch et al. 2009). C’est une classification 

pronostique. Cette révision récente de la classification prend en compte l’index mitotique 

pour les mélanomes de faible épaisseur. La 6ème édition avait pris en compte l’ulcération de 

Indice 

de  
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la tumeur primitive et le statut du ganglion sentinelle s’il est pratiqué. Le ganglion sentinelle 

correspond au premier ganglion lymphatique assurant le drainage de la tumeur. 

L’envahissement métastatique du ganglion sentinelle est le principal facteur de mauvais 

pronostic des mélanomes d’épaisseur intermédiaire (épaisseur selon Breslow comprise 

entre 1 et 4 mm). 

 

Après l’exérèse chirurgicale, la classification utilisée est la classification pTNM (p 

« pathologic » provenant des analyses histologiques, T pour « Tumor », N pour « Node » 

ganglion, M pour « métastase ») (Tableau 1A) et la classification en stages de I à IV 

(critères diagnostiques et histologiques) (Tableau 1B). Cette classification permet d’avoir 

une évaluation pronostique et guide la prise en charge des patients. Des recommandations 

nationales et internationales sont régulièrement émises pour guider les cliniciens dans 

l’organisation de la prise en charge thérapeutique et de la surveillance des patients atteints 

de mélanome.  

II – Les indicateurs pronostiques actuels 

A – Le stade clinique 

Le pronostic du mélanome est lié à son stade clinique au moment du diagnostic. Il 

existe quatre stades : les stades I et II sont des mélanomes localisés, le stade III correspond 

à des mélanomes avec métastases loco-régionales ganglionnaires ou cutanées et le stade 

IV correspond à des mélanomes avec des métastases à distance. Le stade va être déterminé 

par l’examen clinique et histologique associé au bilan d’extension. Dans 84% des cas, le 

mélanome est diagnostiqué à un stade localisé (National Cancer Institute 2009, 

http://seer.cancer.gov/statfacts/html/melan.html). 

 

Dans la majorité des cas, le mélanome est une tumeur de bon pronostic lorsqu’il est 

diagnostiqué avec une épaisseur faible (inférieure à 1mm selon Breslow). La survie dépend 

du stade de la maladie au moment du diagnostic : les survies relatives à 5 ans sont estimées 

à 98% pour les stades localisés (Figure 6A), 62% pour les stades III (Figure 6B) alors 

qu’elle est inférieure à 20% en cas de métastase (SEER 2003-2009) (Horner et al. 2009). La 

médiane de survie au stade métastatique est de 6,5 mois en cas de traitement 

« conventionnel » et proche de 13 mois pour les patients présentant une réponse aux 

inhibiteurs de BRAF V600. Actuellement, il n’existe pas de traitement curatif pour les 

stades métastatiques.  



 27  

T Epaisseur de la tumeur (mm) Ulcération/Mitoses 

Tis NA NA 

T1 ≤ 1,0 a : sans ulcération et mitose < 1/mm2 

b : ulcération et/ou mitoses ≥ 1/mm2 

T2 1,01 – 2,0 a : sans ulcération 

b : avec ulcération 

T3 2.01 – 4.0 a : sans ulcération 

b : avec ulcération 

T4 > 4.0 a : sans ulcération 

b : avec ulcération 

N Nombre de ganglions envahis Micro/Macrométastases 

N0 aucun NA 

N1 1 a : micrométastase* 

b : macrométastase** 

N2 2-3 a : micrométastase* 

b : macrométastase** 

c : métastase(s) en transit et/ou nodule(s) satellite(s) 

sans ganglion métastatique 

N3 ≥ 4 ganglions métastatiques ou ganglions 

fixés ou métastase(s) en transit ou 

nodule(s) satellite(s) avec ganglion(s) 

métastatique(s) 

 

M Site LDH sérique 

M0 Pas de métastase à distance NA 

M1a Cutané, sous-cutané ou ganglionnaire à 

distance 

Normale 

M1b Poumon Normale 

M1c Tout autre site métastatique viscéral 

Tout site métastatique 

Normale 

Elevée 

 

Tableau 1A : Classification TNM du mélanome cutané – AJCC 2009 (Balch et al. 2009)  
* : les micrométastases sont diagnostiquées après analyse du ganglion sentinelle. 
** : les macrométastases sont détectées par l’examen clinique et confirmées par l’examen 
anatomopathologique. 
NA : non applicable, LDH : lactate déshydrogénase 
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 Classification clinique* Classification histologique** 

 T N M  T N M 

0 Tis N0 M0 0 Tis N0 M0 

IA T1a N0 M0 IA T1a N0 M0 

IB T1b 

T2a 

N0 

N0 

M0 

M0 

IB T1b 

T2a 

N0 

N0 

M0 

M0 

IIA T2b 

T3a 

N0 

N0 

M0 

M0 

IIA T2b 

T3a 

N0 

N0 

M0 

M0 

IIB T3b 

T4a 

N0 

N0 

M0 

M0 

IIB T3b 

T4a 

N0 

N0 

M0 

M0 

IIC T4b N0 M0 IIC T4b N0 M0 

III  

 

Tout T 

 

 

N > N0 

 

 

M0 

IIIA 

 

 

IIIB 

 

 

 

IIIC 

T1-4a 

 

 

T1-4b 

T1-4a 

 

 

T1-4b 

 

Tout T 

N1a 

N2a 

 

N1a N2a 

N1b N2b 

N2c 

 

N1b N2b 

N2c 

N3 

 

 

 

 

M0 

IV Tout T Tout N M1 IV Tout T Tout N M1 

 

Tableau 1B : Classification anatomopathologique du mélanome cutané – AJCC 2009 (Balch 
et al. 2009)  
* La classification clinique inclut l’analyse histologique de la tumeur primitive et l’évaluation clinique 
et/ou radiologique des métastases ; par convention, elle doit être utilisée après exérèse complète du 
mélanome primitif avec évaluation clinique des métastases régionales et à distance. 
** La classification histologique inclut l’analyse histologique de la tumeur primitive et l’examen 
anatomopathologique des ganglions régionaux après exérèse partielle analyse du ganglion sentinelle 
ou curage ganglionnaire ; les patients de stades histologiques 0 et IA sont l’exception : ils ne 
nécessitent pas l’évaluation histologique des ganglions régionaux. 
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A) B)  

Figure 6. Courbes de survie pour les stades I-II (A) et III (B) de mélanome- AJCC 2009 
(Balch et al. 2009) 

 

B – L’indice de Breslow 

L’indice de Breslow est le facteur pronostique le plus important pour les stades I, II 

et III. Il est prédictif des taux de survie à 10 ans. La survie à 10 ans est de 92%, 80%, 63% 

et 50% pour des indices de Breslow respectivement inférieur ou égal à 1 mm, entre 1,01 et 

2 mm, entre 2,01 et 4 mm et supérieur à 4 mm (Balch et al. 2009). 

C –Les autres indicateurs pronostiques 

La classification AJCC est une classification pronostique se basant sur le stade 

clinique et l’indice de Breslow et elle est complétée par d’autres facteurs pronostiques en 

fonction du stade. 

Pour les stades localisés, stades I et II, la classification tient compte de la présence 

ou non d’une ulcération et de l’index mitotique. Les facteurs pronostiques défavorables 

sont la présence d’une ulcération et un index mitotique élevé, ce dernier ayant remplacé le 

niveau de Clark dans la classification actuelle. Pour les mélanomes d’épaisseurs inférieures 

ou égales à 1 mm, le nombre de mitose dermique par mm2 (appelé index mitotique) doit 

être précisé. L’ulcération a une valeur pronostique majeure qui persiste au stade 

ganglionnaire. L’index mitotique a une valeur pronostique valable pour toutes les épaisseurs 

de mélanome primaire. 

Pour les stades d’envahissement cutané ou ganglionnaire loco-régional (III), le statut 

du ganglion sentinelle est pris en compte. La recherche du ganglion sentinelle est effectuée 

dans le but de préciser le stade du mélanome et la prise en charge qui en résulte. La 

B
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positivité du ganglion sentinelle classe le patient en stade III. Cet examen peut mettre en 

évidence des métastases ganglionnaires infra-cliniques et infra-radiologiques (dites « micro-

métastases », ganglion sentinelle positif). Le ganglion sentinelle est prélevé et soumis à un 

examen anatomopathologique. Le statut du ganglion sentinelle est un facteur pronostic 

identifié et participe à la détermination du stade. C’est une procédure qui est encore 

débattue, en effet, l’exérèse du ganglion sentinelle, même suivie d’un curage ganglionnaire, 

n’a pas démontré d’efficacité en termes d’amélioration de la survie globale (Morton et al. 

2006). Cependant, malgré l’absence de mise en évidence de gain thérapeutique de la 

procédure de ganglion sentinelle, cette procédure, est le moyen le plus sensible de mettre 

en évidence les métastases ganglionnaires infra-cliniques qui définissent le stade IIIa de la 

classification AJCC 2009 ; et les méta-analyses de la survie réalisées pour cette nouvelle 

version de la classification montrent une survie significativement meilleure pour les patients 

présentant une maladie stade IIIa.  

Au stade de dissémination métastatique (IV), la localisation des métastases (Figure 

7A) influence le pronostic ainsi que le taux de LDH sérique (Figure 7B). Les métastases 

cutanées sont de meilleur pronostic que les métastases pulmonaires, les métastases 

viscérales extra-pulmonaires celles de moins bon pronostic, les localisations cérébrales étant 

les localisations secondaires les plus sévères en termes de survie. 

A) B)  

Figure 7. Courbe de survie des stades IV de mélanome en fonction de la localisation des 
métastases (A) et du taux de LDH (B) - AJCC 2009 (Balch et al. 2009)  

 

Seuls deux biomarqueurs sérologiques sont actuellement connus : la protéine S100β 

et la lactate déshydrogénase (LDH). Le seul marqueur pronostique validé pour la pratique 

courante dans le mélanome métastatique est la LDH. C’est un marqueur aspécifique ancien, 

qui relate approximativement de la masse tumorale de nombreuses tumeurs dont le 

mélanome. Sa concentration plasmatique semble être un facteur pronostique indépendant 

pour les stades IV (Agarwala et al. 2009). Des études comparant LDH et protéine S100β 

montrent que la concentration de LDH est le facteur pronostique indépendant le plus 
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puissant dans les stades IV de mélanome (Deichmann et al. 1999). Ainsi, en raison de son 

statut pronostique, de sa méthode de détection facile, la concentration sérique de LDH est 

le seul marqueur moléculaire à avoir été inclus dans la classification actuelle du mélanome 

de l’AJCC (septième édition) pour les stades IV de mélanome (Balch et al. 2009). 

La classification pronostique actuelle guide la prise en charge thérapeutique des 

patients. Cependant, l’ensemble des indicateurs pronostiques actuels ne permet pas de 

définir avec certitude le pronostic pour un patient donné. Ces indicateurs restent 

insuffisants pour appréhender l’hétérogénéité du mélanome. En terme de pronostic, une 

valeur péjorative a été attribuée à la présence de la mutation BRAF (Safaee et al. 2012) ou 

NRAS (Jakob et al. 2012) par certaines équipes. Cependant, cela ne permet pas d’améliorer 

la classification actuelle.  

Il apparait important de trouver de nouveaux outils permettant de distinguer les 

mélanomes dont le potentiel évolutif est réellement inquiétant, de ceux dont la prise en 

charge initiale permettra une guérison sans récidive. 

  

8) Les thérapeutiques du mélanome cutané 

Le choix du traitement dépend du stade de la maladie, de la localisation, de 

l’histologie et de l’état général du patient (HAS 2012 mélanome 12 A.D.;Institut National 

du Cancer 14 A.D.). Alors que les stades précoces sont traités le plus souvent efficacement 

par chirurgie exclusive, il n’existe pas de traitement curatif pour les stades métastatiques. Le 

traitement médical du mélanome peut faire appel à l’immunothérapie, la chimiothérapie, la 

radiothérapie ou aux nouvelles thérapies ciblées ou d’immunothérapie (inhibiteurs de 

BRAF V600, de MEK, du CTLA-4 ou du PD-1) après discussion en réunion de 

concertation pluridisciplinaire (RCP). 

I – La chirurgie 

La chirurgie est le traitement de référence du mélanome cutané non métastatique. 

L’exérèse chirurgicale de la tumeur primitive est le seul traitement curatif. Une reprise 

élargie de l’exérèse, adaptée à l’indice de Breslow, est systématiquement réalisée après 

diagnostic histopathologique. Après l’exérèse chirurgicale, la classification pTNM est 

utilisée. En cas d’atteinte ganglionnaire, le curage ganglionnaire est le traitement standard. 

Certaines équipes recommandent, en plus, une radiothérapie complémentaire sur le lit du 

curage ganglionnaire en cas d’atteinte massive, mais celle-ci reste débattue et le niveau de 

preuve scientifique de cette procédure est restreint. En cas de maladie métastatique de 
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faible volume, l’exérèse chirurgicale des métastases doit être systématiquement discutée, 

mais celle-ci reste anecdotique du fait de la rareté des situations cliniques l’autorisant. 

II – L’immunothérapie 

Le système immunitaire est très impliqué dans le développement des mélanomes. Les 

traitements reposant sur l’immunothérapie ont pour objectif de rompre la tolérance de 

l’organisme vis-à-vis du mélanome et de favoriser la destruction de la tumeur par les 

cellules du système immunitaire. L’immunothérapie par interféron alpha peut être proposée 

en traitement adjuvant à partir des stades II. Elle débute rapidement après la chirurgie et 

dure entre 1 an et 18 mois. C’est un traitement dont le rapport bénéfice/risque est réduit et 

qui reste controversé selon les équipes médicales. 

III – La chimiothérapie 

Une chimiothérapie peut être proposée pour le traitement des mélanomes avec 

atteinte cutanée ou ganglionnaire non résécable ou métastatique viscérale. Les médicaments 

utilisés en première ligne thérapeutique sont principalement la dacarbazine 

(DETICENE®), la fotemustine (MUPHORAN®) en particulier en cas de métastases 

cérébrales et le témozolomide (TEMODAL®). Ce sont des agents alkylants. Ces molécules 

sont actuellement de moins en moins utilisées du fait d’une efficacité très modeste, et 

progressivement remplacées par les nouvelles thérapies spécifiques. 

IV – La radiothérapie 

La radiothérapie peut être utilisée en traitement adjuvant. Elle constitue le traitement 

standard pour les métastases osseuses ou cérébrales symptomatiques. 

V – Les nouveaux traitements 

Ces dernières années, de nouvelles molécules sont apparues pour la prise en charge 

des formes métastatiques avec un bénéfice significatif sur la survie des patients. Ces 

molécules sont soit des thérapies ciblées soit de l’immunothérapie. En particulier, deux 

nouveaux traitements sont actuellement disponibles à la commercialisation avec une AMM 

(Autorisation de Mise sur le Marché) permettant leur utilisation pour le traitement des 

formes non-réséquables et/ou métastatiques de mélanome. Il s’agit des thérapies ciblées 

avec des inhibiteurs de la forme mutée de BRAF : vemurafenib (ZELBORAF®) et 

dabrafenib (TAFINLAR®) et de l’immunothérapie par ipilimumab (YERVOY®, anti-
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CTLA-4). Ces traitements ont amélioré la médiane de survie sans progression dans le 

traitement du mélanome métastatique dans des études de phase III distinctes et ont 

apporté de nouvelles perspectives dans la prise en charge des patients atteints de  

mélanome (Chapman et al. 2011;Hauschild et al. 2012;Hodi et al. 2010). 

Les inhibiteurs de BRAF sont exclusivement utilisés dans le traitement des mélanomes 

porteurs d’une mutation V600 à un stade avancé non résécable ou métastatique. L’essai 

clinique de phase III de l’étude BRIM-3 (Chapman et al. 2011) a montré que 84% des 

patients avec une mutation BRAF V600E traités par vemurafénib, étaient vivants 6 mois 

après le début de l’étude contre 64% pour les patients traités par dacarbazine 

(chimiothérapie de référence en monothérapie). La survie sans progression était supérieure 

pour les patients sous vemurafénib (5,3 mois versus 1,6 mois). La médiane de survie était 

de 13,6 mois chez les patients sous vemurafénib contre 9,7 mois pour ceux sous 

dacarbazine. Dans l’étude BREAK-3, les patients sous dabrafénib ont présenté une 

amélioration de la survie sans progression par rapport à la dacarbazine (5,1 mois versus 2,7 

mois) (Hauschild et al. 2012).  

Les molécules reposant sur l’immunothérapie ont pour but de rompre la tolérance 

immunitaire vis-à-vis du mélanome et ainsi de favoriser la destruction des cellules 

tumorales par le système immunitaire. La molécule CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte 

Antigen 4), exprimée à la surface des lymphocytes T, interagit avec les molécules B7 

(CD80, CD86 (CD : cluster of differentiation)) à la surface des cellules dendritiques. Le 

signal passant par la molécule CTLA-4 est inhibiteur et régule négativement l’activation 

lymphocytaire T. L’ipilimumab est un anticorps monoclonal inhibant ce processus de 

rétrocontrôle et favorisant l’activation des populations lymphocytaires à spécificité anti-

tumorale. L’étude de phase III, comparant l’ipilimumab associé ou non au vaccin 

glycoprotéine gp100, a montré une amélioration de la survie globale sous ipilimumab avec 

ou sans gp 100 par rapport au vaccin seul (10 mois versus 6,4 mois) (Hodi et al. 2010). Des 

études et des essais sont en cours pour d’autres molécules comme par exemple la 

vaccination par des antigènes tumoraux spécifique du mélanome comme MAGE-3 

(Melanoma-associated antigen 3), des inhibiteurs de MEK (étude METRIC) (Flaherty et al. 

2012), des inhibiteurs de PD-1, des inhibiteurs de PD-L1, avec des résultats précoces 

encourageants. En particulier, les inhibiteurs de PD-1, ciblant les récepteurs PD-1 exprimé 

par les lymphocytes T, semblent très prometteurs en permettant une levée d’inhibition de la 

réponse immune et ainsi une régression tumorale (Hamid et al. 2013). Les associations des 
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molécules d’immunothérapie entre elles ou entre immunothérapie et thérapie ciblée 

semblent prometteuses et sont étudiées actuellement dans différents essais cliniques.  

 

VI – Stratégie thérapeutique 

Les options thérapeutiques sont discutées en fonction du stade, de la localisation et 

de l’espérance de vie (Tableau 2) (recommandations dans le mélanome cutané - HAS 2012 

et recommandations dans le mélanome métastatique - INCA 2013) (HAS 2012 mélanome 

12 A.D.;Institut National du Cancer 14 A.D.). La chirurgie est le traitement de référence du 

mélanome cutané non métastatique. Elle est réalisée seule dans les stades I et peut être 

associée à une immunothérapie par interféron alpha à faibles doses pour les stades II. Pour 

les stades III, un curage ganglionnaire est réalisé et peut être associé à une immunothérapie 

par interféron alpha à fortes doses ou à une radiothérapie. Une chimiothérapie est 

proposée dans les formes non résécables. Dans les stades IV, le choix thérapeutique tient 

compte de l’espérance de vie, de l’indice de performance de l’Organisation mondiale de la 

santé, du nombre et de la localisation des métastases. L’exérèse chirurgicale des métastases 

doit être systématiquement discutée éventuellement associé à une radiothérapie. Le 

traitement des mélanomes cutanés métastatiques non résécables (stades IIIc, IV) repose sur 

le statut mutationnel BRAF de la tumeur. Le traitement en première ligne, en cas de 

présence d’une mutation du gène BRAF, repose sur le vémurafénib en monothérapie ou la 

dacarbazine en fonction du mode évolutif. En deuxième ligne, il peut être envisagé de 

débuter une autre monothérapie (dacarbazine, témozolomide, ipilimumab). En l’absence de 

mutation BRAF, la chimiothérapie de référence en première ligne reste la dacarbazine en 

monothérapie et une autre monochimiothérapie en deuxième ligne. Dans ces formes non 

résécables, les durées de réponse étant en général inférieures à un an, l’inclusion des 

patients dans des essais thérapeutiques reste une priorité. 

Stade 

TNM 
Chirurgie 

Curage 

ganglionnaire 
Immunothérapie Chimiothérapie Radiothérapie 

Stade I 

Stade II 

Stade III* 

Stade IV 

oui 

oui 

oui 

discuté 

 

 

oui 

discuté 

 

discuté 

discuté 

discuté 

 

 

 

discuté 

 

 

discuté 

discuté 

* le stade III inopérable rejoint le stade IV 
Tableau 2 : Stratégies thérapeutiques en fonction du stade du mélanome - Recommandations 
HAS Janvier 2012 (HAS 2012 mélanome 12 A.D.). 
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La prise en charge thérapeutique à un stade précoce (stades I et II-AJCC) est 

essentiellement chirurgicale avec un taux de guérison à 10 ans qui s’approche des 90% pour 

les stades I. Par contre, le taux de guérison chute dans les formes les plus avancées avec un 

taux de survie moyen à 10 ans de 30% pour les stades III AJCC et inférieur à 10% pour les 

stades IV AJCC (Balch et al. 2001). 

 
9) Dépistage et prévention 

La détection du mélanome cutané à un stade précoce est importante pour la guérison 

du patient. La prévention et le dépistage précoce sont essentiels. Le risque lié à l’exposition 

solaire ou aux UV artificiels est le seul facteur de risque sur lequel il est possible d’intervenir 

en sensibilisant les populations à la protection vis-à-vis de ce risque. 

La prévention primaire consiste à lutter contre une exposition aux UV (facteur de 

risque majeur) par une photoprotection efficace. Elle consiste à recommander le port de 

vêtements couvrants (tee-shirt, casquette, pantalon) aux heures d’ensoleillement intense et 

en particulier pour les enfants, à éviter l’exposition solaire aux heures d’ensoleillement 

maximum entre 12h et 16h et d’appliquer de façon adéquate des écrans solaires. Ces 

mesures ont fait l’objet de recommandations de la HAS (HAS Juillet 2012). 

La prévention secondaire consiste à identifier les sujets à risque et à reconnaitre les 

lésions suspectes par autosurveillance et à se soumettre à un examen dermatologique 

régulier. La fréquence de l’examen de dépistage sera adaptée aux caractéristiques 

phénotypiques, à l’historique du patient et de sa famille et aux signes cliniques de 

photoinsolation. 

Des campagnes d’information et de sensibilisation de la population sont  

régulièrement réalisées. Depuis 1998, le syndicat des dermatologues organise une journée 

nationale de dépistage soutenue par l’Institut National du Cancer. Cette journée n’assure 

pas un dépistage de la totalité de la population, mais permet de sensibiliser la population 

générale à l’importance d’un examen dermatologique régulier et d’une photoprotection 

efficace. 

 

10) Perspectives  

Le mélanome cutané est une des tumeurs malignes dont la fréquence augmente le 

plus. C’est une pathologie qui touche tous les âges même si elle est rare chez l’enfant. Il est 

important de le diagnostiquer tôt car la majorité des formes localisées guérissent. Une fois 
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la maladie devenue métastatique, le pronostic reste très sombre malgré les récents progrès 

thérapeutiques. 

L’indice de Breslow est le facteur pronostique indépendant le plus robuste dans le 

mélanome localisé et guide la conduite thérapeutique à tenir et les modalités de 

surveillance. Dans certains cas, il ne représente pas un indicateur suffisant pour prédire le 

comportement futur du mélanome et les informations qu’il fournit ne permettent pas de 

discriminer avec suffisamment de précision les populations nécessitant une prise en charge 

thérapeutique d’emblée intensifiée. L’identification des mélanomes à haut risque de 

développer des métastases locales ou à distance et l’identification d’un marqueur précoce 

de récidive demeurent des enjeux importants dans la prise en charge des patients. De 

nombreuses recherches s’intéressent à la détection de biomarqueurs prédictifs du caractère 

agressif du mélanome, de la récidive ou de la réponse aux traitements afin d’améliorer la 

prise en charge du mélanome. Cependant aucune n’a actuellement permis de valider un 

nouveau biomarqueur pour la pratique clinique courante. Un nombre croissant d’études 

montre que les microARNs ont des rôles oncogènes ou suppresseurs de tumeurs dans une 

large variété de cancers dont le mélanome. De plus, certains microARNs sont impliqués 

dans le processus de métastase (Zhang et al. 2010a). Ils sont actuellement activement 

étudiés en oncologie. Nous allons, dans la partie suivante, décrire les connaissances sur les 

microARNs.  
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Deuxième partie: Les microARNs 

Notre étude a porté sur l’étude des microARNs plasmatiques dans le mélanome. 

Nous aborderons dans une première partie les connaissances générales sur les microARNs 

(miARNs) puis leurs rôles dans l’oncogénèse et dans le mélanome enfin nous décrirons 

leurs formes circulantes. 

1) Généralités sur les microARNs 

La découverte en 1993 chez le nématode C. elegans puis la description détaillée en 

2001 des microARNs, classe de courts ARNs non codants, capables d’inhiber l’expression 

d’un gène, a révolutionné la biologie (Lagos-Quintana et al. 2001). 

I – Définition 

Les microARNs sont des molécules d’ARN de petite taille de 19 à 25 nucléotides, 

simple brin, non codants et endogènes. Ils contrôlent l’expression génique au niveau post-

transcriptionnel. 

L’expression génique commence par l’étape de transcription qui permet la synthèse 

d’ARN à partir d’ADN grâce à des ARN polymérases soit de type I, de type II ou de type 

III pour respectivement la synthèse d’ARN ribosomique (ARNr), messagers (ARNm) et de 

transfert (ARNt). La transcription des ARN messagers nécessite au préalable la liaison de 

facteurs de transcription spécifiques à proximité de l’ARN polymérase II. Dans le noyau 

des cellules eucaryotes, la grande majorité des ARN pré-messagers transcrits subissent des 

modifications post-transcriptionnelles (ajout de la coiffe en 5’, épissage des introns, 

maturation en 3’). Puis, les ARN messagers des cellules eucaryotes sont traduits dans le 

cytoplasme en protéines et peuvent subir des modifications post-traductionnelles. Ces 

ARNs sont utilisés comme intermédiaires par les cellules pour la synthèse de protéines. 

Chez les eucaryotes, un ARNm correspond en général à un seul gène et code une seule 

protéine. 

Les miARNs sont des régulateurs post-transcriptionnels de l’expression génique en 

régulant l’expression des ARN codants. En effet, les miARNs sont capables d’éteindre 

l’activité d’un gène en agissant directement sur l’ARNm correspondant. En s’appariant avec 

les ARNm, ils guident leur dégradation ou la répression de la traduction en protéines. Ainsi 
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les miARNs participent au contrôle de l’expression d’une protéine en inhibant la traduction 

et/ou en induisant la dégradation de l’ARNm correspondant. 

La transcription des gènes des miARNs est assez similaire à celle des gènes codants. 

La découverte des miARNs a révolutionné la biologie et les projets de recherche sont 

nombreux à s’intéresser à ces ARNs non codants. 

L’identification de nouveaux miARNs ne cesse de croître. Un registre de miARNs a 

été créé, la base de données appelée miRBase, pour lister les différents miARNs et faciliter 

l’appellation des nouveaux miARNs (Griffiths-Jones 2004). La version la plus récente, à ce 

jour, est la version 20.0 de Juin 2013 et elle recense 2578 miARNs matures chez l’homme 

(http://www.mirbase.org/).  

II – Découverte des miARNs chez le nématode 

Le concept de miARN remonte en 1974 avec les travaux pionniers de Heywood 

(Heywood et al. 1974). Ces travaux montraient le rôle de nouveaux ARNs dans la 

régulation de la traduction et leur complémentarité avec les ARN messagers.  

Il a fallu attendre, l’année 1993, pour voir relancer ce concept et montrer l’existence 

du premier petit ARN non codant. L’équipe de Victor Ambros étudiait les mécanismes 

moléculaires régissant le développement au cours de temps du nématode Caenorhabditis 

elegans. Le cycle de développement de ce ver comporte six stades successifs : 

l’embryogénèse, quatre stades larvaires (de L1 à L4) et le stade adulte. Chez le nématode, 

présentant une mutation du gène lin-4, le développement larvaire se bloquait au premier 

stade L1 et l’apport de ce gène permettait de terminer le cycle des stades larvaires et de 

restaurer le phénotype sauvage. De plus, la protéine lin-14 était un répresseur de la 

transition L1-L2 et avait été identifié comme étant la cible de lin-4. Ces chercheurs ont mis 

en évidence que le produit du gène lin-4 n’était pas une protéine mais deux transcrits : lin-

4S, le plus abondant, de 22 nucléotides et lin-4L de 61 nucléotides (Lee et al. 1993). Ces 

ARN contiennent des séquences complémentaires à des éléments répétés situés dans le 3’ 

UTR (UnTranslated Region) de l’ARNm de lin-14 (Lee et al. 1993;Wightman et al. 1993). 

Cette découverte a permis de suggérer qu’une régulation de la traduction de lin-14 par lin-4 

se faisait via une interaction de type ARN-ARN antisens entraînant un arrêt de la synthèse 

protéique de lin-14. La fixation du miARN lin-4 sur la région 3’UTR du messager codant 

pour la protéine lin-14 inhibe la synthèse de cette protéine, ce qui permet la transition du 

stade larvaire L1 à L2. Les auteurs ont suggéré que le plus petit transcrit était le produit 

final, tandis que le plus long formerait une structure double brin en tige-boucle comprenant 
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le plus petit dans l’un des bras de la tige. Ils ont été les premiers à caractériser un 

microARN mature de 22 nucléotides et son précurseur de 61 nucléotides.  

Plusieurs gènes-cible de lin-4 ont été découverts (Moss et al. 1997). Cette 

particularité, de petit ARN non codant régulateur, resta un cas isolé propre au 

développement des nématodes jusqu’en 2000. Cette année-là, un nouveau petit ARN, let-7, 

a été découvert chez C. elegans contrôlant cette fois-ci le passage du stade larvaire L4 au 

stade adulte. Le gène let-7, code pour un ARN de 21 nucléotides, qui inhibe les protéines 

lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 (Reinhart et al. 2000), et lin-57 (Slack et al. 2000). 

Lin-4 et let-7 furent appelés initialement stARNs (pour small temporal ARN) par leur 

rôle dans le contrôle du développement au cours du temps (Pasquinelli et al. 2000). Ils 

furent renommés en 2001, microARNs, car il a été montré qu’ils pouvaient être exprimés 

sans relation avec les étapes du développement (Lagos-Quintana et al. 2001;Lau et al. 

2001;Lee and Ambros 2001). 

III – Caractérisation des miARNs dans de nombreuses espèces 

Il a été montré que, quelle que soit l’espèce considérée, l’expression de let-7 était 

contrôlée au cours du développement. Des homologues de let-7 ont été retrouvés chez le 

mollusque, la drosophile, la souris et chez l’homme. L’observation de la conservation de 

séquence de let-7 au cours de l’évolution et sa découverte dans beaucoup d’espèces et chez 

tous les métazoaires, a suggéré un rôle fondamental de ces miARNs et a permis de 

généraliser le mode d’action de lin-4 et let-7 aux ARN non codants (Paquinelli et al. 2000) 

(Pasquinelli, 2000). 

En Octobre 2001, les résultats de clonages de trois laboratoires ont été publiés dans 

Science montrant l’identification d’une centaine de gènes de miARNs chez la drosophile, 

des nématodes et l’homme (Lagos-Quintana et al. 2001; Lau et al. 2001, Lee et al. 2001). 

Les années suivantes, d’autres miARNs ont été mis en évidence par clonage chez les 

mammifères, les poissons, les vers, les oiseaux et les plantes (Ambros et al. 2003;Aravin et 

al. 2003;Dostie et al. 2003;Houbaviy et al. 2003;Lagos-Quintana et al. 2002;Lagos-Quintana 

et al. 2003;Michael et al. 2003;Mourelatos et al. 2002). 

L’identification d’un nombre croissant et maintenant conséquent de ces miARNs, 

leur généralisation à la plupart des espèces et leur conservation a suggéré leur rôle 

physiologique important. 

 

IV – Biosynthèse des microARNs  
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 La biosynthèse des miARNs se fait en quatre étapes. Elle commence par la 

transcription du gène du miARN en transcrit primaire, suivie par le clivage en précurseur 

qui est ensuite exporté dans le cytoplasme puis clivé en microARN mature. 

A – Organisation génomique 

Les unités géniques contenant les miARNs se situent soit au sein d’unités 

transcriptionnelles codant des protéines (régions intragéniques), soit non codant des 

protéines (régions intergéniques indépendantes). Dans le génome humain, la répartition est 

équivalente entre les unités intergéniques et intragéniques (Saini et al. 2007;Saini et al. 

2008). Les miARNs situés sur des unités intergéniques possèdent leur propre promoteur. 

Les miARNs situés dans des gènes codant des pré-ARNm se situent majoritairement dans 

des introns. Ils sont en général sous le contrôle transcriptionnel du même promoteur que le 

gène qui le porte (Baskerville and Bartel 2005). Cependant, environ 35% des miARNs de 

gènes codant un pré-ARNm seront transcrits par leur propre promoteur et leur 

transcription sera indépendante de celle du pré-ARNm (Monteys et al. 2010;Ozsolak et al. 

2008). Les miARNs peuvent être classés en quatre groupes selon leur localisation 

génomique. Les loci des miARNs se situent autour de 40% au niveau d’introns et environ 

10% au niveau d’exons que ce soit pour les unités intergéniques ou les unités 

intragénomiques (Kim et al. 2009) (Figure 8). 

Les gènes des miARNs peuvent être regroupés sur certains transcrits primaires en 

« cluster » de pré-miARN et seront transcrits sous forme de polycistrons. Les miARNs 

issus de polycistron ont, en général, une expression similaire (Ozsolak et al. 2008). 

 

B – L’étape de transcription du pri-miARN  

La transcription des gènes de miARN ressemble beaucoup à celle des gènes codants. 

Ils sont transcrits, dans le noyau, majoritairement par une ARN-polymérase II en 

microARN primaires: les pri-microARN (Figure 9).  Ces ARN sont de très grande taille 

(entre 500 et 3000 bases) portant une coiffe en 5’ et une queue polyadénylée en 3’ (Cai et al. 

2004;Lee et al. 2004). Une transcription des gènes codant les miARNs, par une ARN 

polymérase de type III, peut avoir lieu notamment. Elle a été décrite pour certains miARNs 

viraux (Diebel et al. 2010) mais de façon très minoritaire et discutée (Bortolin-Cavaille et al. 

2009). 
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Figure 8 : Localisation génomique des miARNs.  Les microARNs peuvent être classés en 
quatre groupes selon leur localisation génomique : a) localisation dans l’intron de région non 
codante (40%) comme miR-15a-16-1 sur le gène DLEU2 (deleted in lymphocytic leukemia 2). b) 
localisation dans l’exon de région non codante (10%) comme miR-155 sur le gène BIC (B-
cell Integrated Cluster). c) localisation dans l’intron d’une région codante (40%) comme miR-25-
93-106b sur le gène MCM7 (Minichromosome maintenance complexe component 7). d) 
localisation dans l’exon d’une région codante (10%) comme miR-985 sur le gène CACNG8 
(Calcium channel gamma subunit 8). Figure issue de Kim 2009 (Kim et al. 2009).  
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Figure 9 : Biosynthèse et mode d’action des miARNs. La première étape de biosynthèse est la 
transcription en pri-microARN grâce à une ARN polymérase. La deuxième étape est le clivage en 
pré-microARN grâce au complexe Drosha-DGCR8 (voie canonique). La troisième étape est 
l’exportation du pré-microARN du noyau vers le cytoplasme grâce à l’exportine-5. La quatrième 
étape est le clivage en duplex miR/miR* grâce au complexe Dicer-TRBP. La dernière étape est la 
libération du microARN mature grâce au complexe RISC. Les microARNs peuvent induirent le 
clivage, la répression de la traduction ou la déadénylation de l’ARNm cible. Figure issue de Winter, 
2009.  (Winter et al. 2009) 
 

C –L’étape de maturation dans le noyau en pré-miARN 

Il existe ensuite deux voies possibles : la voie canonique et la voie alternative des 

mirtrons aboutissant à l’obtention du pré-miARN.  

1 – La voie canonique : clivage du pri-miARN par le complexe 
« microprocesseur »  

Le pri-miARN est clivé en un précurseur d’environ 70 nucléotides appelés : pré-

microARN (Gregory et al. 2004;Han et al. 2004;Lee et al. 2003). Ce clivage est réalisé par 

une RNAse de type III appelée Drosha au sein d’un complexe appelé « microprocesseur ». 

Ce complexe protéique est formé également par une protéine de liaison à l’ARNdb appelée 

DGCR8 (DiGeorge syndrome Critical Region 8). Cette protéine est appelée Pasha chez D. 

melanogaster et C. elegans (Landthaler et al. 2004). Ce clivage se fait de manière asymétrique 
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sur les deux brins d’ARN de la tige provoquant la libération de la tige-boucle du transcrit 

primaire. Ces pré-miARNs forment une structure tige-boucle comportant une tige en 

double chaîne surmontée d’une boucle en simple chaîne avec une extrémité 3’ sortante de 2 

nucléotides et un groupement phosphate en 5’ (Denli et al. 2004). La fixation de DGCR8, 

par l’intermédiaire de son domaine de liaison à l’ARNdb, au niveau de la jonction simple 

brin – double brin permettrait au domaine de liaison à l’ARNdb de Drosha d’interagir avec 

la tige, de positionner son centre catalytique et de réaliser ce clivage (Han et al. 2006). Ces 

deux protéines constituent les éléments nécessaires et suffisants à l’obtention de pré-

miARNs (Figure 10a). 

Cette synthèse de pré-miARNs peut être soumise à une régulation. Des mécanismes 

de régulation positifs ou négatifs du complexe microprocesseur ont été décrits pour 

certains miARNs. Certains miARNs ont besoin de facteurs spécifiques, en plus du 

complexe Drosha-DGCR8, par exemple, les ARN hélicases p68 et p72 (Figure 10b). En 

effet, le niveau d’expression de certains miARNs est diminué chez des souris knock-out  

pour p68 ou p72 (Fukuda et al. 2007). L’interaction spécifique du pri-miR-18a avec la 

protéine de liaison à l’ARN hnRNP A1 (« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 ») 

facilite le clivage spécifique par Drosha (Figure 10c). Les protéines SMAD (mothers 

against decapentaplegic homolog), impliquées dans la transduction du signal de la voie du 

TGFβ, se lient au pri-mi-21 et facilitent la maturation par Drosha (Figure 10d). D’autres 

facteurs sont également capables de réguler négativement la maturation de certains pri-

miARNs par le complexe microprocesseur. Les enzymes appelées ADARs (« Adenosine 

deaminase acting on RNA ») sont des enzymes catalysant la désamination d’adénosine en 

inosine. Ce phénomène d’édition va modifier les propriétés d’appariement du miARN 

pouvant favoriser ou au contraire inhiber le clivage par Drosha. Ce phénomène d’édition 

peut donc influencer la maturation à plusieurs niveaux ou peut induire un changement dans 

les séquences cibles, l’ensemble permettant d’augmenter la diversité du répertoire des 

miARNs. 

Il existe différents mécanismes concernant l’inhibition de la biosynthèse de let-7 par 

la protéine Lin-28 et notamment Lin-28 inhibe la maturation du pri-let-7 induite par 

Drosha (Newman et al. 2008;Viswanathan et al. 2008). Il existe également une 

autorégulation du complexe microprocesseur. Par exemple, les deux composants de ce 

complexe se régulent l’un l’autre. DGCR8 stabilise Drosha par une interaction entre son 

domaine carboxy-terminal avec le domaine central de Drosha (Yeom et al. 2006). De son 

côté, Drosha clive deux structures de type tige-boucle en 5’ de l’ARNm de DGCR8 
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induisant sa dégradation (Han et al. 2009). Ceci permettant de réaliser un rétrocontrôle 

négatif lorsque l’activité du complexe est suffisante. 

 

 
Figure 10 : Exemples de régulation sur la synthèse des pré-miARNs. a) Le pri-miARN est 
clivé par le complexe Drosha-DGCR8 en pré-miARN. Certains requièrent en plus un facteur 
spécifique pour que le clivage soit efficace par exemple les ARN hélicases p68 et p72 (b).  
L’intéraction entre le pri-miR-18a et la protéine de liaison à l’ARN : hnRNP A1 facilite le clivage 
par Drosha (c). La voie TGFβ induit la liaison de SMAD au pri-miR-21 et facilite la maturation par 
Drosha (d). Pour les mirtrons, le spiceosome remplace Drosha et permet la synthèse de pré-miRs. 
Figure issue de Winter 2009 (Winter et al. 2009). 

 

2 –  Voie alternative de synthèse des pré-miARNs, les mirtrons  

Certains miARNs ne nécessitent pas de clivage du pri-miARN par le complexe 

microprocessseur et subissent directement un phénomène d’épissage. La séquence 

spécifique du futur miARN est incluse dans un intron court. Ce type de pri-miARN-intron 

particuliers, a été appelé Mirtrons (Okamura et al. 2007;Ruby et al. 2007). La maturation ne 

se fait pas par Drosha mais par le spiceosome (Figure 10e). L’épissage du transcrit 

contenant le mirtron conduit à la formation d’un ARN en lasso puis à la formation d’une 

structure tige-boucle de type pré-miARN. Ils ont été retrouvés dans différentes espèces 

dont les mammifères. Ces  mirtrons rejoignent ensuite les pré-miARNs formés par la voie 

canonique. 
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D –L’étape d’export des pré-miARNs dans le cytoplasme 

Les pré-miARNs formés sont ensuite transportés par l’exportine-5 du noyau vers le 

cytoplasme (Bohnsack et al. 2004;Lund et al. 2004;Yi et al. 2003). Ce transport, à travers 

des pores nucléaires, nécessite un gradient par hydrolyse du cofacteur Ran-GTP en Ran-

GDP. La formation du complexe pré-miARN-exportine-Ran-GTP protège le pré-miARN 

de la dégradation par des nucléases. L’hydrolyse du Ran-GTP en Ran-GDP dans le 

cytoplasme permet la dissociation du complexe et ainsi la libération du pré-miARN (Zeng 

and Cullen 2004). 

E – L’étape de maturation cytoplasmique du pré-miARN  

Ils subissent ensuite une maturation complémentaire par l’endonucléase RNAse III 

nommée Dicer (Gregory and Shiekhattar 2005;Hutvagner et al. 2001). Cette enzyme 

élimine la boucle du pré-miARN pour former un duplex miARN/miARN* d’environ 22 

nucléotides qui correspond à l’hybridation d’un miARN mature à un fragment de taille 

similaire provenant du bras opposé du pré-miARN. L’un des deux brins du duplex 

miARN-miARN* est appelé le brin guide ou miARN mature et l’autre brin appelé brin 

passager ou miARN*. Dicer interagit avec des protéines de liaison à l’ARNdb: TRBP 

(transactivating response (TAR) RNA-binding protein) et/ou PACT (protein activator of 

the interferon-induced protein kinase). Ces protéines ne sont pas indispensables à l’activité 

catalytique de Dicer mais semblent le stabiliser (Chendrimada et al. 2005;Lee et al. 2006). 

 En principe, le brin miARN mature se fixe à un complexe multiprotéique appelé 

RISC (RNA-induced Silencing Complex) formé notamment de la RNAse III Dicer et 

d’une endonucléase de la famille des protéines Argonaute (Meister et al. 2004). Le miARN* 

se sépare du duplex et va être généralement dégradé. Le miARN mature associé avec l’unité 

RISC va permettre sa fixation sur son ARNm cible et ainsi réprimer l’expression post-

transcriptionnelle de sa cible (Bartel 2004;Kim 2005) (Winter et al. 2009).  

La sélection du brin guide au sein du duplex va dépendre de la stabilité 

thermodynamique des extrémités du duplex. Ainsi le brin le plus faiblement apparié à son 

extrémité 5’ est majoritairement incorporé au complexe RISC (Schwarz et al. 2003). 

Cependant certains pré-miARNs peuvent, après maturation, donner des miARNs matures 

provenant des deux brins notés miR-X-3p et miR-X-5p provenant respectivement du brin 

3’ ou 5’ ou bien miR-X et miR-X*. Ces miARNs* peuvent être fonctionnels (Ro et al. 

2007). Le complexe pré-RISC est constitué de Dicer-TRBP, d’une protéine effectrice de la 

famille argonaute et du duplex. Le complexe RISC va être activé par la dissociation du 
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duplex. Le miARN mature va servir de guide vers l’ARNm complémentaire. Les protéines 

argonautes (Ago) possèdent trois domaines conservés : les domaines PAZ (« PIWI 

Argonaute Zwille ») et MID reconnaissant respectivement l’extrémité 3’ et 5’ phosphate du 

duplex et le domaine PIWI constituant le domaine catalytique des protéines Ago 

compétentes pour le clivage endonucléolytique comme Ago 2 chez l’Homme. Le complexe 

RISC peut être assisté de protéines auxiliaires comme des ARN hélicases par exemple p68 

(Salzman et al. 2007), Gemin 3 (Mourelatos et al. 2002), RHA (ARN hélicase A) (Robb and 

Rana 2007) dont le rôle reste à déterminer. Ce complexe RISC s’associe donc de manière 

spécifique à un ARNm cible. 

F – L’appariement à l’ARNm cible 

 L’appariement du miARN mature sur son ARNm cible est primordial pour 

permettre une régulation spécifique de l’ARNm. Cette régulation étant, dans la majorité des 

cas, négative en agissant sur la traduction et/ou la dégradation de l’ARNm. Cette spécificité 

est permise grâce à une certaine complémentarité entre la séquence dans l’ARNm cible 

appelée MRE (MicroRNA Response Element) et la séquence du miARN. Cette séquence 

MRE est le plus souvent située dans le 3’ UTR de l’ARNm cible. 

Plusieurs règles établies par des analyses expérimentales et informatiques ont été établies 

pour prédire la fixation d’un miARN sur son ARNm cible. Le critère le plus déterminant 

est un appariement parfait entre l’ARNm cible et les nucléotides 2-8 en 5’ du miARN 

appelé « seed » région (Lewis et al. 2005). Cet appariement peut être suffisant pour réprimer 

l’ARNm cible (Brennecke et al. 2005). Dans la région centrale, des mésappariements sont 

en général présents ce qui pourraient limiter le clivage endonucléolytique par Ago2. Au 

niveau de l’extrémité 3’ du miARN, l’appariement est variable mais en général il est au 

moins minimal pour permettre de stabiliser l’interaction du miARN à sa cible. Un seul 

appariement étendu en 3’ n’est pas suffisant pour réprimer l’ARNm. Cependant, cet 

appariement étendu peut compenser, dans certains cas, un mésappariement dans la région 

en 5’ (Bartel 2009;Brennecke et al. 2005). 

La séquence MRE est majoritairement située dans le 3’UTR des ARNm mais 

différentes études ont mis en évidence l’existence de MRE fonctionnels soit au niveau des 

séquences codantes ORF (Duursma et al. 2008;Forman et al. 2008) soit dans le 5’UTR. 

Dans ce dernier cas, cela s’accompagne d’une activation de la traduction contrairement à la 

répression induite normalement par les miARNs (Orom et al. 2008;Tsai et al. 2009). Ainsi, 

miR-148 et let-7 inhibent respectivement l’expression du gène de l’ADN méthyltransférase 
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3b (Dnmt3b) (Duursma et al. 2008) et Dicer (Forman et al. 2008). MiR-10a et miR-346 

agissent respectivement en 5’UTR des ARNm de protéines ribosomales (Orom et al. 2008) 

et de RIP-140 (receptor interacting protein 140) (Tsai et al. 2009) et activent la traduction 

de ces protéines. 

 

V –Les modes de régulation de l’expression de l’ARNm cible 

Les miARNs régulent l’expression génique en agissant sur la traduction et/ou la 

dégradation des ARNm. Le mécanisme de cette régulation dépend de la complémentarité 

du miARN à l’ARNm. Si la complémentarité des bases est parfaite, le complexe miARN-

RISC va dégrader la cible par clivage endonucléolytique par Ago2. Ce cas est rare pour les 

métazoaires et largement décrit chez les plantes. Si la complémentarité est imparfaite, soit la 

traduction de l’ARNm va être bloquée (Filipowicz et al. 2008) soit se produira une 

déadénylation suivie de la dégradation de l’ARNm. Dans certains cas particuliers, les 

miARNs peuvent, au contraire, activer la traduction de l’ARN cible, comme c’est le cas 

nous l’avons vu pour les miR-10a et miR-346 (Orom et al. 2008 ; Tsai et al. 2009).  

Il existe des facteurs, autres que l’appariement, intervenant dans la reconnaissance 

par un miARN de sa cible et influençant sa fonctionnalité. La multitude des sites de liaison 

d’un miARN sur un même transcrit est parfois nécessaire pour réprimer la traduction et 

permet une action coopérative (Grimson et al. 2007). La structure secondaire de l’ARNm 

joue un rôle important dans l’accessibilité de la séquence MRE (Kertesz et al. 2007). La 

composition du complexe RISC (type de protéine Ago, type de protéines de liaison 

associées au complexe), peuvent également moduler l’effet du miARN sur la cible 

(Brodersen and Voinnet 2009). 

Les miARNs régulent l’expression post-transcriptionnelle des ARNm cibles par trois 

processus différents : un clivage spécifique, une inhibition de la traduction (ou rarement 

une activation), une dégradation de l’ARNm. Le clivage spécifique est fait, dans des cas très 

rares, lors d’un appariement parfait entre le miARN et sa cible (Yekta et al. 2004). Chez les 

mammifères, seule la protéine Ago2 est capable de faire ce clivage. Pour l’inhibition de la 

traduction et la dégradation des ARNm, il n’est pas encore défini si ces deux processus sont 

liés, dans ce cas la répression résulterait de la combinaison des deux, ou bien si ces 

évènements sont exclusifs. Les études publiées sont contradictoires. 

A – Répression de la traduction par les miARNs 
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Le mécanisme d’inhibition de la traduction par les miARNs est controversé. 

Certaines études montrant que le blocage de la traduction se ferait à l’initiation et d’autres 

études aux stades post-initiation. Ces études sont parfois contradictoires entre elles. 

Le mécanisme d’initiation de la traduction canonique est dit « coiffe dépendante ». Il 

existe, cependant, des mécanismes d’initiation alternatifs tels que l’entrée interne des 

ribosomes appelée IRES (Internal Ribosome Entry Site). L’initiation de la traduction à la 

coiffe commence par une dissociation des sous unités ribosomiques par liaison de chaque 

sous unité à des facteurs d’initiation: les facteurs eIF1A, 2 et 3 (eIF: eukaryotic translation 

initiation factor) pour la sous-unité 40S et eIF6 pour la sous-unité 60S. La sous-unité 40S, 

les facteurs d’initiation et l’ARN de transfert initiateur forment le complexe de pré-

initiation. Il y a un recrutement de ce complexe à la coiffe de l’ARNm grâce au complexe 

de liaison à la coiffe : eIF4. Ce complexe d’initiation glisse le long de l’ARNm jusqu’au 

codon de départ. La sous-unité 60S vient se fixer, forme un ribosome 80S et l’élongation 

commence. Plusieurs études ont montré que la répression de la traduction se faisait à 

l’étape d’initiation. La répression passerait par une reconnaissance de la coiffe. Les ARNm 

étudiés traduits par une séquence IRES ou porteur d’une coiffe synthétique (non reconnue 

par le complexe d’initiation) sont insensibles à la répression de la traduction par les 

miARNs (Humphreys et al. 2005;Pillai et al. 2005). L’hypothèse mécanistique proposée, par 

la suite par les travaux de Kiriakidou, est que la protéine Ago2 est capable de se fixer 

spécifiquement à la coiffe et entrer en compétition avec le facteur eIF4E (unité permettant 

la liaison de la coiffe de l’ARNm au complexe d’initiation) et ainsi inhiber la traduction 

(Kiriakidou et al. 2007;Mathonnet et al. 2007). 

Les travaux de Chendrimada ont suggéré que la répression de la traduction pouvait être 

induite par un mécanisme différent de la coiffe par une inhibition du recrutement de la 

sous-unité 60S. Le facteur eIF6, qui est impliqué dans la maturation de la sous-unité 60S et 

qui permet à la sous-unité 60S d’être libre et donc disponible pour un nouveau cycle de 

traduction, a été identifié comme faisant partie des facteurs associés au complexe RISC des 

miARNs. Il pourrait ainsi bloquer le recrutement de la sous-unité 60S sur des ARNm cible 

(Chendrimada et al. 2007).  

D’autres travaux font penser que l’inhibition de la traduction induite par les miARNs 

se fait après l’étape d’initiation. Plusieurs mécanismes ont été proposés notamment le 

détachement des ribosomes pendant l’élongation (Petersen et al. 2006) ou la dégradation 

des polypeptides naissants par des enzymes non identifiées (Nottrott et al. 2006). Les 
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travaux de Petersen ont montré également que la traduction d’un ARNm par un 

mécanisme IRES pouvait être réprimée par des miARNs. 

 

B – Déadénylation et dégradation de l’ARNm dans les P-bodies  

De nombreuses études ont montré que la répression de nombreuses cibles de 

miARNs s’accompagne de leur déadénylation et de leur dégradation (Giraldez et al. 

2006;Lim et al. 2005) contrairement à ce qui avait été suggéré initialement (Olsen and 

Ambros 1999;Seggerson et al. 2002). La déadénylation est la première étape de dégradation 

des ARNm, elle permet de déstabiliser l’ARNm cible du miARN. Les composants de ce 

complexe de déadénylation se localisent dans des P-bodies (Processing-Bodies). Un 

complexe de décoiffage (DCP1 et 2) intervient et enfin une digestion exonucléolytique 5’-3’ 

se produit. Les P-bodies ou GW-bodies sont des structures cytoplasmiques permettant le 

catabolisme et/ou le stockage temporaire des ARNm non traduits (Eulalio et al. 2007). Ils 

contiennent des ARNm, des miARNs, des effecteurs protéiques impliqués dans la 

répression des ARNm induite par les miARNs (Ago2, la protéine GW182) ainsi que des 

enzymes impliquées dans la dégradation de ces ARNm  (déadénylase, enzymes de 

décoiffage). Il existe une corrélation entre la répression de la traduction engendrée par les 

miARNs et l’accumulation des ARNm cibles dans les P-bodies (Bhattacharyya et al. 2006). 

Les P-bodies ne sont pas essentiels à l’action des miARNs, ils apparaissent être la 

conséquence de la répression de la traduction induite par les miARNs (Eulalio et al. 2007). 

Les miARNs inhibent l’expression de leurs cibles par des mécanismes d’inhibition ou 

par dégradation des ARNm. Ces deux mécanismes pourraient être également couplés. La 

dégradation des ARNm pourrait être la conséquence du blocage de traduction ou 

inversement, la déadénylation pourrait entrainer une inhibition de la traduction. Les 

mécanismes exacts ne sont pas encore non élucidés. Ces mécanismes pourraient être 

couplés ou au contraire indépendants l’un de l’autre. 

C –Cas particulier de l’activation de la traduction  

Dans certains cas particuliers, les miARNs peuvent, non plus réprimer la traduction 

mais au contraire, activer la traduction. L’équipe de Vasudevan est la première à avoir décrit 

cette possibilité d’activation de la traduction par des miARNs. Lors de l’arrêt cellulaire, 

cette équipe a montré que le miR-369 se fixe au niveau de l’ARNm du TNFα, dans la 

région 3’UTR, induisant une activation de la traduction (Vasudevan et al. 2007). Depuis, 
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d’autres équipes ont démontré que les miARNs pouvaient activer la traduction en se fixant 

le plus souvent dans la région 5’UTR de l’ARNm cible (Henke et al. 2008) (Orom et al. 

2008).  

VI – Fonctions physiologiques des miARNs  

Les microARNs modulent entre 30% (Bartel 2004) et 60% (Friedman et al. 2009) de 

nos gènes. Chaque miR peut réguler une centaine de cibles (Selbach et al. 2008) et chaque 

gène peut être modulé par plusieurs miRs.  

Il a été montré que les miRs sont impliqués dans un grand nombre de fonctions 

physiologiques essentielles telles que le développement, la croissance, la prolifération, 

l’apoptose, la différenciation cellulaire et la régulation du cycle cellulaire (Ambros 

2004;Bartel 2004;Hwang and Mendell 2006;Miska 2005). Par conséquent, les miRs 

pourraient être des régulateurs pivots dans le développement normal ainsi que dans le 

développement des diverses pathologies. Ils ont été particulièrement étudiés en oncologie, 

comme développé dans le chapitre suivant. 

 

2) MicroARNs et cancer 

De nombreuses études ont montré l’implication des miARNs dans la quasi-totalité 

des processus cellulaires physiologiques. D’autre part, il a été estimé qu’environ 50% des 

gènes humains codants pour les miARNs sont localisés au niveau de régions fragiles ou de 

régions fréquemment altérées dans les cancers (Calin et al. 2004b). Leur large spectre 

d’action ainsi que leur localisation génomique ont conduit à une investigation particulière 

sur le rôle des miARNs dans les cancers. 

La première étude, suggérant l’implication de miARNs dans l’oncogénèse, est celle de 

l’équipe de Croce, en 2002, dans les leucémies lymphoïdes chroniques de type B (LLC-B) 

(Calin et al. 2002). Dans les LLC, l’anomalie cytogénétique la plus fréquente est la délétion 

de la région 13q14 du chromosome 13, retrouvée dans plus de la moitié des LLC-B. Cette 

équipe a montré que les miR-15a et miR-16 étaient situés dans cette région délétée et qu’ils 

étaient sous exprimés ou délétés dans 68% des LLC. Cette étude, a été la première, a 

suggéré l’implication de miARNs dans la tumorigénèse et a souligné l’importance croissante 

de ces régulateurs. Le groupe de Croce a ensuite montré que ces deux miRs avaient pour 

cible l’ARN de bcl-2 mettant en évidence une corrélation inverse entre l’expression de bcl-

2 et l’expression de ces 2 miRs. La protéine anti-apoptotique bcl-2 est surexprimée dans 
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une variété de cancers. Ces miRs favorisent l’apoptose en régulant négativement l’oncogène 

anti-apoptotique bcl-2 (Cimmino et al. 2005). C’est le premier miR dont le rôle de 

suppresseur de tumeur a été démontré. 

Un grand nombre d’étude a, depuis, démontré que les miARNs sont exprimés de 

façon aberrante dans différents cancers et seraient ainsi impliqués dans l’apparition et le 

développement des cancers. Nous aborderons les mécanismes de dérégulation de 

l’expression des miARNs, les rôles des miARNs dans l’oncogénèse en développant les 

miRs suppresseurs de tumeurs et oncogènes et enfin nous décrirons les études sur 

l’expression des miARNs en oncologie. 

I – Mécanismes de dérégulation de l’expression des miARNs dans le 
cancer 

L’expression des miARNs dans le cancer peut être dérégulée par différents 

mécanismes : anomalies chromosomiques, modifications épigénétiques, mutations et 

polymorphismes (SNPs) et anomalies de la biosynthèse des miARNs (Figure 11).  

 
Figure 11 : Mécanismes de régulation de l’expression des miARNs. Les dérégulations de 
l’expression de miRs dans les cancers peuvent être dues à des anomalies chromosomiques (par 
exemple : délétions, amplifications ou translocations), des modifications épigénétiques, des 
mutations ainsi que des polymorphismes et enfin des anomalies dans la biosynthèse de ces miRs. 
Figure issue de Iorio et Croce, 2009 (Iorio and Croce 2009). 

A – Anomalies chromosomiques 

Quelle que soit la tumeur considérée, la transformation cancéreuse résulte de 

plusieurs évènements moléculaires touchant différents gènes. Les gènes des miARNs sont 

localisés dans les régions génomiques fréquemment altérées dans les cancers ou des sites 

fragiles. Il peut s’agir de perte d’hétérozygotie au niveau d’un gène suppresseur de tumeur 

ou d’amplification génique d’un proto-oncogène ou encore de translocations 

chromosomiques (Calin et al. 2004b). 
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L’anomalie la plus fréquemment observée dans les LLC est une délétion du bras long 

du chromosome 13. La région délétée contient les miR-15a et miR-16. Calin et coll. ont 

montré la corrélation entre la délétion 13q14 et la diminution d’expression des miR-15a et 

miR-16 (Calin et al. 2002 ; Calin et al. 2004a). Dans les cancers du poumon notamment, les 

miRs du cluster miR-17-92 sont surexprimés par une amplification génique de la région 

13q31 (Hayashita et al. 2005).   

La grande fréquence d’altérations génomiques sur les loci de miARNs a été 

confirmée par une large étude utilisant la technique de CGH-array (Comparative Genomic 

Hybridization-array) (Zhang et al. 2006). Cette étude a été faite sur 283 miARNs et sur un 

panel de 227 tumeurs humaines provenant de trois pathologies tumorales : cancers 

mammaires, cancers ovariens et mélanome. Elle a montré qu’une proportion importante de 

miARNs présentait des anomalies du nombre de copies (37.1% des cancers de l’ovaire, 

72.8% des cancers du sein et 85.9% des mélanomes).  

B – Modifications épigénétiques 

Au cours de la cancérogénèse, les cellules accumulent des anomalies génétiques mais 

également épigénétiques. Les dérégulations épigénétiques sont fréquentes dans les cellules 

tumorales. Elles sont définies comme des modifications de l’expression des gènes 

transmissibles au cours des divisions cellulaires, sans modification de la structure primaire 

de l’ADN. Elles sont en général réversibles. Ces modifications épigénétiques incluent la 

méthylation de l’ADN et les modifications des protéines histones au niveau de la 

chromatine par acétylation ou méthylation. Ce sont les deux modifications épigénétiques 

les plus étudiées en raison de leur impact majeur sur la transcription. Le niveau de 

méthylation de l’ADN au niveau des cytosines des îlots CpG (Cytosine-phosphate-

Guanine), situés dans la région promotrice de certains gènes, est un régulateur important de 

l’expression dans le génome humain. L’hyperméthylation induit une inhibition 

transcriptionnelle de l’expression des gènes. Elle participe fréquemment à la carcinogénèse 

par inactivation de gènes suppresseurs. Le profil d’expression d’un gène est dépendant de 

l’accessibilité à l’ADN aux facteurs de transcription et aux enzymes. Par exemple, 

l’acétylation des histones favorise la relaxation de l’ADN et l’accessibilité favorisant ainsi 

l’expression des gènes. 

Les modifications épigénétiques affectent également l’expression des miARNs. Une 

analyse des séquences génomiques des miARNs a montré qu’environ la moitié de ces gènes 

sont associés à des îlots CpG suggérant que les miARNs pouvaient représenter des cibles 
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de la méthylation de l’ADN (Weber et al. 2007). Beaucoup d’études ont montré que 

certains miARNs étaient régulés de manière épigénétique. Trois premières études distinctes 

ont montré que des changements de méthylation de l’ADN induits par les tumeurs 

pouvaient affecter l’expression de certains miARNs (Brueckner et al. 2007;Lujambio and 

Esteller 2007;Saito et al. 2006). Tout d’abord, Saito et collaborateurs ont analysé 

l’expression des miARNs dans les cellules de la lignée T24, issue de cancer de la vessie, 

après traitement associant un inhibiteur de méthylation d’ADN et un inhibiteur d’histone 

déacétylase (Saito et al. 2006). L’analyse du profil d’expression des miARNs montre que 17 

des 313 miARNs analysés sont surexprimés de manière significative après traitement. Parmi 

eux, le miR-127, situé au sein d’îlots CpG, silencieux dans les cellules tumorales, est le plus 

fortement surexprimé après traitement, tandis que sa cible potentielle, le proto-oncogène 

BCL-6, est inhibée. Une autre étude, avec une approche expérimentale similaire, a identifié 

d’autres miARNs dont l’expression était dépendante du niveau de méthylation de l’ADN 

(Lujambio et al. 2007;Lujambio & Esteller 2007). Lujambio et collaborateurs ont étudié le 

profil d’expression des miARNs entre des lignées cellulaires sauvages HCT 116 de cancers 

du colon et ces mêmes lignées déficientes en deux méthyltransférases (DNMT1 et 

DNMT3b). Parmi les différents miARNs inhibés dans les lignées tumorales par 

hyperméthylation, miR-124a voit son expression fortement augmenter dans les cellules 

déficientes en activité DNMT ou dans les cellules traitées par un agent déméthylant, tandis 

que ses cibles CDK6 (Cyclin Dependent Kinase 6) et Rb sont inhibées. Ces résultats 

démontrent que, dans les cellules tumorales, l’hyperméthylation de miRs suppresseurs de 

tumeurs inhibent ces derniers induisant ainsi l’expression de leurs cibles oncogéniques. 

Inversement, l’activation d’un miR oncogène peut être due à une hypométhylation de 

l’ADN comme cela a été mis en évidence dans des lignées A549 de cancer du poumon 

pour let-7a-3 et est associée au phénotype tumoral (Brueckner et al. 2007).   

Depuis, de nombreuses autres études ont mis en évidence d’autres miARNs régulés de 

manière épigénétique : par exemple miR-9-1 est hyperméthylé et sous-exprimé dans le 

cancer du sein (Lehmann et al. 2008), miR-34b/c dans le cancer du colon (Toyota et al. 

2008), miR-375 dans le mélanome (Mazar et al. 2011a). 

La méthylation n’est pas le seul mécanisme épigénétique pouvant affecter 

l’expression des miARNs. Scott et collaborateurs ont montré que dans les lignées de 

carcinomes mammaires, SKBR3, l’inhibition des histones déacétylases était suivie d’une 

altération du niveau d’expression des miARNs (Scott et al. 2006). De plus,  les miARNs, 

eux-mêmes, peuvent réguler l’expression des composants de la machinerie épigénétique 
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(notamment les ADN méthyltransférases ou les histones déacétylases) induisant un 

puissant mécanisme de rétrocontrôle. Par exemple, le miR-29 a pour cible les ADN 

méthyltransférases DNMT-3A et 3B. Le miR-29 induit une hypométhylation permettant la 

réexpression de gènes suppresseurs de tumeur induisant une inhibition de la tumorigénèse 

dans les cancers du poumon ou dans des leucémies aigues myéloïdes (Fabbri et al. 

2007;Garzon et al. 2009). 

C –Mutations ou polymorphismes au niveau des gènes codants les miARNs ou leurs messagers 
cibles 

Une mutation ou un SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sur un miARN peuvent 

affecter la reconnaissance de sa cible et inversement une mutation ou un SNP dans les 

messagers cibles peuvent changer leur capacité à être reconnus par les miARNs. 

Dans les LLC-B, Calin et collaborateurs ont décrits des mutations germinales des 

précurseurs de miR-15a et miR-16 responsables de faible taux d’expression de ces miRs in 

vitro et in vivo (Calin et al. 2005). Hu et collaborateurs ont étudié l’association de quatre 

SNPs dans quatre miARNs (miR-146a, miR-196a2, miR-499, miR-149) par rapport à la 

survie de patients atteints de cancers pulmonaires non à petites cellules (Hu et al. 2008). Ils 

ont mis en évidence que les patients porteurs d’un SNP variant homozygote en 3p du miR-

196a-2 avaient une faible survie. Il s’agit d’une des premières études mettant en évidence 

une corrélation entre SNP et survie, suggérant leur intérêt potentiel comme marqueur 

pronostique. 

D –Anomalies de la biosynthèse des miARNs 

Dans les cancers, de nombreux miARNs sont régulés aux étapes post-

transcriptionnelles de maturation induisant une modulation de l’expression de ces derniers. 

En dépit d’un taux normal d’expression des pri-miARNs, certains cancers ont un taux 

réduit des miARNs matures. Thomson et collaborateurs ont expliqué cette différence par 

une défaillance de la biosynthèse par la perte de l’enzyme Drosha (Thomson et al. 2006). 

Inversement, dans les leucémies aigues lymphoblastiques, l’enzyme Drosha est ciblée par le 

gène de fusion ALL1 (Acute Lymphoblastic Leukemia) et est responsable de la 

surexpression du miR-191 (Nakamura et al. 2007). Le travail de Zhang et collaborateurs a 

montré une fréquence élevée d’amplification des gènes pour les protéines Dicer et Ago2 

(Zhang et al. 2006). De plus, la diminution d’activité de l’endonucléase Dicer, observée 

dans certains cancers du poumon non à petites cellules, est corrélée à la sous-expression de 

let-7 et un mauvais pronostic de ces tumeurs (Karube et al. 2005). 
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II – Les miARNs suppresseurs de tumeurs et les miARNs 
oncogènes 

Il apparait maintenant bien établi que les miARNs sont des acteurs essentiels de 

l’oncogénèse. Certains miARNs peuvent agir comme des gènes suppresseurs de tumeur ou 

comme des oncogènes en fonction des cibles géniques qu’ils contrôlent. Les miARNs 

suppresseurs de tumeurs répriment des oncogènes. Leur sous-expression, dans certains 

cancers, induit l’augmentation d’oncogènes et contribue à la transformation maligne ainsi 

qu’à la progression tumorale. A l’inverse, d’autres miARNs peuvent agir comme des 

oncogènes en ciblant des gènes suppresseurs de tumeur. Ils sont appelés des oncomiRs. 

Leur sur-expression dans les tumeurs contribue à l’oncogénèse en inhibant des gènes 

suppresseurs (Figure 12). Nous allons décrire plus en détails les premiers miARNs 

suppresseurs de tumeur et oncogènes décrits. 

A – Les microARNs suppresseurs de tumeurs 

Les gènes suppresseurs de tumeur sont définis par le fait que, soit leur délétion soit 

leur inactivation, est associée avec le développement d’un cancer. Parmi ces miRs 

suppresseurs, les miRs -15 et -16, let-7 et miR-34 ont été les premiers identifiés. 

1 – miR-15a et miR-16 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, Calin et collaborateurs ont été les 

premiers à mettre en évidence, d’une part que les miARNs jouaient un rôle important dans 

l’oncogénèse, et d’autre part le rôle de gènes suppresseurs de tumeurs de certains miARNs.  

En 2002, ils ont identifié deux miRs : miR-15a et miR-16 comme gènes potentiels des 

cancers dans la pathogénèse des LLC. Ils ont montré que les patients atteints de LLC-B 

avaient souvent des délétions ou des dérégulations au niveau du locus q14 du chromosome 

13 (Calin et al. 2002). Ces observations ont fait rechercher un ou plusieurs gènes 

suppresseurs de tumeur au niveau d’une zone de 30 kilobases du locus 13q14 et c’est au 

niveau de ce site que se situent les gènes de ces deux miRs. De plus, ces miRs sont sous-

exprimés par rapport aux lymphocytes normaux dans environ 68% des LLC.  Des délétions 

du locus 13q14 surviennent dans 50% des cas de LLC-B, mais également dans 50% des 

lymphomes du manteau, entre 16 et 40% des myélomes multiples et 60% des cancers de la 

prostate (Dong et al. 2001). Ils ont démontré le rôle de gènes suppresseurs de tumeur de 

ces deux miRs. Cimmino et collaborateurs ont par la suite montré que ces deux miRs 

régulent négativement BCL-2 qui est un gène anti-apoptotique qui est souvent surexprimé 
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dans les tumeurs notamment les leucémies et les lymphomes (Cimmino et al. 2005). Le 

niveau d’expression de ces miARNs est inversement corrélé à l’expression de bcl-2.  

Les principaux mécanismes d’altération des miRs-15a/16 sont des délétions, des 

sous-expressions ou des mutations. Dans les cellules tumorales, ces deux miRs sont le plus 

souvent altérés et n’agissent pas sur leurs cibles (tel que le proto-oncogène bcl-2) ce qui 

entraine la survie cellulaire, la prolifération et la progression tumorale. Alors que la 

réexpression de miRs-15a/16 inhibe l’expression de proto-oncogènes tel que bcl-2, 

induisant l’apoptose et entrainant une régression tumorale. 

 
Figure 12 : Les miARNs peuvent fonctionner comme des suppresseurs de tumeur ou des 
oncogènes. a. Dans les tissus normaux, les miARNs inhibent l’expression de gène-cible 
aboutissant à une croissance, prolifération, différenciation et mort cellulaire normales. b. La 
diminution ou la délétion de miARNs suppresseurs de tumeur induit la formation tumorale par 
majoration de l’activité d’oncogènes cibles en augmentant la prolifération, l’invasion, l’angiogénèse 
et en diminuant de l’apoptose. c. L’amplification ou la surexpression d’oncomir induit la formation 
tumorale en diminuant l’activité de gènes suppresseurs de tumeur cibles. Figure issue de Esquela-
Kerscher 2006 (Esquela-Kerscher and Slack 2006). 
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2 – La famille let-7 

Let-7 a été le deuxième miARN mis en évidence chez C. elegans après lin-4  (Reinhart 

et al. 2000) et le premier miARN décrit chez l’homme (Pasquinelli et al. 2000). La famille 

let-7 comprend chez l’homme 12 membres: let-7a-1, -2, -3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-

7f-1, -2, let-7g, let-7i et miR-98, localisés sur 9 chromosones. 

Les gènes de la famille let-7 se trouvent au niveau de régions altérées ou délétées 

dans les tumeurs humaines (Calin et al. 2004b). De plus, let-7a et let-7f sont exprimés à des 

taux faibles dans les cancers du poumon par rapport aux tissus sains (Takamizawa et al. 

2004). La surexpression de let-7 in vitro dans des lignées cellulaires tumorales de poumon 

entraine une inhibition de la croissance cellulaire mettant en évidence son rôle suppresseur 

de tumeur. Cette famille régule négativement les gènes oncogènes Ras (Johnson et al. 

2005). 15 à 30% des tumeurs humaines portent des mutations des gènes Ras. Les mutations 

activatrices induisent une augmentation d’activité de Ras causant une transformation 

cellulaire. Les tissus tumoraux pulmonaires sous-expriment let-7 par rapport à des tissus 

sains. De plus, l’expression de let-7 est inversement corrélée à l’expression de la protéine 

Ras (Takamizawa et al. 2004). La surexpression de let-7 dans les lignées cellulaires 

tumorales induit une diminution d’expression de Ras. Let-7 contrôle directement la 

prolifération cellulaire en régulant négativement Ras (Johnson et al. 2007). De plus, le 

niveau de let-7 est corrélé au pronostic du cancer du poumon : les patients avec une faible 

expression de let-7 ont un taux de survie plus faible que les patients ayant une forte 

expression dans le cancer du poumon (Yanaihara et al. 2006). 

Cette famille régule également d’autres oncogènes : c-myc (Sampson et al. 2007), 

HMGA2 (hight-mobility group AT-hook 2) (Peng et al. 2008) ou des régulateurs clé au 

niveau du cycle cellulaire comme les cyclines D1, D3, A et cdk4 (Johnson 2005; Schultz 

2008), de la prolifération cellulaire et de l’apoptose (Barh et al. 2010;Esquela-Kerscher et al. 

2008). Elle est également dérégulée dans beaucoup d’autres tumeurs que le 

poumon comme le sein, l’ovaire, le colon et le mélanome (Nam et al. 2008;Schultz et al. 

2008) (Barh et al. 2010). Son rôle exact dans l’oncogénèse n’est pas encore connu. 

3 – La famille des miR-34 

Cette famille est composée de trois miRs : miR-34a, miR-34b, miR-34c. Chez 

l’homme, miR-34a est localisé sur le chromosome 1 tandis que les miR-34b et miR-34c ont 

un précurseur commun et se situent au niveau du chromosome 11. Le premier lien montré 

entre la famille miR-34 et les cancers provient de l’observation de la faible expression de 



 58  

miR-34a dans les neuroblastomes de mauvais pronostic (Welch et al. 2007). Dans cette 

étude, la réintroduction de ce miR dans des cellules de neuroblastomes induit une réduction 

de la prolifération cellulaire par l’induction de la voie apoptotique des caspases. Dans les 

neuroblastomes de mauvais pronostic, une délétion 1p36 est observée, zone contenant le 

gène de miR-34a, expliquant la faible expression du miR, lui-même inhibiteur de facteur 

induisant la progression du cycle cellulaire. En 2007, différentes équipes ont ensuite montré 

l’implication de miR-34 dans la voie de p53 (Bommer et al. 2007;Chang et al. 2007;Corney 

et al. 2007;He et al. 2007;Raver-Shapira et al. 2007;Tarasov et al. 2007;Tazawa et al. 2007). 

Elles sont toutes arrivées à la même conclusion : les membres de la famille miR-34 sont des 

cibles directes de p53 et leur surexpression peut induire l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire 

et la sénescence. L’expression des miR-34 est régulée directement par p53. Ces mêmes 

études ont montré qu’ils agissent comme des gènes suppresseurs de tumeur et leur 

réintroduction dans des cellules déficitaires inhibe la prolifération et la survie cellulaire.  

Les analyses expérimentales et les prédictions bioinformatiques ont montré 

l’implication de la famille miR-34 dans la régulation de gènes impliqués dans le contrôle du 

cycle cellulaire et l’apoptose comme E2F3 (Welch et al. 2007; Lujambio et al. 2008), CDK6 

(Bommer et al. 2007; Lujambio et al. 2008), Bcl-2 (Bommer et al. 2007), c-myc (Lujambio 

et al. 2008). MiR-34a est retrouvé sous-exprimé dans les LLC (Mraz et al. 2009;Zenz et al. 

2009). Ce statut est associé à la mutation p53, à une résistance à la chimiothérapie et à la 

diminution d’apoptose. MiR-34a est inhibé par méthylation des ilots CpG dans différents 

cancers dont le mélanome (Lodygin et al. 2008). Dans le mélanome oculaire, miR-34a 

inhibe la prolifération et la migration par inhibition du facteur c-Met (proto-oncogène). 

Dans le mélanome cutané, la surexpression de miR-34a et miR-34c inhibe l’invasion 

cellulaire de lignées de mélanome non mutées pour p53 (Yamazaki et al. 2012). 

 

Cette liste des premiers miRs suppresseurs de tumeur n’est pas exhaustive, il existe 

beaucoup d’autres miARNs reconnus depuis comme suppresseurs tels que miR-29 dans les 

LLC (Pekarsky et al. 2006), miR-145 (Iorio et al. 2005) et miR-125a et b (Scott et al. 2007) 

dans les cancers du sein.  

B – miARNs oncogènes (oncomirs) 

Parmi les oncomirs : le polycistron miR-17-92, miR-21 et miR-155 ont été les premiers 

et les mieux caractérisés. 

1 – Le polycistron miR-17-92 
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Les miRs du polycistron miR-17-92 ont été les premiers identifiés comme étant 

potentiellement oncogènes (He et al. 2005b). Le locus miR-17-92 code pour sept miARNs 

(miR-17-3p, -17-5p, -18a, -20a, -19a, -19b, et -92) exprimés à partir d’un même site de 

transcription d’où leur appellation de polycistron. Ces miRs sont localisés dans des régions 

fréquemment amplifiées dans les lymphomes B et le cancer du poumon et sont 

surexprimés dans différents cancers (Ota et al. 2004 ;Hayashita et al. 2005). Les ARNs 

régulés par le cluster miR-17-92 codent pour des facteurs pro-apoptotiques ou des 

inhibiteurs du cycle cellulaire. 

Une des premières cibles identifiées est le facteur de transcription E2F1 connu 

comme régulateur du cycle cellulaire (O'Donnell et al. 2005). Il a été montré, chez la souris, 

que l’expression du cluster miR-17-92 pouvait potentialiser l’action oncogénique du proto-

oncogène c-myc en accélérant la tumorigénèse et en inhibant l’apoptose (He et al. 2005b). 

De plus, c-myc est directement responsable de l’induction de l’expression du polycistron 

miR-17-92 (Tagawa et al. 2007). En ajustant le niveau d’expression de facteurs pro-

apoptotiques (E2F1) et anti-prolifératifs (p21), le cluster miR-17-92 induirait soit la 

prolifération cellulaire soit l’apoptose. L’action oncogénique est toutefois liée au contexte 

cellulaire dans lequel survient la surexpression.  

2 – miR-21 

Le miR-21 est le miARN surexprimé dans le plus grand nombre de tumeurs solides, 

notamment dans les cancers du sein (Iorio et al. 2005), du poumon (Volinia et al. 2006), du 

colon (Asangani et al. 2008), des ovaires (Iorio et al. 2007), du foie (Meng et al. 2007), de la 

prostate (Volinia et al. 2006) et dans les glioblastomes (Chan et al. 2005). Il est surexprimé 

également dans les pathologies hématologiques telles que les leucémies, les lymphomes, le 

myélome multiple (Fulci et al. 2007;Lawrie et al. 2007;Pichiorri et al. 2008). Les études de 

Iorio et coll. et de Si et coll. ont montré que miR-21 est surexprimé dans les tumeurs 

mammaires par rapport aux tissus normaux suggérant son rôle oncogène (Iorio et al. 2005; 

Si et al.  2007). L’inhibition de ce miR induit une diminution de la croissance cellulaire in 

vitro et in vivo produisant une augmentation de l’apoptose et une diminution de l’expression 

de BCL-2 suggérant ainsi que BCL-2 est une cible de miR-21 (Si et al. 2007). 

Sa surexpression dans l’ensemble des pathologies tumorales suggère un rôle 

d’oncogène ubiquitaire. Les données expérimentales montrent qu’il joue un rôle important 

dans l’oncogénèse. Un grand nombre de ces cibles a été identifié. Elles sont principalement 

des gènes suppresseurs de tumeurs qui participent directement ou indirectement à 
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l’apoptose comme PTEN (Meng et al. 2007;Zhang et al. 2010b), ou PDCD4 (Chen et al. 

2008b;Lu et al. 2008;Yao et al. 2009) ou à l’invasion (Gabriely et al. 2008;Zhang et al. 

2008;Zhu et al. 2008). MiR-21 agit notamment sur RhoB. MiR-21 réprime l’expression de 

RhoB (Connolly et al. 2010) et régule ainsi la prolifération, l’invasion et l’apoptose (Liu et 

al. 2011). L’inhibition de miR-21 induit un arrêt du cycle cellulaire, une augmentation de 

l’apoptose et une augmentation de la chimiosensibilité aux agents anticancéreux dans les 

tumeurs du pancréas (Park et al. 2009a). Des études in vitro et in vivo suggèrent que miR-21 

pourrait être un marqueur diagnostique et pronostique dans différentes pathologies 

tumorales (Gao et al. 2011;Li et al. 2009;Markou et al. 2008;Rossi et al. 2010). 

3 – miR-155 

Le miR-155 a été décrit d’abord dans l’oncogénèse des pathologies hématologiques : 

lymphomes et leucémies (Eis et al. 2005). Il est également surexprimé dans certaines 

tumeurs solides du sein (Iorio et al. 2005), du poumon (Yanaihara et al. 2006), du colon 

(Volinia et al.. 2006), du pancréas (Greither et al. 2010) ou de la thyroïde (Nikiforova et al. 

2008). De plus, un haut niveau d’expression de miR-155 est corrélé à un mauvais pronostic 

dans les cancers du poumon et du pancréas (Yanaihara et al. 2006; Greither et al. 2010). Il 

est ainsi considéré comme un oncomir. 

Plusieurs cibles ont été identifiées comme RhoA (Kong et al. 2008) ou SOCS1 

(suppressor of cytokine signaling 1) (Jiang et al. 2010). Dans le cancer du sein, l’expression 

de miR-155 est inversement corrélée à l’expression du gène suppresseur SOCS1. MiR-155 

joue le rôle d’oncogène en inhibant SOCS1 et induisant ainsi une activation de STAT3 

(signal transducer and activator of transduction) qui va jouer son rôle protumoral. MiR-155 

pourrait également jouer un rôle clé entre l’inflammation et la pathologie tumorale car son 

expression est augmentée par des stimuli inflammatoires.  

 

Le rôle de chaque miARN et le type d’ARNm qu’ils ciblent peuvent être différents 

suivant le tissu étudié. Ainsi, un miR peut agir comme oncogène lorsqu’il est surexprimé 

dans certains cancers et avoir des caractéristiques de suppresseurs de tumeurs dans d’autres 

cancers. Le miR-17-5p, appartenant au cluster miR-17-92, est capable d’inhiber des facteurs 

anti-prolifératifs (tels que TSG101 : Tumor Susceptibility gene 101, RBL1 : 

Retinoblastoma-like 1, MAPK9 : Mitogen-activated protein kinase 9) et des facteurs 

prolifératifs (tels que N-myc, NCOA3 : Nuclear receptor coactivator 3) selon la 

composition moléculaire des tissus considérés induisant un effet oncogène ou au contraire 
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un effet suppresseur de tumeurs. Les exemples sont nombreux par exemple le cluster miR-

17-92 est oncogène dans les lymphomes B (Ota et al. 2004), le cancer du poumon 

(Hayashita et al. 2005), de la prostate (Volinia et al 2006) et du colon (Volinia et al. 2006) 

mais semble être suppresseur de tumeur dans le cancer du sein (Hossain et al. 2006). De 

même, MiR-15a et 16 sont sous-exprimés dans les LLC (Calin et al. 2002) et surexprimés 

dans certaines tumeurs pancréatiques endocrines (Volinia et al. 2006). 

III – Expression des microARNs dans les cancers 

Nous développerons les connaissances sur l’expression des miARNs en oncologie 

en ce qui concerne leur intérêt diagnostique et pronostique, leur rôle pro-métastasiant et 

enfin leur intérêt dans l’étude de réponse aux traitements. 

A – Leur intérêt diagnostique  

Deux études comparatives ont été réalisées, concernant les profils d’expression des 

miARNs dans les tissus tumoraux par rapport à des tissus sains, sur différentes tumeurs 

utilisant deux technologies distinctes (Lu et al. 2005, Volinia et al. 2006).  

Lu et ses collaborateurs ont développé une technique de cytométrie en flux utilisant des 

microbilles associée à une amplification par RT-PCR (Lu et al. 2005). Leur analyse a porté 

sur 217 miARNs étudiés sur 334 échantillons tissulaires ou cellulaires. Ils ont montré que 

l’analyse des profils d’expression de miARNs était très informative. En effet, elle a permis 

de classer les tissus tumoraux selon l’origine embryologique et leur stade de différenciation. 

Ils ont observé majoritairement une sous-expression des miARNs dans les tumeurs par 

rapport aux tissus sains. De plus, ils ont été capables de classer, grâce aux profils 

d’expression, des tumeurs très indifférenciées dont l’étude histologique avait été mise en 

défaut. Ceci permettrait de renseigner l’origine tumorale en cas de localisation métastatique 

d’un cancer dont le primitif est inconnu, pour une meilleure prise en charge thérapeutique 

de ces tumeurs en adaptant le traitement à la pathologie rattachée.  

L’équipe de Volinia a utilisé une technique par microarray (Volinia et al. 2006). L’analyse de 

l’expression de 228 miARNs a porté sur 540 échantillons dont 363 échantillons 

correspondant à 6 types de tumeurs solides (provenant de poumon, sein, estomac, prostate, 

colon et pancréas) et 177 échantillons sains. Une première analyse d’étude de classification 

a permis de sélectionner 137 miARNs permettant une bonne séparation entre les différents 

tissus en fonction de leur origine. Ensuite, cette équipe a comparé les tissus tumoraux et les 

tissus sains et mis en évidence un spectre d’expression différent entre tumeurs et tissus 
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sains. Elle a ainsi identifié 26 miARNs surexprimés et 17 miARNs sous-exprimés soit 43 

miARNs dérégulés sur les 137 étudiés. Parmi ces miARNs, certains sont déjà connus pour 

leur association aux cancers tels que miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-92, miR-106, miR-

155. Cette étude a permis d’identifier une signature de miARNs, majoritairement sur-

exprimés, spécifiques de six types de tumeurs.  

L’ensemble de ces résultats suggère le potentiel de l’utilisation d’un profil d’expression de 

miARNs dans le diagnostic des tumeurs. Cependant ces deux études de comparaison de 

tissus tumoraux et sains montrent des résultats différents. La première a montré 

majoritairement une sous-expression des miARNs dans les tumeurs par rapport aux tissus 

sains et la deuxième majoritairement une sur-expression des miARNs dans les tissus 

tumoraux. Ces différences proviennent de la différence de nombre et de nature des 

échantillons mais également de la technique utilisée. Ces différences seront plus largement 

développées par la suite. 

De nombreuses études ont comparé l’expression des miARNs, dans un type 

particulier de tumeur par rapport au tissu normal correspondant. Elles ont montré des 

signatures d’expression des miARNs tumoraux dans de nombreux types de tumeurs 

notamment dans les LLC (Calin et al. 2004a), les cancers mammaires (Iorio et al. 2005), les 

cancers du poumon (Lu et al. 2012;Saito et al. 2011;Voortman et al. 2010) (Yanaihara et al. 

2006), les glioblastomes (Ciafre et al. 2005), les carcinomes papillaires de la thyroïde (He et 

al. 2005a), les cancers de la prostate (Porkka et al. 2007;Schaefer et al. 2010), les cancers du 

colon (Cummins et al. 2006;Nagel et al. 2008) et les tumeurs endocrines du pancréas 

(Roldo et al. 2006). Par exemple, l’étude de Iorio, à partir de 76 tumeurs mammaires et 10 

échantillons contrôles, a mis en évidence 29 miARNs exprimés différentiellement dans les 

tumeurs par rapport au contrôle et qu’une signature de 15 miARNs suffirait pour prédire si 

le tissu est tumoral ou non. Parmi les miARNs les plus dérégulés, les miRs-155, -21 sont 

retrouvés surexprimés et les miRs-125b, -145 et -10b sont sous-exprimés (Iorio et al. 2005).  

B – Leur intérêt pronostique 

De nombreuses études se sont intéressées à la valeur pronostique de l’expression de 

miARNs dans différentes tumeurs. Les études ont montré, soit des signatures d’expression 

de plusieurs miARNs, soit des miARNs seuls, ayant une association significative avec le 

pronostic de la tumeur. Elles ont été réalisées dans diverses tumeurs notamment dans les 

LLC (Calin et al. 2005), dans les tumeurs du poumon (Garofalo et al. 2009;Yu et al. 2008) 

(Yanaihara et al. 2006 ;Takamizawa et al. 2004), du sein (Iorio et al. 2008) (Buffa et al. 
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2011 ;Yan et al. 2008 ;Roldo et al. 2006), de la prostate (Schaefer et al. 2010). Shen et coll. 

ont réalisé une revue non exhaustive des principales études étudiant le potentiel 

pronostique des miARNs (Shen et al. 2013). Par exemple, Calin et collaborateurs ont mis 

en évidence une signature de 13 miARNs associés aux facteurs pronostiques [expression de 

ZAP70 (Zeta-chain-associated protein kinase 70) et statut mutationnel de la chaîne lourde 

d’immunoglobuline : IgVH] et à la progression tumorale (Calin et al. 2004a). Une signature 

de deux miRs (miR-155 et let-7) est corrélée à la survie dans les cancers du poumon non à 

petites cellules (Yanaihara et al. 2006). La surexpression de miR-155 et la sous-expression 

de let-7a-2 sont corrélées à un mauvais pronostic. Buffa et coll ont identifié des signatures 

d’expression de miRs associés au pronostic de tumeurs mammaires. Une surexpression de 

miR-128a, miR-767-3p et /ou miR-769-3p dans les tumeurs ER positif (Estrogen 

Receptor) et une surexpression de miR-27b, miR-144 et/ou miR-210 dans les tumeurs ER 

négatif sont associées à un mauvais pronostic (Buffa et al. 2011). L’étude de Takamizawa a 

été une des premières à mettre en évidence la valeur pronostique d’un miR particulier. 

Dans les cancers du poumon, la sous-expression de let-7a et -f est associée à une durée de 

survie plus courte et donc de plus mauvais pronostic (Takamizawa et al. 2004). La 

surexpression de miR-21 est corrélée aux stades avancés de cancers mammaires et à un 

mauvais pronostic de survie (Yan et al. 2008) ainsi qu'avec une forte expression de l’index 

de prolifération Ki67 dans les tumeurs endocrines pancréatiques (Roldo et al. 2006).  

 

C –MiARNs et métastases 

Le profil des miARNs est important également dans l’invasion et l’évolution 

métastatique, de par le large spectre d’action des miARNs sur des gènes connus pour leurs 

actions prométastatique et anti-métastatique ou dans la transition épithélio-

mésenchymateuse. Ce rôle dans la formation de métastases ne fut démontré qu’en 2007 

(Ma et al. 2007). Depuis, un nombre croissant de miARNs pro-métastatiques et anti-

métastatiques a été identifié (Zhang et al. 2010a). 

Ma et collaborateurs ont été les premiers à mettre en évidence le rôle d’un miARN 

dans l’induction du processus métastatique (Ma et al. 2007). Ces derniers ont montré que 

miR-10b était fortement exprimé seulement dans les cellules métastatiques des cancers du 

sein et qu’il régulait de manière positive la migration cellulaire et l’invasion in vitro. De plus, 

la surexpression de miR-10b dans les tumeurs du sein non métastatiques in vivo induisait 

l’invasion et l’apparition de métastases. Le rôle du facteur de transcription Twist et la 

régulation de l’expression de la protéine RhoC ont été reportés. Ils ont mis en évidence 
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l’induction par Twist de la transcription de miR-10b. Ce dernier inhibe la traduction de 

l’ARNm du gène HOXD10 (Homeobox D10) ce qui induit la transcription du gène pro-

métastatique RhoC. L’inter-relation Twist/miR-10b/HOXD10/RhoC est le premier 

exemple de relation entre les miARNs et les gènes des cancers associés aux métastases. 

MiR-21 est surexprimé dans de nombreuses tumeurs solides. Il semble jouer un rôle 

important particulièrement dans le processus métastatique. Des études ont montré son 

implication dans l’invasion cellulaire et la formation de métastases. Elles ont été réalisées 

dans différents modèles tumoraux et sur des analyses in vitro et in vivo, par exemple, dans les 

cancers du colon (Asangani et al. 2008), les cancers mammaires (Zhu et al. 2008) ou dans 

les gliomes (Gabriely et al. 2008). MiR-21 agit, pour cela, sur différents gènes suppresseurs 

de tumeurs tels que, par exemple, RhoB. MiR-21 réprime l’expression de RhoB (Connolly 

et al. 2010) et régule ainsi la prolifération, l’invasion et l’apoptose (Liu et al. 2011). Ainsi, la 

surexpression de miR-21 agit, comme une extinction de RhoB, en induisant la prolifération 

et l’invasion cellulaire et en inhibant l’apoptose dans les cancers colorectaux. L’inhibition de 

miR-21 induit l’effet inverse.  

Dans le mélanome, le miR-182 est surexprimé dans les lignées cellulaires de 

mélanome métastatique. Segura et coll ont montré que l’expression ectopique de miR-182 

stimule la migration des cellules de mélanome in vitro et in vivo en réprimant les facteurs de 

transcription MITF (microphthalmia-associated transcription factor) et FOXO3 et induit 

ainsi la formation de métastases (Segura et al. 2009). 

D –Leur intérêt dans la prédiction de la réponse aux traitements 

Il a été montré par plusieurs études que la réponse à différentes classes de 

médicaments pouvait être modulée par le niveau d’expression de certains miARNs. Ceci a 

été le cas notamment pour la prédiction de la réponse aux traitements anticancéreux 

(Hummel et al. 2010). Par exemple, l’expression de miR-214 influencerait la réponse au 

cisplatine dans le cancer de l’ovaire (Yang et al. 2008) ou les expressions de let-7, miR-21, 

miR-27b, miR-28 influenceraient la réponse à la doxorubicine dans le cancer du sein 

(Kovalchuk et al. 2008). La surexpression du miR-17 via STAT3 induirait une résistance à 

l’inhibiteur de MEK (AZD6244) dans des lignées cellulaires pulmonaires (Dai et al. 2011).  

 

En oncologie, les profils d’expression des miARNs tumoraux paraissent intéressants 

dans le diagnostic, le pronostic et la réponse aux traitements dans un grand nombre de 
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tumeurs. Nous allons maintenant développer les connaissances des microARNs dans le 

mélanome. 

 

3) Les microARNs dans le mélanome 

Les premières études concernant le mélanome ont été surtout descriptives de profils de 

miARNs. Ces profils d'expression ont été définis dans des échantillons de tissus tumoraux 

ou des échantillons de lignées cellulaires de mélanome. Les expressions différentielles par 

rapport à des échantillons contrôles ont été considérées comme associées à la formation du 

mélanome et à la progression. Les études se sont ensuite intéressées aux rôles fonctionnels 

des miRs et ont montré leur importante contribution à la complexité moléculaire de ces 

tumeurs. Récemment, ils ont commencé à être étudiés dans les fluides biologiques. Nous 

allons décrire les études des profils d’expression ainsi que les études fonctionnelles. 

I – Etudes sur l’expression des microARNs dans le mélanome 

A – Premières études sur les microARN dans le mélanome (2005-2008) 

Les toutes premières données publiées sur l’expression des microARNs dans le 

mélanome ont été réalisées par les travaux de Lu en 2005 (Lu et al. 2005). Cette équipe 

avait examiné l’expression de 217 microARNs dans 334 échantillons de différents types de 

pathologies cancéreuses incluant des lignées cellulaires et des tissus tumoraux. Les profils 

d’expression des microARNs étaient très informatifs de l’origine et du niveau de 

différenciation des tumeurs. Ils ont permis la classification de tumeurs peu différenciées. 

Un nombre aux alentours de 200 microARNs pourrait être suffisant pour classer les 

tumeurs chez l’homme. Cependant, dans cette étude il n’y avait que trois échantillons 

tissulaires et deux lignées cellulaires de mélanome. De plus, il n’y avait pas eu de 

comparaison par rapport au tissu sain pour le mélanome, contrairement à d’autres tumeurs. 

En 2006 et 2007, l’expression des microARNs dans le mélanome a été publiée dans 

des études analysant un large panel de tissus et de lignées cellulaires dans différents types de 

tumeurs (Blower et al. 2007;Gaur et al. 2007) (Zhang et al. 2006).  

L’étude de Zhang (Zhang et al. 2006) a porté sur 227 échantillons tissulaires et cellulaires 

de tumeurs mammaires, ovariennes et mélanomes. Pour le mélanome, cette étude 

comprenait 45 lignées cellulaires mais pas de tissus. Ils ont identifié 243 microARNs qui 

sont retrouvés uniquement dans le mélanome (dont 83 gains et 160 pertes) et 41 

microARNs ont été trouvés communs aux trois pathologies. 86% des lignées de mélanome 
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ont une altération génomique sur les gènes correspondant aux gènes des microARNs. Ces 

altérations génomiques sur les gènes des microARNs pourraient constituer une étape 

critique dans le développement des cancers. Cette étude sert de référence bibliographique 

pour élaboration de la carte moléculaire du mélanome réalisée sur le site Melanoma 

Molecular Map Project (MMMP, http://www.mmmp.org/MMMP/) 

(www.mmmp.org/MMMP/public/glossary 14 A.D.).  

Gaur et collaborateurs ont étudié l’expression de 241 microARNs matures dans 60 lignées 

cellulaires tumorales. Ils ont identifié 15 microARNs ayant la même expression dans 8 

lignées cellulaires de mélanome et différentes des autres lignées cellulaires (4 étant 

surexprimés et 11 sous-exprimés dans ces lignées de mélanome) (Gaur et al. 2007). Une 

étude complémentaire aux travaux précédents sur 60 lignées cellulaires tumorales a montré 

le rôle potentiel des microARNs dans la chimiorésistance et la chimiosensibilité  (Blower et 

al. 2007). 

En janvier 2008, une étude a résumé les données concernant l’expression des 

microARNs dans les tumeurs solides et leurs gènes cibles. Elle s’est intéressée plus 

particulièrement au mélanome (Molnar et al. 2008). Dans cette étude préliminaire, les 

auteurs ont recherché si les gènes des microARNs pouvaient faire une discrimination entre 

mélanomes et mélanocytes. Ils ont étudié 4 lignées cellulaires de mélanome dont certaines 

ayant un potentiel métastatique, 2 échantillons tissulaires provenant de mélanome primaire 

et 2 cultures de mélanocytes.  Ils ont examinés 28 microARNs dans les expressions étaient 

différentes entre mélanomes et mélanocytes. Ils ont souligné le rôle potentiel futur des 

profils de microARNs comme valeur pronostique dans le diagnostic et dans la classification 

des mélanomes. 

B – Déterminations de profils de microARN dans le mélanome  

La première étude, portant sur la comparaison des profils de microARN de 

mélanocytes épidermiques humains normaux (NHEM) par rapport aux lignées cellulaires 

de mélanome, a été publiée en juillet 2009 (Mueller et al. 2009). Cette étude a analysé, par 

microarray, 461 microARNs dans des NHEM et sept lignées tumorales de mélanome dont 

trois dérivées de mélanomes primaires et quatre de mélanomes métastatiques afin 

d’identifier les microARNs impliqués dans la tumorigénèse, la progression et dans le 

processus métastatique. De larges cohortes de microARNs associés à une progression 

précoce ou tardive du mélanome malin, pouvant être de potentiels oncogènes ou gènes 
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suppresseurs de tumeurs, ont pu être définies (Figure 13).     

 
 
Figure 13: Représentation schématique des miARNs dérégulés durant la tumorigénèse du 
mélanome. L’expression des miRs: -182, -137, -221/222, -17-5p et -373, est plus importante dans 
les métastases par rapport à la tumeur primaire et let-7a, let-7b, miR-181a, miR-194 sont au 
contraire diminués d’après les études de Mueller et coll. Figure d’après Mueller, 2009 (Mueller and 
Bosserhoff 2009) 

 

 Une autre étude a évalué, sur un panel de 17 lignées cellulaires de mélanome et des 

mélanocytes normaux provenant de 10 donneurs sains, le niveau d’expression par RT-PCR 

de sept microARNs (Levati et al. 2009). Les miRs -17-5p, -18a, -20a et -92a étaient 

surexprimés, et les miRs -146a, -146b, -155 sont sous-exprimés dans la majorité des lignées 

tumorales par rapport aux mélanocytes normaux. Les auteurs se sont intéressés plus 

particulièrement au miR-155. Les résultats montrent, pour la première fois, que miR-155 

pourrait être classé comme régulateur négatif de la prolifération et de la survie du 

mélanome. 

Les différentes études réalisées, en 2009 et 2010, sur les microARNs dans le 

mélanome ont mis en évidence différents microARNs régulateurs associés de manière 

précoce ou tardive à la progression du mélanome malin (Schulz et al. 2008) (Caramuta et al. 

2010;Chen et al. 2010;Mueller & Bosserhoff 2009;Mueller and Bosserhoff 2010;Segura et 

al. 2010). Ces microARNs sont intéressants car ils peuvent représenter des marqueurs 

diagnostiques ou des cibles thérapeutiques potentiels. 

Des études se sont intéressées plus globalement à des profils d’expression des 

microARNs (Philippidou et al. 2010;Stark et al. 2010). L’équipe de Philippidou a étudié 

certains microARNs ainsi que leurs gènes cibles sur 10 lignées cellulaires de mélanome ainsi 

que sur 20 tissus de patients correspondant à des naevus bénins, des mélanomes primaires 

et des métastases de mélanome. Cette étude a montré que le miR-200c était diminué dans 

tous les échantillons tissulaires et cellulaires de mélanome, les miRs-205 et -23b étaient 
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diminués uniquement dans les échantillons tissulaires de mélanome. De plus, les miRs-146a 

et -155 étaient augmentés dans les tissus de mélanome mais pas dans les lignées cellulaires. 

Leur étude a permis de définir certains microARNs et leur gène cible. Ces derniers 

pourraient être des candidats intéressants comme biomarqueurs de mélanome. 

De récentes études ont inclus l’identification d’une signature de microARNs dont 

l’expression est un facteur prédictif indépendant de la survie (Segura et al. 2010). Cette 

étude a porté sur 59 échantillons tissulaires fixés et inclus en paraffine de mélanomes 

métastatiques. Une signature de 18 microARNs a été mise en évidence permettant de 

distinguer les mélanomes de mauvais pronostic. Par ailleurs, une surexpression de certains 

microARNs était corrélée à une longue survie. 

Ma et collaborateurs ont démontré la faisabilité de réaliser un profil de microARNs 

sur des échantillons tissulaires fixés au formol inclus en paraffine (FFPE : Formalin-Fixed 

Paraffin Embedded) (Ma et al. 2009). Leur étude s’est intéressée à 53 microARNs. Les 

membres de la famille let-7 étaient parmi les microARNs les plus représentés, avec une 

diminution d’expression, sauf let-7e et let-7i qui étaient surexprimés. 

II – Etudes fonctionnelles des microARNs dans le mélanome 

Un état actuel des principaux miARNs connus pour être impliqués dans le 

développement et la progression du mélanome est répertorié dans la figure 14 et le 

Tableau 3 (Glud and Gniadecki 2013;Schneider 2012;Segura et al. 2012;Voller et al. 2013). 

Les principales cibles des miARNs peuvent être divisés en trois classes : les récepteurs ou 

canaux, les protéines des voies de signalisation, les facteurs de transcription (Völler et al. 

2013). Ces miARNs interviennent dans quatre principaux processus qui dictent la genèse et 

la progression du mélanome : la prolifération, l’invasion, la survie et la réponse immune 

(Segura et al. 2012 ;Glud and Gniadecki 2013). Un grand nombre d’altérations moléculaires 

apparaissent dans la mélanomagénèse. Comme vu précédemment, les principales voies de 

signalisation dérégulées dans le mélanome sont la voie des MAP Kinases, la voie 

PI3K/AKT, la voie p16 et p14 avec la cascade CDKN2A/p53, la voie MITF et la voie 

Wnt/Béta-caténine (Figure 4).  

Nous développerons plus précisément certains de ces miARNs avec leurs principales 

cibles et leurs rôles. Nous nous focaliserons sur les connaissances de l’implication de 

certains miARNs sur la voie des MAP Kinases et PI3K, sur les cyclines, sur la voie MITF, 

sur l’hypoxie et le pouvoir invasif par la formation de métastases. 
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Figure 14. Figure schématique des principaux miRs et gènes-cibles impliqués dans la 
mélanomagénèse d’après Mueller et Bosserhoff 2009 (Mueller & Bosserhoff 2009) 

 

 
Tableau 3 : Principaux miARNs impliqués dans le développement et la progression du 
mélanome. Pour chaque miR est noté si son expression est augmentée ou diminuée, leurs cibles et 
leurs fonctions connues. Complément de références (Braig et al. 2010;Costa et al. 2009;Deng et al. 
2011;Dong and Lou 2012;Gaziel-Sovran et al. 2011;Heinemann et al. 2012;Kitago et al. 
2009;Kundu et al. 2012;Migliore et al. 2008;Mueller and Bosserhoff 2011;Noguchi et al. 
2012a;Noguchi et al. 2012b) 
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A – Rôles des miRs dans les voies MAPK et PI3K 

Différentes voies de signalisation sont altérés dans le mélanome dont les voies 

MAPK et PI3K qui jouent un rôle clé dans la mélanomagénèse.  

La voie MAPK régule le devenir des cellules en réponse à une grande variété de 

stimuli via des ligands activant les récepteurs aux tyrosines kinases (RKTs). Ras est activé 

par différents facteurs de croissance entrainant le recrutement de la kinase Raf et 

conduisant à la cascade de phosphorylation Raf-MEK-ERK. La protéine ERK activée 

induit l’activation de facteurs de transcription important pour la prolifération cellulaire. Les 

intégrines sont des récepteurs glycoprotéiques transmembranaires capables après liaison à 

leurs ligands matriciels d’activer la cascade des MAPK. L’expression de l’intégrine béta 3 

(β3) et celle de NRAS sont régulées par let-7a dans le mélanome (Muller and Bosserhoff 

2008). L’intégrine β3 est connue pour jouer un rôle important dans la progression et 

l’invasion du mélanome. La transfection de cellules de mélanome par let-7a induit une 

diminution de l’expression de l’intégrine β3,  suggérant que la perte d’expression de let-7a 

pourrait être un mécanisme régulateur conduisant à l’augmentation de l’expression de 

l’intégrine β3. Ces données ont montré que let-7a était un régulateur important de 

l’intégrine β3. En effet, la perte d’expression de let-7a dans le mélanome est impliquée dans 

le développement et la progression de ce cancer. A l’heure actuelle, peu de miARNs 

semblent cibler directement la voie des MAPK pourtant fortement impliquée dans la 

mélanomagénèse.  

La voie PI3K-AKT est activée dans des mélanomes métastatiques par amplification 

ou mutation activatrice d’AKT, par mutation inhibitrice ou délétion de PTEN, par 

mutation activatrice de NRAS. PI3K peut être activée directement par un récepteur à 

tyrosine kinase ou par l’intermédiaire de la protéine RAS. Elle peut être inhibée par PTEN. 

Elle permet le recrutement de la kinase AKT induisant sa phosphorylation. AKT est un 

proto-oncogène qui a diverses protéines effectrices en aval dont la protéine mTOR 

(mammalian Target Of Rapamycin) qui agit sur la synthèse protéique intervenant dans le 

cycle cellulaire et l’apoptose. AKT3 a été montré comme inversement corrélé au taux de 

miR-125b et pourrait être une cible de ce miR (Glud et al. 2011). MiR-21, miR-25, miR-

92a, miR-181a, miR-200b, miR-221 et miR-222 sont surexprimés dans le mélanome et ont 

été identifiés comme régulateurs directs de PTEN (Garofalo et al. 2009) (Karreth et al. 

2011;Yang et al. 2011).  

c-Kit, est un récepteur de tyrosine kinase pour le facteur de croissance SCF, son 

activation induit l’activation des voies MAPK et PI3K/AKT. Il joue un rôle central dans le 
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développement des mélanocytes et dans la survie cellulaire. Les miRs-221, -222, -149 et -

338 sont surexprimés dans le mélanome et sont connus pour réguler l’expression de c-Kit 

(Igoucheva and Alexeev 2009). Les miRs-221 et -222 sont surexprimés dans différents 

cancers dont le mélanome dans lesquels ils exercent leur fonction en réprimant le récepteur 

c-kit. Felicetti et collaborateurs ont montré que ces deux microARNs sont directement 

impliqués dans la pathogénèse du mélanome (Felicetti et al. 2008a;Felicetti et al. 2008b). La 

majorité des mélanomes invasifs et métastatiques présentent une sous-expression du 

récepteur c-kit. Ils ont montré que cette diminution d’expression de c-kit était le résultat 

d’une surexpression de miRs-221 et -222 pendant la progression du mélanome de la tumeur 

primaire au mélanome invasif. La surexpression des miRs-221 et -222 induit la 

prolifération, l’augmentation des capacités invasives et chémotactiques, une augmentation 

de la croissance tumorale dans des modèles murins de mélanome. Des résultats similaires 

ont été publiés en 2009 (Igoucheva & Alexeev 2009). Igoucheva et ses collaborateurs ont 

confirmé que c-kit était dérégulé par miRs-221 et -222 et ont montré que la régulation de c-

kit était basée sur un mécanisme de régulation miARN-dépendante et non dépendante du 

facteur de transcription AP-2 (Activating protein 2). 

B – Action des miRs sur l’expression des cyclines 

Le cycle cellulaire est contrôlé par la modulation de l’expression des cyclines et leur 

capacité à activer des kinases spécifiques (CDK). Plusieurs microARNs interviennent dans 

la voie p16-CDK4/6-Rb. P16, un inhibiteur de CDK4, régule négativement l’activité du 

complexe CDK4-cycline D1. Il empêche l’inactivation de la protéine Rb (normalement 

inactivée par phosphorylation par le complexe CDK4-cycline D) ce qui empêche la 

libération de facteurs de transcription essentiels (E2F) au passage de la phase G1 vers la 

phase S du cycle cellulaire. L’augmentation de l’expression des cyclines D1 et D3 a été 

démontrée dans le mélanome. Plusieurs miARNs ciblent directement ces cyclines 

notamment let-7b (Schultz et al 2008), miR-193b (Chen et al. 2010). MiR-205 a pour cible 

E2F (Dar et al. 2011). L’équipe de Kunz a montré que let-7b ciblait des molécules 

importantes du cycle cellulaire (Schultz et al. 2008). L’analyse a porté sur 157 microARNs 

différents sur 10 naevus mélanocytaires bénins et 10 mélanomes primaires.  Une expression 

différentielle a été trouvée pour 72 miARNs. Les cinq membres de la famille let-7 (a, b, d, 

e, g) étaient significativement diminués dans les échantillons mélanomes par rapport aux 

naevus bénins suggérant les rôles possibles de ces molécules comme suppresseurs de 

tumeur. La surexpression in vitro de let-7b, dans des cellules mélaniques transfectées, a 
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diminué l’expression des cyclines D1, D3, A et de CDK4 jouant ainsi un rôle dans le 

développement du mélanome. Ces données montrent que let-7b joue un rôle important, 

comme régulateur négatif de la croissance cellulaire et de la prolifération, par inhibition de 

la progression du cycle cellulaire. Par ailleurs, l’activité des complexes cycline-CDK peut 

être inhibée par p27. La protéine p27 est une cible directe des miR-221 et miR-222 (Das et 

al. 2010). 

C –Action des miRs sur le facteur MITF 

La première étude rapportant la dérégulation d’un seul microARN et ses fonctions 

dans la tumorigénèse du mélanome a été publiée par Bemis et coll. (Bemis et al. 2008). Le 

facteur de transcription MITF (microphtalmia-associated transcription factor) joue un rôle 

clé dans le lignage mélanocytaire (mélanoblastes, mélanocytes, mélanomes). Il contrôle 

l’expression de gènes impliqués dans la différenciation (mélanomagénèse, morphologie), la 

survie et la prolifération cellulaire. Des altérations de l’expression de MITF sont retrouvées 

dans le mélanome. Dans cette étude, le miR-137 a été identifié comme un des régulateurs 

de l’expression de MITF. Dans des lignées cellulaires de mélanome, miR-137 diminue 

l’expression de MITF. Par la suite, d’autres microARNs ont été identifiés comme 

régulateurs du facteur MITF dans le mélanome comme les miRs-148 et -182 (Haflidadottir 

et al. 2010) (Segura et al. 2009). Le miR-182, en plus de son action sur MITF, agit sur 

l’expression de FOXO3, facteur impliqué dans le développement du mélanome. 

D –MicroARNs et hypoxie 

En 2007, les premières analyses, étudiant les miARNs en hypoxie, ont mis en 

évidence une expression différentielle de certains miARNs en réponse à la baisse de 

pression en oxygène (Donker et al. 2007;Kulshreshtha et al. 2007). En 2008, différentes 

études ont mis en évidence l’induction de miR-210 dans l’hypoxie (Camps et al. 

2008;Fasanaro et al. 2008;Giannakakis et al. 2008;Pulkkinen et al. 2008). Les cellules 

cancéreuses en hypoxie ont un caractère invasif et métastatique et sont plus résistantes aux 

traitements. Le facteur de transcription HIF (hypoxia inducible factor) joue un rôle central 

dans l’expression de plusieurs gènes impliqués dans différentes fonctions liées aux 

développements cancéreux telles que la survie cellulaire, l’angiogénèse et l’invasion 

tumorale. Zhang et collaborateurs ont démontré que l’expression de miR-210, principal 

microARN surexprimé par l’hypoxie, était élevée dans différents types de cancers et 

corrélée au caractère invasif du mélanome (Zhang et al. 2009). La surexpression de miR-
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210 inhibe l’expression de Mnt (Max’s next tango), un antagoniste du proto-oncogène myc. 

Ces données indiquent que ce miR influence la réponse à l’hypoxie dans les cellules 

tumorales en ciblant la protéine myc via l’inhibition de l’expression de Mnt. MiR-210 

interviendrait dans l’adaptation des cellules cancéreuses aux conditions d’hypoxie en 

favorisant la croissance cellulaire et la survie. 

E – MicroARNs et pouvoir métastatique  

Les transitions entre phase non invasive (phase de croissance horizontale ou radiale 

du mélanome :RGP), phase invasive (phase de croissance verticale du mélanome : VGP) et 

phase métastatique (mélanome métastatique) s’accompagnent d’un gain de fonction comme 

pour certains facteurs de transcription (CREB/ATF-1, ATF-2, NFκB, SNAIL, STATs) 

ainsi que de la perte du facteur AP-2α (Melnikova and Bar-Eli 2008) (ATF-1 et 2 : Cyclic 

AMP-dependent transcription factor 1 and 2, NF-κB : nuclear factor-kappa B). L’altération 

des molécules d’adhésion comme les E-cadhérines, N-cadhérines et de différentes 

intégrines, la modification des gènes impliqués dans l’angiogénèse, dans l’invasion et la 

survie (VEGF, c-kit, EGFR) (VEGF : vascular endothelial growth factor, EGFR : 

epidermal growth factor receptor) sont liées à l’acquisition d’un haut potentiel métastatique. 

Comme cité plus haut, plusieurs miRs, incluant miRs-137, -221/222, -182, -34a ont montré 

leur implication dans la progression du mélanome en régulant des gènes-clé comme c-kit, 

MITF, FOXO3, l’intégrine β3 , cycline D1, p27Kip1  (Mueller & Bosserhoff 2009). Segura a 

montré que la surexpression de miR-182 induisait le potentiel métastatique du mélanome 

en réprimant les facteurs de transcription MITF et FOXO3 (forkhead family transcription 

factor) en augmentant la survie et le potentiel invasif (Segura et al. 2009). Penna et 

collaborateurs ont identifié une nouvelle voie coordonnée par miR-214 et le facteur de 

transcription AP-2 contribuant à la progression et au processus de dissémination 

métastatique (Bar-Eli 2011;Penna et al. 2011). Une surexpression de miR-34b, induite par 

hypométhylation, réduit l’invasion et la migration de lignées de mélanome métastatique 

permettant de penser que des modulations épigénétiques de miR-34b induiraient un 

potentiel  métastatique dans le mélanome (Mazar et al. 2011b). 

 

 

III – Synthèse 
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La majorité des études d’expression des microARNs dans le mélanome ont utilisé les 

mélanocytes comme référence pour comparer l’expression des lignées cellulaires ou des 

échantillons tissulaires (Caramuta et al. 2010 ;Chen et al. 2010 ;Levati et al. 2009 ;Molnar et 

al 2008 ;Mueller et al. 2009 ; Philippidou et al. 2010 ;Schultz et al. 2008) (Chan et al. 

2011;Greenberg et al. 2011;Jukic et al. 2010;Satzger et al. 2010). Cette comparaison par 

rapport aux mélanocytes, cellules dont sont issues les cellules mélaniques, est certes 

importante mais présente des limites puisqu’elle ne tient pas compte de l’environnement 

complexe du mélanocyte.      

Les profils d’expression des microARNs sur les lignées cellulaires (Chen et al. 2010 ; 

Levati et al. 2009 ;Mueller et al. 2009 ;Satzger et al. 2010) et sur des échantillons tissulaires 

(Caramuta et al. 2010 ;Segura et al. 2010) peuvent permettre de renseigner sur la 

différenciation entre les différentes tumeurs solides, entre les différents types de 

mélanomes, l’identification de potentiels biomarqueurs pour le diagnostic et le pronostic. 

Les différentes études bibliographiques ont permis notamment de mettre en évidence une 

expression différentielle de certains microARNs entre le mélanome et les autres pathologies 

cancéreuses. Il existe également des expressions différentes entre les naevus bénins, les 

mélanomes primaires et les mélanomes métastatiques. Certains ont montré leur intérêt dans 

le pronostic et dans la survie : miR-191 et miR-193b (Caramuta et al. 2010), miR-15b 

(Satzger et al. 2010), miR-29c (Nguyen et al. 2011).  

Toutes les études réalisées sur les microARNs amènent à penser que ces marqueurs 

seraient des potentiels biomarqueurs pouvant jouer un rôle dans le diagnostic, le pronostic 

des mélanomes. Cependant pour l’instant, les résultats sont encore discordants entre les 

différentes études. En effet, de nombreuses études ont été réalisées sur les microARNs 

tissulaires et cellulaires dans le mélanome. Elles ont mis en évidence un grand nombre de 

microARNs dérégulés, même si quelques-uns sont communs, beaucoup de discordances 

apparaissent. Ces différences proviennent entre autre de la très grande hétérogénéité des 

panels d’échantillons et des effectifs étudiés. De plus larges cohortes doivent être analysées. 

Le rôle que joue chaque microARN dans la tumorigénèse reste encore largement à explorer 

notamment leur implication dans les voies de signalisations cellulaires. De nombreuses 

études sont encore à réaliser pour que ces microARNs puissent être utilisés en clinique 

comme biomarqueur ou comme cible thérapeutique.  

Récemment en 2008, les microARNs ont été décrits et dosés dans les fluides 

biologiques. De nombreuses études s’intéressent à ces microARNs circulants. Leur 
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détection offre une perspective intéressante car ils permettraient de posséder des 

biomarqueurs relativement peu invasifs. 

 

4) Les microARNs circulants 

Nous aborderons, tout d’abord, l’expression de ces microARNs circulants en 

physiopathologie puis leur quantification et enfin nous décrirons les connaissances actuelles 

sur leurs formes, leurs origines et leurs fonctions. 

I – L’expression des miRs circulants en physiopathologie 

Les miRs circulants ont été décrits dans le sérum et le plasma pour la première fois 

en 2008. La première étude a été réalisée chez la femme enceinte (Chim et al. 2008). En 

oncologie, ils ont d’abord été décrits chez des patients atteints de lymphome B (Lawrie et 

al. 2008). Depuis, les miRs circulants ont été étudiés dans diverses pathologies et en 

particulier dans les pathologies cancéreuses ou les maladies cardiovasculaires. 

Nous développerons les connaissances actuelles sur les miARNs circulants chez les sujets 

sains, dans la grossesse (domaine dans lequel les miRs circulants ont été étudiés pour la 

première fois) et enfin en oncologie. 

A – Les mirs circulants chez les individus sains 

Différentes plateformes ont étudié le spectre normal des miRs circulants chez les 

individus sains. Ces études ont d’abord réalisé une étape d’identification par séquençage 

(Chen et al. 2008a;Mitchell et al. 2008) ou microarray (Tanaka et al. 2009;Wang et al. 2010a) 

puis une phase de validation par RT-qPCR. Des profils ont été recherchés à partir du 

sérum (Chen et al. 2008 ;Mitchell et al. 2008), du plasma (Tanaka et al. 2009; Wang et al. 

2010a) ou de microvésicules du sang (Hunter et al. 2008). Dans l’étude de Chen, tous les 

petits ARNs isolés à partir du sérum de sujets sains ont été séquencés puis validés par RT-

qPCR au total 101 miRs connus dans la miRbase ont été trouvés (Chen et al. 2008). Les 

autres études ont mis en évidence respectivement 130 (Mitchell et al. 2008), 148 (Tanaka et 

al. 2009), 170 (Wang et al.  2010a) et 104 miRs (Hunter et al. 2008). Entre ces cinq études, 

plus de 270 miRs circulants différents ont été détectés chez des individus sains. 20 miRs 

sont identiques, dans au moins 4 études, ce sont les miRs suivants: let-7b, miR-16, -21, -

223, -24, -25, -30d, -320, -106b, -142-3p, -15a, -183, -186, -19b, -20a, -22, -26a, -451, -484, -

92a. Cela a permis de commencer à construire une image du spectre de miARNs présents 

dans la circulation sanguine dans des conditions physiologiques normales. 
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L’ensemble des études sont unanimes pour dire que les taux de miARNs sériques ou 

plasmatiques sont très constants chez les individus sains (Chen et al. 2008;Gilad et al. 

2008). Un point intéressant est qu’en situation normale, les profils de ces miRs ont montré 

un chevauchement important par rapport au profil des miRs des cellules sanguines (Chen 

et al. 2008). Cela suggère que la majorité des miRs circulants est libérée dans la circulation 

par les cellules sanguines. Ceci est cohérent avec une étude sur les miRs contenus dans les 

microvésicules isolés à partir du sang périphérique où 71 des 104 miRs des microvésicules 

sont issus des cellules mononucléées du sang (Hunter et al. 2008).  

Les profils de miRs circulants sont relativement proches chez les hommes et les 

femmes (Chen et al. 2008; Hunter et al. 2008). De plus, il ne semble pas y avoir de 

différence significative en fonction de l’âge (Hunter et al. 2008). Cependant, aucune étude 

n’a étudié, pour l’instant, les profils de miRs chez un même individu au cours du temps. En 

résumé, chez les sujets sains, les miRs sont présents, à un taux constant, provenant 

majoritairement des cellules sanguines. Ainsi des modifications de l’expression des miRs 

circulants peuvent être le signe de changements physiologiques ou pathologiques et ainsi 

être utilisés comme potentiels biomarqueurs ce qui explique l’intérêt croissant des études 

sur ce type de biomarqueur. 

B – L’expression des miRs circulants durant la grossesse 

La première étude sur les miRs circulants a été réalisée chez des femmes enceintes 

(Chim et al. 2008). Cette étude a analysé les taux de miRs placentaires, plasmatiques et des 

cellules sanguines. Ces derniers ont sélectionné les miRs potentiellement candidats sur la 

base d’un taux dix fois supérieur dans le placenta par rapport aux cellules sanguines et leur 

absence après l’accouchement. De cette manière, 17 miRs ont été sélectionnés et seuls les 4 

miRs présentant les taux les plus importants ont été étudié par RT-qPCR (miR-141, -149, -

299-5p, -135b). Les miRs-141 et -149 étaient les plus significatifs et le taux de miR-141 était 

bien corrélé au stade de la grossesse.  

Dans une deuxième étude, les miRs circulants ont été retrouvés dans les sérums ou 

les plasmas de femmes enceintes (Gilad et al. 2008). Un ensemble de 28 miRs ont été 

mesurés dans le sérum de femmes enceintes à différents trimestres et de femmes contrôles. 

Douze miRs étaient présents à des niveaux supérieurs à cinq fois au troisième trimestre par 

rapport aux échantillons contrôles. Les miRs-526a, -527 et -520d-5p ont montré un fort 

taux de variation et permettent de distinguer les femmes enceintes et non enceintes avec 

une grande précision. En 2009, l’équipe de Luo a cherché à identifier des miRs placentaires 
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par séquençage d’une banque de tissus placentaires et a testé l’hypothèse que la sécrétion de 

ces miRs placentaires se faisait via des exosomes (Luo et al. 2009). Elle a mis en évidence 

que les miRs spécifiques du placenta (dont miR-517a) sont abondants dans le plasma des 

femmes enceintes et diminuent après l’accouchement. 

Sur l’ensemble des études faites sur les miRs circulants dans la grossesse, il en ressort 

que les miRs produits par les cellules trophoblastiques peuvent être sécrétés dans le sérum 

et le plasma maternel (Luo et al. 2009) et ont le potentiel pour servir de biomarqueur (Gilad 

et al. 2008) (Morales Prieto and Markert 2011). Certains miRs placentaires ont été détectés 

dans le plasma maternel et sont associés à la grossesse. Certains miRs sont beaucoup plus 

élevés dans le plasma des femmes enceintes que celles non enceintes. Certains, comme le 

miR-141, ont leur taux qui augmente avec la progression de la gestation (Chim et al. 2008). 

De plus, les taux de certains miRs ont été modifiés lors de problèmes au cours de la 

grossesse et notamment dans la prééclampsie (Fu et al. 2013). 

Ces études, chez la femme enceinte, ont permis de montrer la faisabilité d’analyse de 

tel biomarqueur dans le sang et ont conduit à susciter leur intérêt dans d’autres domaines 

notamment en oncologie. 

C –L’expression des miRs circulants en oncologie 

Nous décrirons, tout d’abord, les premières études faites en oncologie sur les 

miRs sériques et plasmatiques puis nous décrirons les principales études réalisées par la 

suite et enfin nous parlerons des études dans le mélanome. 

1 – Les premières études 

La première description de miARNs dans les fluides biologiques en oncologie a été 

faite en mars 2008 par Lawrie et collaborateurs (Lawrie et al. 2008). Ils ont montré que les 

miRs circulants étaient détectables dans le sérum et le plasma. Lawrie et coll. ont mis en 

évidence que certains miRs spécifiques avaient un niveau d’expression différent entre les 

patients atteints de lymphome-B et les sujets sains. Dans leur étude portant sur les sérums 

de 60 patients atteints de lymphome-B, ils ont constaté une augmentation significative de 

l’expression des miRs-155, -21 et -210 par rapport aux témoins. Les patients, ayant une 

expression élevée de miR-21, avaient une survie sans récidive plus longue. Cette étude a été 

la première à suggérer l’intérêt des miRs circulants comme biomarqueur non invasif dans le 

diagnostic et le pronostic en oncologie. 
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Suite à cette première étude, d’autres équipes ont confirmé la possibilité d’identifier 

et de détecter des miRs circulants et ont étudié leur profil d’expression. Deux grandes 

stratégies ont été utilisées, soit les équipes ont utilisé des techniques de screening haut débit 

afin de déterminer des profils de miRs et trouver une signature des différents cancers, soit 

les équipes ont réalisé des analyses ciblées en étudiant un ou plusieurs miRs par RT-qPCR. 

Mitchell et collaborateurs ont utilisé une combinaison de techniques de clonage, de 

séquençage et de RT-qPCR pour analyser le plasma d’individus sains, de patients atteints de 

cancer de la prostate et de souris (Mitchell et al. 2008). Ils ont montré que certains miRs 

dérivés de tumeurs épithéliales de la prostate étaient rapidement libérés dans la circulation 

sanguine. Pour cela, ils ont utilisé un modèle de souris pour montrer que des miRs étaient 

détectés dans le sang de souris après une xénogreffe de lignées cellulaires de cancer de la 

prostate. La quantité de ces miRs a été corrélée à la masse tumorale de la xénogreffe. Ces 

résultats démontrent que les miRs circulants associés aux tumeurs peuvent se retrouver 

dans le sang. L’ensemble de ces travaux a permis d’identifier des miRs circulants associés 

aux tumeurs. Ils ont constaté que le miR-141 plasmatique ou sérique était significativement 

élevé chez les patients atteints de cancers métastatiques de la prostate et pouvait permettre 

de discriminer ces patients des sujets sains avec une sensibilité de 60% et une spécificité de 

100%. Une autre étude similaire, menée par Chen et collaborateurs, a utilisé une technique 

de séquençage par la technologie Solexa. Ils ont identifié les miRs présents dans le sérum 

de sujets sains et les ont comparé aux sérums de patients atteints de cancers du poumon, de 

cancers colorectaux ou de diabète de type 2 (Chen et al. 2008). Plusieurs miARNs ont été 

détectés spécifiquement dans le sérum des patients pour chaque pathologie mais avec un 

grand nombre de miRs communs. Par exemple, 63 miRs ont été retrouvés uniquement 

chez les sujets ayant un cancer du poumon et 69 miRs sont communs aux sérums de ces 

patients et des sujets sains. Les résultats sont similaires pour les sérums de patients atteints 

de cancers colorectaux. 55 miRs sont apparus communs dans les sérums des patients 

atteints de ces deux cancers et absents des sujets sains. De plus, ils ont montré que le profil 

d’expression de ces miRs était différent entre le sérum et le sang de patients dans le cancer 

du poumon. Ces résultats obtenus par séquençage ont ensuite été validés par une technique 

de RT-qPCR sur une cohorte de 152 sérums de patients atteints de cancers du poumon 

versus 75 sérums de sujets sains. Ils ont mis en évidence l’augmentation significative des 

miRs-25 et -223 dans les sérums de patients par rapport aux sujets sains. L’ensemble de ces 

résultats suggère fortement qu’au cours de la progression de la maladie les miRs circulants 
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dérivent non plus seulement des cellules sanguines mais également des tumeurs. Ces miRs 

liés à la pathologie présentent donc un intérêt comme biomarqueur.  

2 – Description des miRs circulants en oncologie 

Les miRs circulants sont largement étudiés dans le sang et également dans d’autres 

fluides biologiques.  

a – miRs circulants analysés à partir du sang 

Depuis la première description de leur association dans le lymphome (Lawrie et al. 

2008), les miRs circulants ont été décrits et étudiés dans un grand nombre de cancers 

(Tableau 4). Ce grand nombre d’études indépendantes a réussi à prouver l’importance des 

miARNs circulants comme potentiel outil de diagnostic en oncologie.  

L’étude par microarray du profil d’expression plasmatique de patients atteints de 

leucémie aiguë a mis en évidence la sous-expression de miR-92a (Tanaka et al. 2009). 

Tanaka et coll. ont mis en évidence que l’expression plasmatique de miR-92a, par rapport 

au miR-638 (miR de référence) est très utile pour distinguer des patients atteints de 

leucémie par rapport à des sujets sains. 

Dans le cancer du poumon, nous avons vu précédemment que Chen et 

collaborateurs avaient mis en évidence une augmentation significative des miRs-25 et -223 

sériques chez les patients atteints de cancers du poumon non à petites cellules par rapport 

aux sujets sains (Chen et al. 2008). Dans une étude plus récente du même groupe, les 

auteurs ont comparé les profils de miRs sériques de patients avec des temps de survie 

différents en utilisant le séquençage Solexa puis validés par RT-qPCR (Hu et al. 2010). 

Quatre miRs ont été confirmés pour être associés à l’évolution clinique du patient. Une 

augmentation d’expression des miRs-486 et -30d en combinaison avec une diminution des 

miRs-1 et -499 ont été fortement associés à une survie réduite. Différentes études sur les 

miRs plasmatiques ou sériques ont étudié leur association avec le diagnostic ou la 

progression tumorale dans le cancer du poumon (Bianchi et al. 2011;Boeri et al. 2011;Foss 

et al. 2011;Heegaard et al. 2012;Hennessey et al. 2012;Kaduthanam et al. 2013;Shen et al. 

2011;Wei et al. 2011;Zheng et al. 2011). L’équipe de Zheng a cherché à évaluer le potentiel 

des miRs plasmatiques dans la détection précoce du cancer du poumon (Zheng et al. 2011). 

L’expression des miRs a été détectée par RT-qPCR chez 74 patients atteints de différents 

types de cancer du poumon à différents stades versus 68 sujets sains.  
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Tableau 4 : Principaux miRs circulants décrits en oncologie. Dans chaque pathologie 
tumorale est indiqué quelques exemples de miRs circulants dérégulés ainsi que la technique 
d’analyse. Synthèse à partir des revues de Reid 2010 ; Brase 2010 et Ma2012 (Brase et al. 2010;Ma et 
al. 2012;Reid et al. 2011).  
 

Cette étude a constaté que les expressions des miRs-155, -197 et -182 étaient 

significativement élevées dans tous les stades y compris le stade I par rapport aux témoins. 

La combinaison de ces trois miRs donne une sensibilité de 81% et une spécificité de 87% 

pour discriminer les patients des sujets sains. Les expressions des miRs-155 et -197 étaient 

plus élevées dans le plasma des patients ayant une pathologie métastatique par rapport à 

ceux ayant une pathologie non métastatique. Ces trois miRs étaient significativement 

diminués chez les patients répondeurs à la chimiothérapie. L’étude de Shen et 
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collaborateurs a mis en évidence un profil de quatre miRs (miR-21, -126, -210, -486-5p) 

permettant la distinction entre patients et témoin avec une sensibilité de 86% et une 

spécificité de 96% (Shen et al. 2011). Ces études ont mis en évidence l’intérêt des miRs 

dans le diagnostic précoce des cancers pulmonaires. D’autres équipes ont fait leur étude sur 

une population asymptomatique à haut risque de développer un cancer du poumon 

(Bianchi et al. 2011; Boeri et al. 2011). Une signature de 34 miRs sériques a été mise en 

évidence dans le diagnostic du cancer du poumon à un stade précoce (Bianchi et al. 2011). 

Récemment, l’équipe de Kaduthanam a montré que l’augmentation du miR-142-3p était 

associée à une rechute précoce dans les adénocarcinomes pulmonaires (Kaduthanam et al. 

2013). L’ensemble des études faites dans cette pathologie pulmonaire montre l’intérêt des 

miRs plasmatiques ou sériques comme biomarqueurs prometteurs dans le diagnostic, le 

pronostic ou dans le suivi d’efficacité thérapeutique. 

Dans le cancer de l’ovaire, l’équipe de Taylor a mis en évidence une signature de 

miRs circulants augmentés chez les patients (miR-21, -141, -200a/b/c, -203, -205, -214, -

215) et est hautement corrélée à l’expression de la tumeur primitive (Taylor and Gercel-

Taylor 2008). Il a été également montré que 5 miRs (miR-21, -29a, -92, -93, -126) sont 

surexprimés et trois sont sous-exprimés (miR-127, -155, -99b) dans les sérums permettant 

de distinguer les patients des sujets sains (Resnick et al. 2009). Chez trois patients, les miRs-

21, -92, -93 sont augmentés alors que le marqueur sérique de référence, le Ca125, était 

normal en préopératoire. Récemment, une étude a confirmé l’augmentation des miRs-200a, 

-200b et -200c sérique chez les patients par rapport aux sujets sains (Kan et al. 2012). Dans 

cette pathologie, pour l’instant, les études s’intéressent à l’intérêt diagnostique de ces miRs. 

Dans le cancer du sein, une dizaine d’études ont comparé par RTqPCR les taux 

circulants de patientes à ceux de sujets sains. Ces études ont recherché l’expression de 

certains miRs chez les patientes par rapport aux sujets contrôles. Il s’agissait de la 

surexpression des miRs suivants : miR-21 (Wang et al. 2010a ;Wu et al. 2011) (Asaga et al. 

2011), miR-155 (Roth et al. 2010 ;Wang et al. 2010a), RNU6 (Appaiah et al. 2011), let-7a 

(Heneghan et al. 2010b), miR-10b (Roth et al. 2010), miR-29a (Wu et al. 2011), miR-34a 

(Roth et al. 2010), miR-106a (Wang et al. 2010a), miR-195 (Heneghan et al. 2010), miR-214 

(Schwarzenbach et al. 2012) et de la sous-expression des miRs-126, -199a, -335 (Wang et al. 

2010a) et des miRs-215, -299-5p, -411 (van et al. 2012). Seuls deux miRs : les miRs-21 et -

155 ont été corroborés par plusieurs groupes indépendants. Depuis fin 2010, six études ont 

réalisé, cette fois-ci, une approche génomique globale en recherchant un large panel de 

miRs (Hu et al. 2012;Leidner et al. 2013;Schrauder et al. 2012;Sieuwerts et al. 2011;Wu et al. 
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2012;Zhao et al. 2010). L’analyse des cinq premières études par l’équipe de Leidner a 

montré que sur l’ensemble de ces études, 158 miRs ont été identifiés comme 

différentiellement exprimés dans le cancer du sein (Leidner et al. 2013). Au total 16 miRs 

sur 158 sont communs à au moins deux études mais aucun à plus de trois études. Les 

résultats des niveaux d’expression étaient contradictoires pour 10 miRs sur 16. 6 miRs ont 

des variations du taux des miRs dans le même sens. Il s’agit de la surexpression des miRs-

25, -222, -451, -497 et de la sous-expression des miRs-31 et -151-5p chez les patients par 

rapport aux témoins. La comparaison de l’ensemble des études ciblées ou de génomique 

globale a montré peu de concordance et notamment sur les deux miRs ressortant des 

premières études. 

Dans un modèle de xénogreffe de cancer de la prostate chez la souris, la présence de 

miR-629 et miR-660 circulants dérivés de la tumeur a été confirmée avec une sensibilité et 

une spécificité de 100% (Mitchell et al. 2008). De plus, en mesurant les taux sériques de 

miR-141 chez les patients atteints de cancer de la prostate, cette équipe a montré qu’ils 

étaient en mesure grâce aux taux de miR-141 de distinguer ces patients des sujets sains. Une 

autre étude chez des patients atteints de cancer de la prostate de stade 3 et 4 a mis en 

évidence un panel de 15 miRs sériques surexprimés chez les patients par rapport aux 

contrôles comprenant les miR-16 et miRs-92a et -b (Lodes et al. 2009). Brase et 

collaborateurs ont analysé les profils des miRs sériques entre des patients atteints de cancer 

agressifs par rapport à des cancers localisés (Brase et al. 2011). Ils ont ensuite étudié ces 

miRs sur une large cohorte de validation. Les miRs-141 et -375 sont apparus les miRs les 

plus prometteurs en corrélation avec la progression de la tumeur. Ces deux miRs sont les 

plus largement décrits au niveau des études des miRs circulants dans les cancers de la 

prostate et sont retrouvés élevés dans le sang et dans les tumeurs suggérant un rôle 

important dans le développement de la tumeur et/ou la progression tumorale (miR-141 : 

Mitchell et al. 2008 ; (Brase et al. 2011;Bryant et al. 2012;Gonzales et al. 2011;Selth et al. 

2012;Yaman et al. 2011); miR-375 : Brase et al. 2011 ;Selth et al. 2011 ;Bryant et al. 2012). 

Ils semblent également avoir un intérêt pronostique (Brase et al. 2011 ;Bryant et al. 2012). 

En plus de l’approche par séquençage réalisée par l’équipe de Chen (Chen et al. 

2008), deux autres études ont étudié ensuite les profils des miRs plasmatiques de patients 

atteints de cancers colorectaux (CRC). La première étude a cherché à identifier des miRs 

surexprimés à la fois dans les tumeurs et au niveau plasmatique en comparaison aux tissus 

normaux adjacents et les plasmas de sujets sains (Ng et al. 2009). Des cinq miRs 

préalablement identifiés seuls deux miRs : miR-17-3p et miR-92 étaient significativement 
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différents dans le plasma dans la première cohorte étudiée. Les niveaux d’expression de ces 

miRs étaient significativement réduits après chirurgie dans la plupart des cas. Dans une 

large cohorte de validation, miR-92 a permis de différencier les patients des contrôles avec 

une sensibilité de 89% et une spécificité de 70%. La deuxième étude a analysé un panel de 

12 miRs sur des patients atteints de néoplasie colo-rectale avancée (Huang et al. 2010). 

Cette étude a mis en évidence des niveaux élevés des miR-29a et -92a chez les patients par 

rapport aux contrôles. Ces deux miRs avaient une valeur diagnostique significative avec une 

sensibilité de 83% et spécificité de 84.7% pour discriminer les CRC des contrôles.  De plus, 

ces deux miRs avaient également un pouvoir discriminant entre les adénomes avancés et les  

contrôles suggérant une valeur potentielle pour la détection précoce du cancer colo-rectal.  

Plus récemment cette équipe a constaté que les miRs-601 et -760 plasmatiques étaient 

significativement diminués dans les néoplasies colo-rectales par rapport aux contrôles 

(Wang et al. 2012). Ces deux miRs auraient une valeur diagnostique importante pour les 

néoplasies colo-rectales avancées. Ces miRs circulants ont été également étudiés en tant que 

facteur pronostique. Cheng et collaborateurs ont montré que le miR-141 plasmatique est 

un facteur pronostique indépendant pour le cancer du colon avancé et que des niveaux 

d’expression élevée étaient associés à un mauvais pronostic (Cheng et al. 2011). Une autre 

étude a identifié, le miR-221, comme facteur pronostique important pour la survie globale 

chez les patients atteints de cancers colorectaux (Pu et al. 2010). 

 Les miRs circulants ont été étudiés également dans les cancers du pancréas. Quatre 

miRs : miR-21, -210, -155 et -196a ont été décrits comme surexprimés chez les patients par 

rapport aux contrôles (Wang et al. 2009). Avec une approche similaire, Ho et 

collaborateurs se sont intéressés plus particulièrement au miR-210, qui est un miR 

augmenté par l’hypoxie, facteur important dans les cancers du pancréas. Ils ont confirmé 

l’augmentation de miR-210 dans leur étude. Cependant, dans les deux études un biais 

potentiel, mettant une réserve aux résultats, est le très haut niveau d’expression de miR-210 

chez certains patients. 

 

Depuis lors, plus d’une centaine d’études ont évalué ces miRs circulants en tant que 

biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques dans une très grande variété de types de 

néoplasies.  Des études cliniques ont démontré le potentiel des miRs circulants à prédire la 

réponse aux traitements tels que par exemple aux médicaments anticancéreux. Par exemple, 

la perte d’hétérozygotie de miR-128b, un régulateur de l’EGFR a été corrélé à la réponse à 

l’inhibiteur de l’EGFR : le gefitinib chez les patients en rechute de cancers du poumon 
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(Weiss et al. 2008). Dans le cancer colorectal, il a été démontré que let-7g et miR-181b 

peuvent être des indicateurs de la réponse à la chimiothérapie par 5-fluoro-uracile  

(Nakajima et al. 2006). Néanmoins, à ce jour, une seule étude a démontré une corrélation 

entre le niveau d’expression de miRs circulants et la réponse à un traitement anticancéreux. 

Dans cette étude, le taux du miR-21 sérique était plus élevé chez les patients atteints de 

cancer de la prostate dont la maladie était résistante à la chimiothérapie à base de docétaxel 

par rapport à ceux qui ont une maladie chimiosensible (Zhang et al. 2011). 

b – Les miRs circulants analysés à partir des autres fluides 
biologiques  

La majorité des études sur les miRs circulants repose sur leur analyse dans le plasma 

ou le sérum. Des études ont démontré l’intérêt diagnostique des miRs circulants dans 

d’autres fluides biologiques : les urines, la salive mais aussi les larmes, le liquide amniotique, 

les liquides d’épanchement comme le liquide d’ascite ou pleural. Par exemple, une étude a 

analysé un panel de quatre miRs dans la salive de patients atteints de carcinomes 

épidermoïdes oraux par rapport aux témoins sains. Les miRs-125a et -200a étaient présents 

à des niveaux significativement plus bas dans la salive des patients (Park et al. 2009b). Dans 

une autre étude, l’expression des miRs a été analysée dans la salive recueillie avant la 

chirurgie et 6 semaines après la chirurgie de neuf patients atteints de carcinomes 

épidermoïdes oraux et comparée à huit individus normaux (Liu et al. 2010). Ces résultats 

ont été confirmés en 2012 sur un effectif plus important (Liu et al. 2012a). Les patients 

présentaient des niveaux plus hauts de miR-31 dans la salive que les témoins et une 

diminution du taux après résection de la tumeur chez 8 des 9 patients. Des niveaux accrus 

des miRs-126, -152, -182 ont été trouvés dans des échantillons d’urines de patients atteints 

de cancer de la vessie et les ratios de miR-126 ou miR-182 par rapport à miR-152 

permettaient de révéler la présence de cancer de la vessie avec une spécificité de 82% et 

une sensibilité de 72% (Hanke et al. 2010). 

3 – Les miRs circulants dans le mélanome 

Aucune étude sur les miRs circulants dans le mélanome n’avait été publiée lors du 

commencement de notre projet de recherche. Ensuite, deux études ont été publiées 

pendant nos analyses. La première étude a permis d’analyser, en microarray, l’expression de 

866 microARNs dans le sang total de 20 donneurs sains et de 35 patients ayant un 

mélanome (Leidinger et al. 2010). 213 microARNs ont montré une expression différente 

dans le sang des patients atteints de mélanome en comparaison aux donneurs sains. 
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Leidinger et coll. ont identifié au final 51 microARNs d’expression significative incluant 21 

sous-exprimés et 30 surexprimés. Leurs résultats ont validé par RT-PCR quantitative sur 13 

microARNs. Au final, un panel de 16 microARNs a été mis en évidence permettant de 

distinguer les patients porteurs de mélanome par rapport aux donneurs sains avec une 

exactitude de 97.4%.  

MiR-221 est connu pour être surexprimé dans le mélanome malin. Il induit un 

phénotype malin en diminuant l’expression de p27 Kip1 et du récepteur de c-kit. En 2011, il 

a été montré que miR-221 était significativement élevé dans le sérum de patients ayant un 

mélanome malin par rapport à des donneurs sains (Kanemaru et al. 2011). Cependant ce 

miR est également surexprimé dans d’autres types de tumeurs. Cette étude avait porté sur le 

sérum de 90 patients atteints de mélanome ainsi que huit patients chez lesquels a été 

réalisée une excision de la tumeur primitive et ayant eu une reprise évolutive de la maladie. 

Ce miR pourrait être intéressant non seulement pour le diagnostic mais également pour 

distinguer un mélanome in situ des stades I à IV car le niveau d’expression est plus 

important pour les stades I à IV par rapport aux mélanomes in situ. Ils ont trouvé une 

corrélation entre le niveau d’expression de miR-221 et l’épaisseur de la tumeur. Le taux de 

miR-221 était bien corrélé à l’épaisseur de la tumeur. Le miR-221 pourrait donc être un 

marqueur pronostique important dans le mélanome. De futures études avec un nombre 

important d’échantillons sériques sont nécessaires pour confirmer si miR-221 peut être 

utilisé comme nouveau marqueur tumoral. Les études très récentes concernant les miRs 

circulants dans le mélanome seront développées dans la partie discussion du manuscrit. 

 

II – Mesure et quantification des miRs circulants 

L’ensemble des études portant sur les miARNs montrent de grandes différences au 

niveau des résultats obtenus que ce soit sur les échantillons tissulaires, cellulaires ou 

sanguins. Ces différences peuvent être expliquées par le fait que les miARNs ont été isolés 

et détectés par des méthodologies différentes, à partir de matériaux de base différents et 

quantifiés en utilisant des gènes de référence variants et différentes stratégies de 

normalisation. La contribution de ces facteurs à des différences dans les résultats obtenus 

peut être considérable et expliquer l’hétérogénéité des résultats obtenus dans ce domaine. 

 L’intérêt croissant concernant les miARNs sanguins provient de leur très grande 

stabilité. Nous développerons les études démontrant cette stabilité. Puis, nous décrirons, à 

travers les différentes méthodologies d’étude des miARNs, les échantillons utilisés et les 
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différents types de normalisation existantes, les principales causes de très grandes varibilités 

inter-études. 

A – La grande stabilité des miRs circulants 

Les miARNs circulants montrent une grande stabilité physique ce qui est un atout 

important pour un biomarqueur. Les taux de miARNs plasmatiques et sériques ne sont pas 

modifiés par des variations de température [échantillons mis à 4°C (Taylor et al. 2008) ou à 

température ambiante] (Mitchell et al. 2008 ;Gilad et al. 2008 ;Huang et al. 2010) (Ho et al. 

2010), de pH [après traitement par des acides ou des bases] (Chen et al. 2008), par de 

multiples cycles de congélation-décongélation (Mitchell et al. 2008 ;Chen et al. 2008, Gilad 

et al. 2008, Ho et al. 2010) et par un stockage à long terme (Chen et al. 2008). Les miRs 

circulants sont capables de résister aux RNases (Mitchell et al. 2008 ;Chen et al. 2008) alors 

que le sang est connu pour avoir un fort taux de RNases, capables de dégrader rapidement 

tout ARN exogène. Cette capacité de résistance aux RNases s’explique par le fait que ces 

miRs ne circulent pas sous forme libre et ne sont pas donc accessibles aux RNases.  

 

B – Méthodes de détection : arrays, qPCR, séquençage 

Les miARNs ont des caractéristiques intéressantes pour être de potentiels 

biomarqueurs utilisables en pratique clinique. Cependant, de par leurs caractéristiques 

intrinsèques, leur détection est une étape délicate en raison : de leur petite taille, des 

séquences proches parmi les membres d’une même famille, des séquences proches entre 

miRs matures et leurs précurseurs, des taux très variables. Enfin, ils représentent une toute 

petite fraction des ARN totaux. 

Malgré l’ensemble de ses difficultés, les miARNs peuvent être détectés par trois 

méthodologies différentes utilisables en pratique clinique : les puces ou microarrays, la RT-

PCR quantitative et le séquençage haut débit. La RT-qPCR est la technique de référence 

pour la quantification de l’expression des gènes et une des méthodes les plus utilisées pour 

détecter de faible taux de miRs avec une grande sensibilité et spécificité. C’est une 

technique relativement rapide et simple. Elle est très utilisée pour confirmer des résultats de 

puces. Les microarrays, technique d’hybridation entre une molécule-cible et une amorce, 

permettent de détecter la présence d’un très grand nombre de miARNs simultanément sur 

un même échantillon. Elle nécessite cependant d’avantage de matériel biologique que la 

RT-qPCR. Les techniques de séquençage haut débit permettent d’isoler, de déterminer la 
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séquence des miRs et de les amplifier. Les puces et le séquençage sont très utilisés pour 

faire un screening haut débit de profils de miRs. Le séquençage haut débit a moins de bruit 

de fond et d’hybridation croisée que les puces mais il est plus coûteux, d’interprétation plus 

spécialisée. Les variations de résultats obtenus à partir de ces techniques différentes sont 

bien connues. Le manque de reproductibilité inter-technique nécessite un gros travail de 

standardisation des méthodes. 

En ce qui concerne les miRs circulants, ces variations dues à la méthodologie sont 

bien mises en évidence lorsque l’on compare les profils obtenus par différentes plateformes 

concernant les sujets sains. Nous en avons parlé déjà dans le paragraphe « Les miRs 

circulants chez les sujets sains ». Les trois premières études répertoriant le profil normal des 

miRs circulants ont été réalisées en utilisant, la première un séquençage Solexa à haut débit 

(Chen et al. 2008), une seconde par technique de clonage et séquençage (Mitchell et al. 

2008) et la troisième par RT-PCR quantitative (Hunter et al. 2008). Les plateformes ont 

réalisé ces études la même année se basant sur la même version de miRbase (version 

V10.0). Plus tard, deux études, ont utilisé une miRbase plus récente et par conséquent, ont 

identifié de nouveaux miRs (Tanaka et al. 2009, Wang et al. 2010a). Ces études ont détecté 

de nombreux miRs communs mais de nettes différences apparaissent. Une liste des 20 

miRs communs a été donnée précédemment (paragraphe « Les miRs circulants chez les 

sujets sains »). Il existe des différences inter-techniques et intra-techniques en termes de 

miRs présents et d’abondance. Par exemple, miR-223 est le miR le plus abondant dans les 

analyses par  RT-qPCR (Mitchell et al. 2008 ;Hunter et al. 2008) par contre, il n’est pas 

retrouvé lors du séquençage par Solexa. MiR-451 a été retrouvé le plus abondant par 

technique de séquençage Solexa (Chen et al. 2008) et par microarray (Wang et al. 2010) 

dans des cohortes de patients sains chinois. Il est possible qu’il existe des variations 

ethniques au sein des profils normaux pouvant expliquer ces différences. Même au sein 

d’un même principe de technique telle que la qPCR, il existe des différences technologiques 

rendant difficiles la comparaison des différentes études entre elles. Ceci est vrai pour les 

sujets sains et est valable pour l’ensemble des pathologies étudiant les miRs circulants. 

Différents types d’amorces existent. Nous développerons le principe des amorces de deux 

fabricants que nous avons utilisé dans nos travaux (Exiqon et Qiagen) dans la section 

Matériels et Méthodes du manuscrit. 

C –Les échantillons 
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Les miRs circulants sanguins sont extraits à partir d’échantillons différents soit à 

partir du sérum, du plasma, de microvésicules purifiés ou d’exosomes. Dans les études 

comparatives entre sérum et plasma, il existe une forte corrélation sur les profils obtenus 

(Mitchell et al. 2008 ;Gilad et al. 2008). Chaque approche a ses avantages et ses 

inconvénients. Le plasma et le sérum sont facilement obtenus après centrifugation du sang 

total et leur isolement nécessite une technique d’extraction simple. En revanche, l’isolement 

des miRs à partir des exosomes ou des microvésicules nécessite une préparation plus 

longue et plus complexe. Par contre, elle permet d’isoler spécifiquement des vésicules et 

d’avoir un enrichissement des miRs d’intérêt. Malgré le recouvrement partiel selon la 

source utilisée, les comparaisons entre les études indépendantes sont difficiles. D’après la 

littérature et une étude préliminaire au sein de notre laboratoire (données non montrées), le 

plasma permettrait de récupérer des quantités un peu plus importantes de miARNs que le 

sérum (Mitchell et al. 2008 et guide d’Exiqon-Profiling of microRNA in Sérum/Plasma and 

other biofluids-www.exiqon.com); (Heneghan et al. 2010a)  

Plus récemment, l’ARN extrait de sang total a été utilisé pour l’étude des miRs 

circulants notamment en oncologie (Heneghan et al. 2010b ; Leidinger et al. 2010). 

Cependant, les résultats obtenus peuvent être également le reflet de variations provenant 

des cellules sanguines et non pas directement de la tumeur. 

D –Normalisation des dosages des miARNs par RT-qPCR 

Parmi les trois méthodes de détection des miARNs, c’est la technique de RT-qPCR 

qui permet leur quantification la plus sensible et plus reproductible. Les étapes d’isolement 

et de quantification des miARNs peuvent être sujettes à des variations expérimentales et 

doivent donc être contrôlées afin de ne pas apporter de biais aux résultats.  

La première étape qui doit être normalisée est l’étape d’isolement. Il existe différents 

kits commerciaux proposant des protocoles d’extraction différents. Ces protocoles influent 

sur la qualité et le rendement d’extraction en ARN. Pour illustrer ces fluctuations, nous 

pouvons citer une étude américaine en décembre 2012 qui a comparé trois kits largement 

utilisés pour l’extraction de miARNs sériques. Il s’agit des kits miRNeasy (Qiagen), 

miRVana PARIS isolation (Ambion) et total RNA isolation ARN (Norgen Biotek) (Li and 

Kowdley 2012). Les résultats ont montré une qualité et des rendements d’extraction 

différents. Dans cette étude, le kit miRNeasy était le plus performant sur les critères étudiés 

avec des différences significatives entre les kits. Une étude récente a également comparé 

quatre kits d’extraction à partir du plasma (miRNeasy (Qiagen), miRVana PARIS isolation 
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(Ambion), miRNA purification kit (Norgen Biotek) et Trizol (Invitrogen) (Sourvinou et al. 

2013). C’est le kit d’Ambion qui a montré de meilleur résultat lors du test de recouvrement 

dans leurs conditions expérimentales. Il est nécessaire que cette étape soit normalisée, cela 

est réalisé le plus souvent par l’utilisation d’un contrôle exogène (miR synthétique) ajouté à 

l’étape d’extraction. 

La deuxième étape est la normalisation de l’étape de quantification. Les résultats 

bruts de RT-qPCR sont exprimés en valeur de Ct (Cycle threshold) maintenant dénommés 

Cq (quantification Cycle). Dans les études publiées, la quantification des miARNs dans le 

sérum ou plasma est exprimée de diverses manières : en delta Cq (comparant les Cq 

obtenus entre le miR cible et un ou plusieurs miRs de référence ou la moyenne 

géométrique de l’ensemble des valeurs), en expression relative par l’expression des 2 –ΔCq ou 

par la méthode des doubles delta Cq (2-ΔΔCq), en copies d’ARN par ng ou copies par µl de 

sérum/plasma. Cette large gamme d’unités rend la comparaison entre études difficile. La 

conversion des valeurs de Cq en copies/µl ou ng d’ARN est possible par l’utilisation de 

courbes standard générées en utilisant des oligonucléotides de synthèse correspondant à la 

séquence du miR d’intérêt. L’utilisation d’un rendu en copies/µl est préférable pour une 

application de dosage en routine afin de pouvoir comparer directement les résultats 

interlaboratoires. L’expression relative par rapport à un gène de référence est très répandue 

et importante pour limiter les variations inter-individuelles. Le problème c’est qu’à l’heure 

actuelle aucune référence endogène ou exogène universelle n’a été validée. Les références 

sont multiples et créent un facteur de variation. Plusieurs miRs ont été proposés pour servir 

de miR de référence car ils ont été décrits comme ayant des taux constants entre individus. 

Pour les miRs cellulaires et tissulaires ce sont les RNU6 et RNU 44 et 48 qui ont été le plus 

souvent utilisés. Pour les miRs circulants c’est le miR-16 (Lawrie et al. 2008 ;Huang et al. 

2010 ;Wang et al. 2009) ; (Heneghan et al. 2009;Wong et al. 2008;Yamamoto et al. 2009) 

qui a été initialement décrit. Cependant, son utilisation comme référence optimale a été 

remise en question par d’autres études montrant que son taux pouvait être très variable ou 

très sensible à l’hémolyse. Mais son expression a été retrouvée dérégulée dans différentes 

pathologies cancéreuses par exemple dans les LLC (Calin et al. 2002), dans les cancers de la 

prostate  (Lodes et al. 2009), du poumon (Takamizawa et al. 2004), de l’ovaire (Iorio et al. 

2007) et du colon (Schetter et al. 2008). D’autres gènes, tels que RNU6, ont été utilisés 

pour normaliser les données dans certaines études (Ng et al. 2009) ;(Ai et al. 2010;Lin et al. 

2010;Tsujiura et al. 2010). Depuis, de nombreux autres miRs ont été pris comme gène de 

référence. Actuellement, l’utilisation de plusieurs miRs de référence au lieu d’un seul est 
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recommandée afin d’améliorer la précision et de limiter le biais de la variation potentielle 

du miR sélectionné. L’utilisation d’algorithme tel que GeNorm (Vandesompele et al. 2002) 

ou NormFinder (Andersen et al. 2004) est nécessaire pour le choix des meilleurs miRs de 

référence dans les conditions expérimentales utilisées. 

A ce jour, il n’existe aucun consensus sur ces différentes étapes de quantification 

entrainant de grandes variations entre études et rendant la comparaison difficile. Une 

uniformisation dans ce domaine est nécessaire.  

 

III – Formes, origine et fonctions des miRs circulants 

Nous allons décrire les connaissances actuelles concernant les formes, l’origine et 

les fonctions des miRs circulants. 

A – Les formes de miRs circulants 

Les miARNs circulants sont très stable, leurs capacités de grande résistance 

s’expliquent par le fait qu’ils ne circulent pas sous forme libre. A ce jour, les études ont 

décrits les miRs circulants comme étant soit contenus dans des particules lipidiques 

(exosomes, microvésicules), soit liés à des protéines (lipoprotéines, protéines de liaison à 

l’ARN). 

1 – Les miRs circulants peuvent être contenus dans des vésicules  

Un grand nombre d’études ont démontré la présence des miRs circulants dans des 

vésicules membranaires. De par l’absence de nomenclature actuelle pour les vésicules, 

différentes terminologies sont utilisées entrainant des confusions dans la littérature. Le 

terme microvésicule doit être utilisé pour désigner des vésicules sécrétées de façon active 

par exocytose et les vésicules libérées par les cellules subissant l’apoptose et la sénescence. 

Alors que les exosomes se réfèrent à des vésicules d’origine endosomale dérivées de corps 

multivésiculaires qui fusionnent avec la membrane plasmique pour libérer leur contenu 

(Thery et al. 2009). L’ensemble de ces vésicules proviennent de différents types cellulaires, 

d’un part de cellules hématopoïétiques (lymphocytes B et T, cellules dendritiques, 

mastocytes, hématies, plaquettes) (Valadi et al. 2007 ;Thery et al. 2009) mais également de 

cellules non hématopoïétiques telles que les cellules épithéliales intestinales, les cellules 

gliales, les fibroblastes ainsi que les cellules tumorales. 
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La première étude, mettant en évidence que les exosomes contenaient des miRs, 

vient de l’équipe de Valadi en 2007 sur des mastocytes de moelle osseuse de souris et des 

lignées cellulaires humaines et murines de mastocytes (Valadi et al. 2007). Ils ont montré 

par ailleurs que les miARNs des exosomes pouvaient être transférés dans une autre cellule 

et être fonctionnels. La comparaison des miRs exosomaux et cellulaires a montré que 

certains miRs étaient à un taux plus important dans les exosomes que dans les cellules 

suggérant que les miRs sont concentrés sélectivement dans les exosomes. 

La première démonstration de l’existence d’exosomes dérivés des tumeurs et surtout 

de l’existence d’une signature de miRs circulants des exosomes a été réalisée dans les 

tumeurs ovariennes (Taylor & Gercel-Taylor 2008). Cette étude a montré la corrélation 

dans la composition des miRs entre les tissus tumoraux et les exosomes circulants dérivés 

de la tumeur. L’étude de huit miRs, contenus dans des exosomes sériques, a montré qu’ils 

avaient des taux significativement élevés chez des patientes atteintes de cancer ovarien par 

rapport à celle ayant une maladie ovarienne bénigne (Taylor et al. 2008).  

Des vésicules sont également libérées par les cellules dans des conditions 

physiologiques normales et leur contenu en miRs a été isolé et caractérisé (Hunter et al. 

2008). Hunter et collaborateurs ont été les premiers a étudié le profil des miARNs 

provenant des exosomes plasmatiques de sujets sains. Ils ont comparé les niveaux 

d’expression des miARNs des exosomes plasmatiques avec celle des plaquettes et des 

cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC). Des similitudes ont été trouvées. 

Cependant, il existe des différences significatives avec des miARNs présents uniquement 

dans les exosomes et non dans les cellules hématopoïétiques étudiées. Ils ont observé 71 

miARNs co-exprimés entre exosomes et PBMC et ont trouvé 33 et 4 miARNs exprimés de 

manière différentielle dans les exosomes plasmatiques et les PBMC respectivement. La 

majorité des miARNs exprimés dans les exosomes plasmatiques sont connus pour réguler 

la différenciation cellulaire des cellules sanguines et des voies métaboliques. 

Une similitude entre les signatures de miRs des exosomes plasmatiques et des cellules 

tumorales a été également trouvée dans l’adénocarcinome du poumon (Rabinowits et al. 

2009). De plus, la comparaison des profils des miRs des exosomes plasmatiques entre 

patients et sujets sains a montré une différence significative montrant l’intérêt de ces 

marqueurs circulants. 

Les corps apoptotiques peuvent contenir des miARNs et les transférer à des cellules. 

Par exemple, miR-126, contenu dans des corps apoptotiques issus de cellules endothéliales, 
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est transmis à d’autres cellules de la paroi vasculaire et peut stimuler la production de 

cytokines (Zernecke et al. 2009).  

Les vésicules ne semblent pas être le seul moyen de protection des miRs circulants, 

ils sont également protégés par liaison à des protéines. 

2 – Les miRs circulants peuvent être liés à des protéines 

Des résultats plus récents montrent qu’une majorité de miARNs plasmatiques ne 

sont pas contenus dans des exosomes ou des microvésicules (Arroyo et al. 

2011;Turchinovich et al. 2011;Wang et al. 2010b). Il semble qu’une fraction de miARNs 

circulants soit associée à des complexes protéiques. 

Wang et collaborateurs ont montré qu’une fraction des miARNs sécrétés, par des 

cellules en culture privées de sérum, se trouvaient hors des vésicules. Des protéines de 

liaison à l’ARN ont été mises en évidence dont la protéine chaperonne nucléophosmine 1 

(NPM1). Ils ont montré que NPM1 pouvait jouer un rôle dans la protection des miARNs. 

(Wang et al. 2010b). 

Deux études ont montré que les miARNs pouvaient être également associées à Ago 

2, protéine-clé effectrice de l’action répressive des miARNs (Turchinovitch et al. 2011 ; 

Arroyo et al. 2011). Ago 2 est présente dans les microvésicules circulantes (Collino et al. 

2010) mais également dans le plasma de manière indépendante des vésicules (Turchinovitch 

et al. 2011 ;Arroyo et al. 2011). Le complexe miARN/Ago 2 serait un moyen de protection 

des miRs expliquant leur grande stabilité. 

Un autre mécanisme a été découvert montrant que les lipoprotéines de haute densité 

(HDL) pouvaient transporter les miRs circulants et modifier aussi l’expression génique par 

transfert de miRs dans des cellules receveuses (Vickers et al. 2011). 

Différentes études ont montré de manière contradictoire que les miRs étaient 

présents majoritairement tantôt dans des vésicules tantôt liés à des protéines. Dans les 

études les plus récentes, Gallo et collaborateurs ont montré que plusieurs miARNs étaient 

présents majoritairement dans des microvésicules (Gallo et al. 2012). Des résultats 

contradictoires ont été retrouvés pour les miR-16 et -92a par rapport à l’étude d’Arroyo 

(Arroyo et al. 2011). Ces différences pourraient provenir des protocoles différents utilisés 

par les deux équipes pour l’isolement des vésicules expliquant ainsi les différences de 

distribution des miRs entre microvésicules et fractions liées aux protéines de liaison à 

l’ARN. L’hétérogénéité des miRs circulants nécessitera une plus grande standardisation des 

protocoles de traitement des échantillons afin de pouvoir comparer les différentes études. 
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B – L’origine des miARNs circulants 

A ce jour, peu de choses sont connus sur l'origine des miARNs circulants que ce soit 

chez les personnes en bonne santé ou lors de processus pathologiques ainsi que sur les 

facteurs qui influent leurs niveaux d’expression. 

Chez les sujets sains, les miRs sont présents à un taux constant et semblent provenir 

majoritairement des cellules sanguines. Cette hypothèse est étayée par les observations que 

même de petites perturbations de la numération sanguine ou une hémolyse peuvent 

modifier de façon significative le taux de miARNs circulants (Pritchard et al. 2012). 

Cependant, une analyse comparative récente des miARNs liés à Ago1 et Ago2 du plasma et 

du sang total ont révélé que, dans des conditions normales, la plupart des miARNs ne 

proviennent pas des cellules sanguines (Turchinovich et al. 2012). D’autres organes doivent 

contribuer aux miARNs circulants, certains miARNs sont connus comme étant tissu-

spécifique par exemple : miR-122 pour le foie (Zhang et al. 2010b) et miR-208a pour le 

cœur (Corsten et al. 2010).  

En oncologie, nous avons vu que de nombreuses études ont montré que les profils 

d’expression des miRs circulants et tissulaires avaient de fortes similitudes. Certaines études 

ont démontré l’origine tumorale de certains miRs circulants (Mitchell et al. 2008, Skog et 

al. ;Taylor et al. 2008 ;Rabinowits et al. 2009). Comme de nombreux autres types cellulaires, 

les cellules tumorales sécrètent des microvésicules qui contiennent des signatures de 

miARNs spécifiques (Skog et al. ;Taylor et al. ;Rabinowits et al.). D’autres études ont 

montré que les miRs circulants pouvaient être produits par le microenvironnement tumoral 

(cellules endothéliales, fibroblastes, cellules immunitaires).  

Néanmoins, l’origine tissulaire des miARNs circulants dans des conditions normales 

et pathologiques reste à être étudiée plus en détails. 

C –Les rôles fonctionnels des miARNs circulants 

Le rôle joué par les miARNs circulants n’est pas clairement connu. Les miRs 

circulants pourraient avoir des rôles spécifiques qui sont fonction de leur origine (Figure 

15). Nous aborderons leurs rôles décrits en physiologie puis en pathologie. 

1 – Dans l’état physiologique 

Nous l’avons vu, un profil de miARNs circulants commence à être défini chez les 

sujets sains. De nombreuses publications ont proposé un rôle dans le maintien de 

l’homéostasie de la circulation sanguine. Ces études se basent sur le fait que beaucoup de 
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miRs circulants semblent provenir des cellules sanguines (Chen et al. 2008 ;Chim et al. 

2008 ;Hunter et al. 2008) et sont impliqués dans la régulation de l’hématopoïèse. Par 

exemple, miR-223, miR majoritairement retrouvé dans les études de Mitchell et Hunter, est 

impliqué dans la régulation de la différenciation de diverses lignées de cellules sanguines 

ainsi que des cellules souches hématopoïétiques (Mitchell et al. 2008 ;Hunter et al. 2008). 

Fait intéressant, miR-223 est perdu dans les leucémies aiguës myéloïdes (Mi et al. 2007). 

MiR-16 régule le développement lymphoïde et le développement des hématies. MiR-451, 

est le plus exprimé dans les études de Chen et Wang (Chen et al. 2008 ;Wang et al. 2010a), 

est fortement exprimé dans les hématies (Merkerova et al. 2008).  

Une des premières études démontrant la fonction des miARNs dans l’homéostasie 

vasculaire est une étude portant sur les miARNs contenus dans des corps apoptotiques 

(Zernecke et al. 2009). Au cours de l’apoptose, il y a libération de corps apoptotiques 

contenant des signaux paracrines pour les cellules voisines. Les corps apoptotiques dérivés 

des cellules endothéliales sont générés lors de l’athérosclérose et transmettent des signaux 

paracrines aux cellules vasculaires bénéficiaires. MiR-126, contenus dans les corps 

apoptotiques de cellules endothéliales, entre dans les cellules voisines et déclenche une 

protection vasculaire CXCL12-dépendante (CXCL : C-X-C chemokine receptor). CXCL12 

se lie à son récepteur CXCR4 empêche l’apoptose et induit le recrutement de cellules 

progénitrices. Cette étude a mis en évidence une fonction des miRs sécrétés dans 

l’homéostasie vasculaire. 

 
Figure 15. Rôles physiologiques et pathologiques des miRs circulants. (A) A l’état 
physiologique, les miRs circulants assureraient l’homéostasie des organes et des tissus via divers 
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types de supports des miRs (exosomes, corps apoptotiques, HDL ou liaison à des protéines). (B) 
Cependant, dans des conditions pathologiques, cet état va être perturbé par des variations 
phénotypiques des cellules donneuses ou des cellules réceptrices. (C) Au niveau des cellules 
donneuses, les changements dans le phénotype peuvent entraîner la modification de la sécrétion des 
miRs avec leurs transporteurs. (D) La quantité de miRs absorbée par les cellules receveuses peut 
être modifiée. (E) Il y a également une modification de la quantité de miRs circulants passant dans 
le sang. Figure issue de Kosaka 2011 (Kosaka and Ochiya 2011). 

2 – Etats pathologiques 

En oncologie, certains miRs sont retrouvés surexprimés dans différents types de 

tumeurs. Par exemple, miR-21 est retrouvé surexprimé à la fois dans les tissus et dans le 

sang de patients dans diverses tumeurs. De même, miR-155 possède des propriétés 

oncogéniques et est surexprimé dans divers cancers. L’apparition de ces miRs circulants 

surexprimés pourrait être la conséquence du fort taux de croissance tumorale et de lyse 

cellulaire des tumeurs par libération passive ou provenir des cellules tumorales via les 

exosomes par un mécanisme actif (Lawrie et al. 2007). Ces deux théories semblent 

possibles. Nous allons développer la théorie sur un mécanisme actif puis sur un mécanisme 

passif. 

a – Théorie sur un mécanisme actif 

Même si les microvésicules circulantes sont connues depuis 2007, leur génération et 

leur rôle physiologique ne sont pas connus. Elles semblent jouer un rôle important dans la 

communication intercellulaire. En effet, les cellules donneuses d’exosomes peuvent 

communiquer et influencer l’expression des gènes des cellules réceptrices. Il semble en être 

de même pour les miRs transportés par ces exosomes. Diverses études ont mis en évidence 

le transfert de ces miARNs entre diverses cellules et que ce transfert conduisait à une 

modification d’expression génique dans la cellule receveuse. Plusieurs rapports démontrent 

que la communication intercellulaire peut se produire via des miARNs exosomaux in vitro 

(Valadi et al. 2007 ;Yang et al. 2011) ;(Kogure et al. 2011;Kosaka et al. 2010b) et qu’ils 

participent à la communication cellulaire lors d’une infection virale (Pegtel et al. 2010), de la 

réponse immunitaire (Mittelbrunn et al. 2011) ou de la progression tumorale (Skog et al. 

2008). Dans une étude sur des lignées de glioblastome, les cellules endothéliales cérébrales 

contiennent des exosomes contenant des ARNm et miARNs provenant des cellules de 

glioblastome (Skog et al. 2008). 

L’équipe de Kosaka a également montré cette communication in vivo chez la souris 

(Kosaka et al. 2012). Cette étude a montré que miR-143, provenant de cellules épithéliales 

de la prostate non cancéreuses, pouvait inhiber la croissance de cellules cancéreuses de la 
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prostate in vitro et in vivo. Ces observations suggèrent que des miRs suppresseurs de tumeur 

peuvent être impliqués dans la compétition entre cellules cancéreuses et cellules non 

cancéreuses. Dans ce contexte, les cellules normales tentent d’empêcher la croissance 

tumorale en sécrétant des miRs anti-prolifératifs et maintenir ainsi un état sain. 

L’hypothèse de l’existence d’un tri sélectif spécifique des miARNs a été émise après 

que plusieurs études indépendantes aient observé que certains miRs étaient exprimés à des 

taux plus élevés dans les microvésicules par rapport aux cellules parentales (Valadi et al. 

2007 ;Mittelbrunn et al. 2011 ;Pigati et al. 2010). Par exemple, l’étude de Pigati suggère que 

la libération des miRs dans les fluides biologiques est sélective et que cette sélectivité 

pourrait être corrélée à la malignité. La majeure partie des miR-451 et miR-1246 produite 

par les cellules épithéliales mammaires malignes est libérée alors que ces miRs sont retenus 

dans les cellules mammaires bénignes (Pigati et al. 2010). Cela nécessite des recherches 

supplémentaires pour connaitre le mécanisme déterminant la sécrétion ou la rétention dans 

les cellules. Le chargement des miARNs dans les exosomes pourraient être contrôlé par 

GW82, protéine appartenant au complexe RISC, qui est requise pour la liaison des miRs 

aux protéines Ago2 (Gibbings et al. 2009). 

 

Pour comprendre les fonctions et l’importance de la sécrétion de ces miARNs, il faut 

aussi connaitre le mécanisme de sécrétion de ces miARNs. Kosaka et collaborateurs ont 

montré que le mécanisme de libération de miRs à partir des exosomes impliquait un 

mécanisme de sécrétion céramide-dépendant (Kosaka et al. 2010a). Ils ont mis en évidence 

des changements des taux circulants de miR-16 et miR-146a après surexpression ou 

inhibition d’une enzyme clé de la biosynthèse de céramide : la sphingomyélinase neutre 

(nSMase) alors que leurs niveaux d’expression cellulaire restent inchangés. Lors de 

l’inhibition pharmacologique ou par des siARNs (petits ARNs interférents) de cette 

enzyme, une diminution de la sécrétion de ces miARNs a été observée. Au contraire, lors 

de la surexpression de cette enzyme, les auteurs ont observé une diminution de la sécrétion 

de ces miARNs. Ils ont également constaté que les miRs provenant des exosomes 

exerçaient une répression génique dans les cellules receveuses comme les miRs cellulaires 

ce qui se traduit par une inhibition de la croissance cellulaire. Les cellules peuvent donc 

sécréter activement des miRs cependant on ne sait pas s’il existe un mécanisme spécifique 

conduisant à une augmentation spécifique de certains miRs. Ces observations de sécrétion 

des miARNs des exosomes céramide-dépendant ont été confirmées par d’autres équipes 

sur d’autres lignées cellulaires (Mittelbrunn et al. 2011 ;Kogure et al. 2011). Cependant, 
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contrairement aux exosomes, l’exportation des miARNs associés aux HDL est régulée 

négativement par la nSMase 2 (Vickers et al. 2011). 

 

Au cours de ces dernières années, il est devenu clair que les miRs exosomaux 

jouaient un rôle crucial dans la médiation de la communication cellulaire en particulier entre 

les cellules cancéreuses et les cellules du microenvironnement tumoral notamment les 

cellules immunitaires, les cellules endothéliales et les fibroblastes (Mittelbrunn et al. 2011 ; 

Kogure et al. 2011 ;Yang et al. 2011) (Hergenreider et al. 2012) (Figure 16). Certaines 

études indiquent que la sécrétion de miRs par les cellules tumorales pourrait influer sur les 

cellules du microenvironnement tumoral. Des facteurs solubles comme les cytokines et les 

chimiokines, ont déjà été montrés pour être des outils de communication intercellulaire 

« classique » entre les cellules tumorales et le microenvironnement. Les miARNs, qui 

régulent des gènes cibles multiples, peuvent être transférés de cellules à cellules et induire 

des modifications fonctionnelles chez la cellule receveuse (Kosaka et al. 2010a). Certaines 

études ont émis l’hypothèse que les miARNs sécrétés par les cellules tumorales pouvaient 

affecter les cellules du microenvironnement tumoral et conduire à un échappement tumoral 

et par conséquent, permettre la progression tumorale (Skog et al. 2008). Ce phénomène n’a 

pas encore été prouvé in vivo. Des miARNs tumoraux ont pu être détectés dans des 

microvésicules sanguines de patients atteints de glioblastome à des taux plus élevés par 

rapport aux cellules donneuses. Ces microvésicules issues de glioblastome ont pu stimuler 

la prolifération d’une lignée cellulaire de gliome humain indiquant un aspect d’autocrine 

(Skog et al. 2008) et induire un phénotype angiogénique chez des cellules endothéliales du 

cerveau. Les cellules tumorales peuvent recruter des capillaires sanguins grâce à des miRs 

angiogéniques. Les miRs peuvent influencer l’angiogénèse en agissant sur les cellules 

progénitrices endothéliales jouant un rôle dans la néovascularisation. La surexpression du 

cluster miR-17-92 dans les tumeurs induit l’augmentation de l’angiogénèse par signalisation 

paracrine (Dews et al. 2006). Une autre observation est que let-7, miARN suppresseur de 

tumeur, voit son taux enrichi dans les exosomes issus de cellules de cancer gastrique 

métastatique. Les auteurs ont émis l’hypothèse que les cellules métastatiques pourraient 

éliminer les miARNs suppresseurs de tumeur en les exportant à l’extérieur par voie 

exosomale ce qui conduirait à maintenir l’oncogénèse et leur caractère invasif (Ohshima et 

al. 2010). Les cellules tumorales pourraient échapper aux Lymphocytes de type B et T en 

libérant des miRs immunosuppresseurs. Récemment, des travaux de Kosaka ont montré 

que des cellules cancéreuses métastatiques sont capables, in vitro et in vivo, de transférer des 



 98  

miRs exosomaux angiogéniques, tel que miR-210, via nSMase 2, aux cellules endothéliales 

permettant de promouvoir l’efficacité de leur initiation métastatique (Kosaka et al. 2013). 

Cette étude est la première à relier la capacité métastatique tumorale à l’amélioration de 

l’angiogénèse par les miRs exosomaux. 

 

Les miARNs sécrétés, contenus dans exosomes, influencent potentiellement les 

cellules du micro-environnement, y compris les cellules immunitaires, les cellules 

endothéliales et les cellules de fibroblastes. Les exosomes fonctionnent comme un outil de 

communication intercellulaire. Les miARNs, qui régulent plusieurs gènes cibles, peuvent 

également être transférées à partir de cellules tumorales à des cellules tumorales ou des 

cellules tumorales à des cellules du microenvironnement. Les cellules tumorales sécrètent 

des miRs qui pourraient agir sur les cellules du système immunitaire et ainsi moduler la 

réponse immune induisant soit une activation du système immunitaire soit une 

immunotolérance. Des microvésicules provenant de mélanomes ou de carcinomes 

colorectaux peuvent promouvoir la croissance tumorale et l’échappement immunitaire en 

empêchant la différenciation des monocytes en cellules suppressives sécrétant du TGFβ 

(Valenti et al. 2006).  

 
Figure 16. Les microARNs contenus dans les exosomes peuvent influencer les cellules du 
microenvironnement tumoral (fibroblastes, cellules immunitaires, cellules endothéliales) 
ainsi que les cellules tumorales. Figure issue de Kosaka 2010. Cancer Sciences (Kosaka et al. 
2010a). 
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La modulation d’activité de certains miRs au sein des cellules du 

microenvironnement peut induire une inhibition de la croissance tumorale. Par exemple, la 

sous-expression de miR-320 dans les fibroblastes associés aux cancers du sein induit une 

inhibition de la croissance tumorale (Bronisz et al. 2012). Ainsi, les miRs circulants associés 

aux tumeurs pourraient provenir de la réponse du microenvironnement et non pas 

uniquement des cellules tumorales. Les cellules immunitaires pourraient sécréter des miRs 

qui favorisent ou inhibent la prolifération, l’invasion ou l’apoptose. Par exemple, il existe 

une corrélation inverse entre l’expression du cluster miR-17-92 et le récepteur de type 2 de 

TGFβ. Ce récepteur est une cible du polycistron miR-17-92 dans les cancers solides. Il a 

donc été émis comme hypothèse que le cluster miR-17-92 exprimé par les lymphocytes T 

régule négativement l’expression du récepteur entrainant la synthèse de lymphocytes T plus 

résistants à TGFβ qui est souvent exprimé à des niveaux élevés dans gliome (Okada et al. 

2009;Okada et al. 2010). MiR-21 a un rôle dans le contrôle de l’inflammation en régulant 

PDCD4 ce qui favorise la production d’IL-10 dans les macrophages (Sheedy et al. 2010).  

Des études sont nécessaires pour préciser si l’expression différentielle des miRs est liée à la 

tumeur ou à une réponse médiée par le microenvironnement.  

b – Théorie sur un mécanisme passif 

L’hypothèse que de nombreux miARNs circulants sont dus à une lyse et/ou la mort 

cellulaire est également possible. Les protéines Ago2 et les miRs restent stables pendant 

plusieurs semaines dans des lysats cellulaires suggérant que ces miRs circulants non 

présents dans des vésicules pourraient provenir d’une libération passive lors de la mort 

cellulaire (Turchinovitch et al. 2011). En effet, les taux de ces miRs dans les milieux 

cellulaires sont corrélés avec un taux plus élevé de mort cellulaire (Turchinovitch et al. 

2011). A ce jour, il n’y a pas d’indication que les complexes Ago2-miARN, non contenus 

dans les vésicules, soient libérés de manière active ou soient absorbés par des cellules 

receveuses et puissent ainsi exercer un effet de communication intercellulaire chez les 

mammifères. La libération passive pourrait aussi expliquer les multiples observations, lors 

de la toxicité dans certains tissus, les taux de miRs plasmatiques sont spécifiques à 

l’augmentation des tissus affectés (Corsten et al. 2010), (Zhang et al. 2010c). 

 

La théorie selon laquelle les miARNs circulants seraient des médiateurs de 

communication intercellulaire repose sur des rapports démontrant le mode d’action 

paracrine et/ou autocrine. Il reste à démontrer ce processus in vivo. Deux théories, 
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concernant l’exportation et la fonction des miARNs circulants, ont été proposées. Selon la 

première théorie, les miARNs proviendraient d’une libération passive à la suite de lyses 

cellulaires. Dans la deuxième, les miARNs seraient spécifiquement sécrétés et auraient une 

fonction importante dans la communication intercellulaire. Bien que ces deux théories 

puissent être vraies, d’autres études sont nécessaires pour renforcer la théorie selon laquelle 

les miARNs circulants fonctionnent comme des médiateurs intercellulaires in vivo. 

Il existe des résultats contradictoires concernant la relation entre les taux de miRs 

tissulaires et sanguins. Certaines études montrent une corrélation entre les taux de miRs 

tissulaires et sanguins. Par exemple, l’équipe de Brase a trouvé que miR-375 et miR-141 

sont fortement exprimés dans des échantillons sériques et dans les tissus tumoraux de 

patients atteints de cancer de la prostate (Brase et al. 2011). Cependant, dans le cancer du 

poumon, la famille let-7 est surexprimée dans les tissus seulement et non détectée dans le 

sérum (Hu et al. 2010). Ainsi, les miRs circulants ne sont pas toujours directement associés 

au changement se produisant dans les tissus tumoraux mais peuvent refléter des effets 

indirects. Au contraire, dans la leucémie aiguë myéloïde, miR-92a est surexprimé dans les 

cellules blastiques mais retrouvé à un faible taux dans le plasma (Tanaka et al. 2009). Les 

auteurs suggèrent que les blastes peuvent capter les exosomes contenant les miRs et ainsi 

réduire le taux circulant. L’identification de la relation entre miRs circulants et miRs 

tissulaires est nécessaire pour la compréhension de l’origine de ces miRs circulants et 

comprendre leur fonction. 

IV – Place des miRs circulants en tant que biomarqueurs potentiels 

Les marqueurs tumoraux sanguins jouent un rôle important en pratique clinique dans 

le diagnostic, la surveillance, le suivi de l’efficacité thérapeutique en oncologie. Leur dosage 

peut être réalisé sur une prise de sang qui est un examen relativement peu invasif. Certains 

sont spécifiques d’un cancer particulier, d’autres sont plus généraux et augmentent dans 

différents types de cancers. Bien qu’ils soient largement utilisés, leur application clinique 

pour le diagnostic est limitée pour certains par leur manque de sensibilité et de spécificité. 

L’augmentation d’un marqueur tumoral dans le sang n’est pas toujours due à la présence 

d’une tumeur car ils peuvent être élevés dans certaines maladies non cancéreuses. Par 

exemple, l’alpha-foetoprotéine (AFP) est souvent augmentée dans le carcinome 

hépatocellulaire mais également dans d’autres pathologies telles que les cancers gastriques, 

biliaires et pancréatiques. De plus, certains patients atteints de carcinome hépatocellulaire 

ont un taux normal d’AFP. Ils sont en revanche très utiles pour détecter la récidive d’un 
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cancer ou pour surveiller l’efficacité thérapeutique. Dans le mélanome, le seul biomarqueur 

pronostique validé pour la pratique courante est la LDH dans le mélanome métastatique. 

C’est un marqueur aspécifique ancien, qui relate approximativement de la masse tumorale 

de nombreuses tumeurs dont le mélanome. 

La recherche de nouveaux biomarqueurs est donc un enjeu majeur pour 

l’amélioration de la prise en charge des cancers. Les miRs circulants présentent de 

nombreuses caractéristiques d’un bon biomarqueur pour éliminer les faux positifs et faux 

négatifs des marqueurs classiques: 

- Une grande stabilité physique (pH extrêmes, ébullition, stockage prolongé, 

multiples cycles congélation-décongélation). 

- Une grande stabilité d’expression chez les sujets sains.  

- Un niveau d’expression associé à différentes pathologies et notamment les 

pathologies tumorales. 

- Il existe différentes méthodes de dosage réalisable en routine (notamment par 

RTqPCR). 

 

Figure 17. Deux hypothèses proposées concernant la progression du cancer médiée par les 
miARNs circulants. (A) Les miARNs sécrétés induisant la modulation des cellules du 
microenvironnement. Les miARNs sécrétées par des cellules cancéreuses contrôlent le 
comportement des cellules du micro-environnement pour leur propre bénéfice. (B) Les miARNs 
sécrétés peuvent être des molécules fonctionnelles dans un organe éloigné. Figure issue de Kosaka 
2012 (Kosaka et al. 2012).  
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Pour les utiliser comme marqueur diagnostique en pratique courante, nous devons 

acquérir une meilleure compréhension des mécanismes par lesquels les miARNs sont 

libérés dans la circulation sanguine. Plusieurs études ont montré le transfert intercellulaire 

de cellules donneuses vers des cellules receveuses sur des analyses in vitro et récemment in 

vivo. Des études ont montré l’importance de la communication entre les cellules 

cancéreuses et leur microenvironnement notamment par le biais des exosomes. Bien que 

les mécanismes de sécrétion et d’incorporation des miARNs ne soient pas encore 

clairement identifiés, les miRs circulants semblent jouer un rôle central et général en tant 

que molécules de signalisation dans les phénomènes physiologiques et pathologiques. Ils 

représentent une voie alternative à la communication intercellulaire « classique » médiée par 

des facteurs solubles (hormones, cytokines, chimiokines). De par leur action sur une grande 

variété de molécules, les miARNs circulants pourraient être un facteur humoral qui exerce 

une action paracrine et peut être également une action à distance comme des hormones 

(Ma et al. 2012 ;Kosaka et al. 2011) (Figure 17). De nouvelles études sont nécessaires pour 

comprendre l’origine et le rôle fonctionnel de ces miRs circulants afin de mieux 

comprendre leur place dans l’oncogénèse et ainsi permettre leur utilisation appropriée en 

tant que biomarqueur. 
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OBJECTIFS 

Le mélanome au stade métastatique est une pathologie de mauvais pronostic malgré 

les récents progrès thérapeutiques. Actuellement, les critères pronostiques utilisés ne sont 

pas suffisants pour appréhender l’hétérogénéité de la pathologie. L’indice de Breslow, le 

facteur pronostique actuellement le plus robuste, n’est pas un indicateur suffisant pour 

prédire le comportement futur du mélanome et les informations qu’il fournit ne permettent 

pas de discriminer avec suffisament de précision les populations nécessitant une prise en 

charge thérapeutique d’emblée intensifiée. L’identification de nouveaux biomarqueurs 

seraient un atout important pour identifier des patients à risque d’évolution au stade 

métastatique et ainsi améliorer la prise en charge thérapeutique. De nombreuses recherches 

s’intéressent à la détection de biomarqueurs prédictifs du caractère agressif du mélanome, 

de la récidive ou de la réponse aux traitements afin d’améliorer la prise en charge du 

mélanome. Cependant aucune analyse n’a actuellement permis de valider un nouveau 

biomarqueur pour la pratique clinique courante. Un nombre croissant d’études montre que 

les microARNs ont des rôles oncogènes ou suppresseurs de tumeurs dans une large variété 

de cancers, dont le mélanome, ou peuvent avoit un rôle dans le processus métastatique. De 

plus, les microARNs sous leur forme circulante apparaissent, depuis 2008, comme des 

biomarqueurs diagnostiques et pronostiques intéressants en oncologie. 

L’objectif de ce travail a été, tout d’abord, de déterminer un profil de miARNs 

circulants discriminant les patients atteints de mélanome de sujets sains. Pour cela, nous 

avons cherché à identifier un profil de miARNs plasmatiques associé au mélanome 

métastatique et nous avons comparé les taux d’expression aux données cliniques afin 

d’étudier leur potentiel pronostic. Nous avons caractérisé des miARNs plasmatiques 

exprimés differentiellement entre des patients et des sujets sains par une technique de 

Biopuces. Puis, nous avons validé, par RT-qPCR, les principaux microARNs détectés dans 

cette analyse Biopuces ainsi qu’en parallèle les principaux microARNs associés au 

mélanome décrits dans la littérature. Ces analyses ont été réalisées sur trois cohortes 

indépendantes : une cohorte d’identification, une cohorte d’apprentissage et une cohorte de 

validation. Enfin, nous avons analysé l’expression tissulaire et cellulaire des principaux 

miARNs dérégulés au niveau plasmatique afin de connaitre leur origine. 
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MATERIELS ET METHODES 

1) Conception de l’étude plasmatique des miARNs 

L’ensemble de notre étude a porté sur 74 échantillons plasmatiques de patients 

atteints de mélanomes métastatiques et 64 échantillons plasmatiques de sujets contrôles 

entre 2009 et 2013. Une première analyse d’identification par microarray de potentiels 

microARNs candidats a porté sur 14 plasmas patients et 5 sujets contrôles. Une deuxième 

analyse d’apprentissage réalisée par RT-qPCR a porté sur 29 échantillons patients et 16 

sujets contrôle.  Un échantillon patient analysé n’a pu être exploité. Une troisième analyse 

de validation par RT-qPCR a été réalisée sur 31 plasmas patients versus 43 sujets sains 

(Figure 18). 

 

Figure 18 : Conception de l’étude plasmatique des miARNs. 

2) Echantillons plasmatiques 
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Les prélèvements sont issus d’une collection biologique constituée à partir de 

patients de soins courants du service de dermatologie de l’Hôpital Larrey (CHU de 

Toulouse, France). Le critère de sélection était la présence d’une métastase active au 

moment du prélèvement. Les patients atteints de deux cancers simultanés et/ou 

d’antécédents d’autres cancers que le mélanome dans les cinq ans précédents le 

prélèvement n’ont pas été inclus à l’exception des carcinomes cutanés de résection 

complète. L’ensemble des individus a donné son consentement éclairé pour la participation 

à l’étude. Les prélèvements contrôles ont été obtenus auprès de l’Etablissement Français du 

Sang (EFS) de Pyrénées-Méditerranée sur le site Toulouse Purpan (France). Il n’y a pas eu 

de critères de sélection concernant les sujets sains. Les échantillons sanguins de l’ensemble 

des sujets de l’étude ont été prélevés sur anticoagulant EDTA. Les plasmas ont été séparés 

dans les 2 heures par centrifugation à 2400 g pendant 10 minutes à température ambiante 

puis conservés à -80°C. Certaines données cliniques ont été collectées. Les données 

recueillies pour les sujets sains sont le sexe et l’âge. Pour les patients, les données 

renseignées en plus du sexe et de l’âge sont : les données au moment du diagnostic (date, 

indice de Breslow, présence d’une ulcération, index mitotique, statut mutationnel de la 

tumeur avec recherche de mutation BRAF ou NRAS par séquençage et stade) et les 

données au moment de l’inclusion (âge, stade). Les prélèvements sanguins ont été réalisés 

au moment de l’inclusion pour l’analyse des microARNs et le dosage de la lactate 

déshydrogénase (LDH). Aucun plasma n’était hémolysé. Ces prélèvements ont été 

effectués avant l’instauration d’un traitement de chimiothérapie ou au minimum 3 semaines 

après l’administration de celle-ci. L’ensemble des données des populations est résumé dans 

le Tableau 5. 

3) Culture cellulaire 

15 lignées cellulaires de mélanome ont été étudiées. Parmi ces lignées, 2 sont à 

croissance horizontale (RGP), 3 à croissance verticale (VGP) et 10 lignées sont 

métastatiques. Les lignées WM115, WM266-4 et WM239A sont issus du même patient. 

C’est le cas aussi pour les lignées WM983A et WM983B. Des mélanocytes cutanés 

primaires (NHEM), provenant de l’entreprise Lonza ont été utilisés comme contrôle. Des 

lignées cellulaires d’autres pathologies tumorales (poumon, sein, ovaire et glioblastome) ont 

été également analysées. Les cellules ont été cultivées à 37°C en atmosphère humide à un 

taux de CO2 constant de 5% avec le milieu cellulaire adapté. Les principales caractéristiques 

des lignées tumorales sont résumées dans le Tableau 6. Les cellules ont été ensemencées 
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dans des boites de Pétri de diamètre 100 mm et cultivées jusqu’à l’obtention de 5 millions 

de cellules. Trois recueils ont été réalisés sur des passages de cellules différents sauf pour les 

NHEM et les lignées ovariennes (deux recueils). 

Variables Identification Apprentissage Validation 

n 5 14 16 28 43 31 
Age ** (ans; 

médiane; IQR) 43 [29; 58] 67 [45; 79] 43 [30; 52] 61 [54; 79] 43 [34; 53] 60 [44; 69] 

Sex ratio (M/F) 0.66 0.75 1.29 0.81 1.26 1.21 
Stade IIIc – M1a ** 

(n=)  3  9  3 

Stade IV ** (n=)  11  20  28 
Indice Breslow * 

mm (médiane; IQR)  3  
[1.5; 6]  2.5  

[1.5; 3.4]  2.2  
[1.2; 4.2] 

Ulcération * 
(présence; n=)  4  6  8 

Index mitotique *  
≥ 1/mm2 (n=)  3  3  10 

Mutation BRAF 
V600 * (n=)  1  5  21 

Mutation NRAS * 
(n=)  -  4  2 

Taux de LDH ** par 
rapport à la normale 

(N= 234 UI/L) 
nd nd 0.71N 

[0.60; 0.74] 
0.78N 

[0.63; 0.97] 
0.70N 

[0.62; 0.75] 
1.07N 

[0.73; 1.80] 
IQR: écart interquartile; *: au moment du diagnotic; **: au moment de l’inclusion; nd: non déterminé. 

 Tableau 5 : Principales données démographiques et cliniques des patients et des contrôles 

sains. 

 

Tableau 6 : Principales caractéristiques des lignées cellulaires utilisées. 
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4) Collection de Tissus 

Tous les échantillons tissulaires proviennent de la tumorothèque du département 

d’anatomo-pathologie de l’hôpital Purpan (Toulouse, France) et ont été obtenus avec le 

consentement des patients. Les biopsies étaient fixées au formol et inclues en paraffine. 

Dans chaque cohorte, nous avons récupéré 5 biopsies de métastase dont le prélèvement 

était concomitant au prélèvement plasmatique soit 10 échantillons au total. Quatre coupes 

de 10 µm ont été réalisées. Un médecin anatomopathologiste a séparé la partie tumorale et 

la partie saine pour chaque biopsie par macrodissection. 

5) Extraction des ARNs pour détection des microARNs 
plasmatiques, tissulaires et cellulaires 

Les extractions des miARNs ont été réalisées avec le kit « miRNeasy » (Qiagen) 

pour les microARNs plasmatiques et cellulaires et avec le kit « miRNeasy FFPE » (Qiagen) 

pour les microARNs tissulaires selon les instructions du fournisseur. Pour les miARNs 

plasmatiques, les extractions ont été réalisées à partir de 10 mL de plasma pour l’analyse par 

microarray et à partir de 200 µL  de plasma pour les analyses par RT-qPCR. Pour les 

extractions des miARNs plasmatiques, un microARN synthétique (mispike) (IDT®) a été 

ajouté au plasma après l’homogénéisation avec le réactif de lyse QIAzol®. Pour l’analyse 

cellulaire, 5 millions de cellules ont été repris par 700 µL de QIAzol®. La quantité et la 

pureté des ARNs totaux cellulaires et tissulaires ont été évaluées par un spectrophotomètre 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Les protocoles d’extractions des ARNs sont 

présentés en Annexes : ARNs plasmatiques pour microarray (Annexe 1), ARNs 

plasmatiques et cellulaires pour RT-qPCR (Annexe 2) et ARNs tissulaires (Annexe 3). 

6) Amorces avec technologie LNA™ (Locked Nucleic Acid) d’Exiqon 

Nous avons utilisé des amorces avec technologie LNA™ d’Exiqon lors de l’étude 

plasmatique des miARNs par Biopuces et par RT-qPCR ainsi que pour les dosages des 

miARNs cellulaires. Les microARNs sont de petites tailles, leur taux de GC est très 

variable, leurs séquences présentent un degré élevé de similitude. Certains membres d’une 

même famille de microARNs varient d’un seul nucléotide. La technologie LNA™ est 

utilisée pour améliorer le pouvoir discriminant des amorces et améliorer la sensibilité et la 

spécificité pour les cibles telles que les microARNs. Les acides nucléiques LNA™ sont des 
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analogues synthétiques de haute affinité pour l’ADN dans lesquels le cycle ribose est 

« bloqué » par un pont méthylène (www.exiqon.com 2014) (Figure 19). Cette 

conformation est idéale pour leur appariement avec leur paire complémentaire. En 

conséquence, les oligonucléotides LNA™ présentent une grande stabilité thermique 

lorsqu’ils sont hybridés avec un ADN ou un ARN. Ces oligonucléotides peuvent être plus 

courts que les oligonucléotides d’ARN et conservent une grande température de 

dissociation (Melt temperature : Tm). Ceci est intéressant pour détecter des microARNs 

qui sont des cibles de petites tailles. Les oligonucléotides LNA™ sont généralement 

constitués d’un mélange de LNA™ et d’ADN ou ARN. Cette incorporation a permis 

d’améliorer de nombreuses technologies basées sur l’hybridation telles que la PCR, les 

puces à ADN et l’hybridation in situ. La température de dissociation entre le brin d’ADNc à 

amplifier et l’amorce est fortement modifiée par un mésappariement ce qui permet de 

discriminer une amplification spécifique, d’une amplification non spécifique. Les avantages 

de cette technologie sont principalement: une sensibilité augmentée par rapport à des 

oligonucléotides d’ARN ou d’ADN, une détection robuste de toutes des séquences de 

microARNs quelle que soit la teneur en GC, une détection supérieure à partir 

d’échantillons cliniques difficiles comme les fluides biologiques ou les blocs de paraffine, 

une augmentation de la spécificité de la cible par rapport aux sondes ARN ou ADN, la 

détection de discordances nucléotidiques simples, une discrimination supérieure des 

familles de microARNs, une haute stabilité in vivo et in vitro.  

 

Figure 19 : Technologie LNA™. Dans la structure LNA™, l’acide nucléique présente un pont 
méthylène (représenté en orange) entre l’atome d’oxygène en 2’ et l’atome de carbone en 4’ du cycle 
ribose. Ceci permet un verrouillage du cycle ribose dans une conformation idéale pour leur 
appariement avec leur paire complémentaire. Ce couplage est plus rapide et augmente la stabilité du 
duplex obtenu (www.exiqon.com).  
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7) Marquage et hybridation des miARNs sur puces LNA™  

Les puces utilisées ont été obtenues par un accord avec le Laboratoire Européen 

de Biologie Moléculaire (EMBL, GeneCore facility, Heidelberg). Elles ont été spottées à 

l’EMBL avec des oligonucléotides modifiés par des bases LNA™. Deux puces ont été 

utilisées par miARN. Cette étude a été réalisée dans le cadre d’un projet financé par la 

fondation RITC (Recherche et Innovation Thérapeutique en Cancérologie). Les ARNs 

totaux (3 µg) ont été marqués par un fluorochrome  (Cyanine 3) grâce à une T4 ARN ligase 

sur une nuit à 4°C. L’hybridation des ARNs sur les puces LNA™ a été réalisée à 54°C sur 

une nuit. Après lavages, les lames ont été scannées par un Axon 4000B. Le protocole 

détaillé est donné dans l’Annexe 4. Les analyses ont été réalisées sur la plateforme 

Biopuces Toulouse Génopôle (INSA, Toulouse, France). Les oligonucléotides LNA™ 

ciblaient des miARNs d’origine humaine, murine et virale soit au total 862 sondes de 

miARNs d’intérêt, dont 576 d’origine humaine ont été analysées en Janvier 2011 (Exiqon, 

version 7).  

8) Principe de la RT-qPCR pour la détection des microARNs  

Les analyses par RT-qPCR ont été réalisées par deux types d’amorces différentes 

soit celles d’Exiqon avec des amorces LNA™ soit celles de Qiagen. 

I – Amorces LNA™ d’Exiqon 

Nous avons utilisé pour le dosage des microARNs par RT-qPCR le système 

d’Exiqon appelé « miRCURYLNATM Universal RT microRNA PCR » (manuel d’instruction 

version 4.1 #203300 Août 2011. www.exiqon.com). Le principe de RT-qPCR d’Exiqon 

comprend une première étape de transcription réverse puis une deuxième étape 

d’amplification par LNATM qPCR (Figure 20). D’abord, une queue polyA est ajoutée aux 

microARNs matures (étape 1A). L’ADNc est synthétisé en utilisant une sonde polyT 

comportant à son extrémité 3’ un ancrage dégénéré et en 5’ une séquence universelle 

(« tag ») (étape 1B). L’ADNc est amplifié en utilisant des amorces sens et anti-sens 

spécifiques du microARN étudié, optimisées par la technologie LNATM (étape 2A). 

L’amorce sens est entièrement spécifique de la séquence du microARN tandis que l’amorce 

anti-sens est complémentaire de la sonde polyT et de la fin de séquence du microARN. Les 

agents intercalants SYBR® Green ou EvaGreen® sont utilisés pour la PCR (étape 2B). 

Nous avons utilisé l’EvaGreen® pour les analyses sur BioMark™ Fluidigm et du SYBR® 

Green pour les analyses sur CFX96™ (Bio-Rad). 
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Figure 20. Principe de la RT-qPCR avec primers LNA™ d’Exiqon. Système miRCURY 
LNATM Universal RT microRNA PCR d’Exiqon. (www.exiqon.com) 

 

Figure 21 : Principe de la RT-qPCR du fournisseur Qiagen. 

 

II – Amorces de Qiagen 

Le principe de RT-qPCR de Qiagen comprend également une première étape de 

transcription réverse puis une deuxième étape d’amplification par qPCR (Figure 21). La 

première étape comprend une 3’ polyadénylation puis une transcription réverse utilisant le 
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tampon miScript HiSpec et une amorce oligo-dT. Cette amorce présente une ancre 3’ 

dégénérée et une séquence universelle en 5’ comme pour Exiqon. Dans cette technique, 

l’ADNc est amplifié par qPCR grâce à une seule amorce spécifique complémentaire de la 

séquence du miARN cible, associée à une amorce universelle reconnaissant la séquence 

universelle. La détection se fait grâce au SYBR® Green. 

9) Analyses des miARNs plasmatiques et cellulaires par RT-qPCR 
sur le système Biomark™ Fluidigm avec les réactifs d’Exiqon 

Ces analyses par RT-qPCR ont été réalisées sur la plateforme Génome et 

Transcriptome de Toulouse Génopôle (CHU Rangueil, Toulouse, France). Le protocole 

utilisé est celui d’Exiqon pour l’automate BioMark™ Fluidigm (« Protocol for microRNA 

qPCR profiling using microRNA LNA™ PCR primers sets with Fluidigm® Biomark 

system », www.exiqon.com). Cet automate permet de réaliser les étapes de PCR 

quantitative en micro-volumes par une technologie en microfluidique et en 96.96 

DynamicArray™ IFCs (Integrated Fluidic Circuits) (Figure 22) permettant d’amplifier 96 

gènes sur 96 échantillons sur la même plaque permettant l’obtention de 9216 résultats 

simultanément. 

La première étape à consister à la synthèse d’ADNc par transcription inverse (RT). 

Nous avons utilisé l’ « Universal cDNAsynthesis kit, 16-32 rnx » (#203300) d’Exiqon. Pour 

chaque échantillon, nous avons préparé 16 µL de mix RT avec 4 µL d’ARN plasmatique 

soit un volume total de 20 µL. L’incubation s’est faite à 42°C pendant 60 min puis 5 min à 

95°C et enfin à 4°C. La deuxième étape a été la préparation des primers LNA™ d’Exiqon. 

Les primers sens et anti-sens ont été repris chacun dans 16,5 µ L de tampon TE 1x et 

poolés soit une concentration finale de 20 µM. La troisième étape a été une étape de pré-

amplification STA (Specific target Amplification) sur 1,25 µL d’ADNc dilué au 10ème avec 

le « Taqman® preAmp Master Mix (Applied Biosystems) et les primers LNA™. 

L’amplification a comporté 15 cycles. La quatrième étape est l’étape d’amplification sur 

1,25 µL de STA dilué au 10ème  avec le « Master Mix Taqman® Gene Expression » (Applied 

Biosystems) avec pour agent intercalant de l’EvaGreen® (Biotium) et les primers LNA™. 

Cette amplification a été réalisée sur 30 cycles. Les données ont été recueillies sur le logiciel 

« Fluidigm®Real-Time PCR Analysis Software ». 

Pour les analyses cellulaires, nous avons utilisé le même protocole que pour les 

analyses plasmatiques. Nous avons utilisé 4 µ L d’ARN à 5 ng/µL soit 20 ng d’ARN 



112  

cellulaire. Les étapes ont été les mêmes. Des étapes de RT, de pré-amplification (STA) et 

enfin d’amplification ont été réalisées.  

  

Figure 22. Automate Fluidigm BioMark™ et la plaque d’analyse BioMark™ 96.96 
DynamicArray IFC (www.fluidigm.com/biomark-hd-system.html 2014) 

 

10) Analyses des miARNs plasmatiques et tissulaires par RT-
qPCR sur l’automate CFX96™ (Bio-Rad) avec les réactifs 
d’Exiqon et de Qiagen 

Certains miARNs ont été dosés en RT-qPCR sur l’automate CFX96™ soit avec 

des réactifs Exiqon soit avec des réactifs Qiagen. 

I – Analyses avec les réactifs Exiqon 

Les analyses par RT-qPCR ont été réalisées selon le protocole « miRCURY 

LNA™ Universal RT microRNA PCR » (version 4.1) d’Exiqon avec des amorces miARNs 

Exiqon. 4 µL d’ARNs plasmatiques totaux ou 4 µL d’ARNs tissulaires totaux à 5 ng/µL 

ont été rétro-transcrits avec le kit « Universal cDNA synthesis kit (16-32 rns # 203300) 

dans un volume de 20 µ L avec une incubation de 1 heure à 42°C. Les qPCRs ont été 

réalisées sur 4 µ L d’ADNc dilué au 80ème dans un volume total de 10 µ L avec le kit 

« SYBR®Green master mix, Universal RT (# 203450). Le protocole de qPCR a été le 

suivant : dénaturation de 10 minutes à 95°C puis 40 cycles d’amplification de 10 secondes à 

95°C et 1 minute à 60°C. 



113  

II – Analyses avec les réactifs Qiagen 

Les analyses de RT-qPCR ont été réalisées selon le protocole « miScript PCR 

system » (version 4) de Qiagen avec des amorces miARNs Qiagen. 12 µ L d’ARNs 

plasmatiques totaux ou 1 µg d’ARNs tissulaires totaux ont été rétro-transcrits avec le kit 

« miScript II RT kit (# 218161) en utilisant le tampon miScript HiSpec dans un volume de 

20 µ L avec une incubation de 1 heure à 37°C. Les qPCRs ont été réalisées sur 5 µ L 

d’ADNc dilué au 10ème dans un volume total de 20 µL avec le kit « miScript SYBR®Green 

PCR kit (# 218073). Le protocole de qPCR a été le suivant : dénaturation de 15 minutes à 

95°C puis 40 cycles d’amplification de 15 secondes à 94°C 30 secondes à 55°C et 30 

secondes à 70°C. 

11) Analyses biostatistiques 

Les analyses statistiques des données des Biopuces ont été réalisées par la 

plateforme Biopuces (INSA, Toulouse). Les analyses statistiques des miRs plasmatiques par 

RT-qPCR ont été réalisées par l’équipe de biostatistiques de la société GENCLIS 

(GenomicClinicalSynergy, Vandœuvre-lès-Nancy, France). Les résultats des analyses 

tissulaires cellulaires ont été illustrés avec le logiciel Prism (version 5.01, Graphpad software 

Inc). Les analyses ont été prises comme significatives avec une valeur de p inférieure à 0,05. 

Nous n’avons pas fait de correction de multiplicité comme par exemple l’approche de 

Bonferroni. Cette approche permet de corriger la valeur p au nombre de tests effectués : le 

seuil alpha est divisé par le nombre de tests. Ce choix de notre part est argumenté par le fait 

que les marqueurs significatifs sont utilisés pour comparer les deux cohortes de patients. 

Dans ce cas il est toléré de ne pas faire de corrections afin de ne pas réduire trop fortement 

la puissance du test et ainsi conserver un maximum de marqueur. La suite de l’analyse se 

charge de détecter les faux positifs lors de l’estimation des performances via la validation 

croisée.  

 

12) Dosage de la LDH  

Les dosages ont été effectués dans le laboratoire de biologie médicale du Pr Favre 

à l’Institut Claudius Regaud (Toulouse, France) dans le secteur de Biochimie. La technique 

utilisée est une méthode enzymatique en cinétique à 37°C en spectrophotométrie 
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d’absorption moléculaire sur l’automate RXL Max®  Dimension® (Siemens). Les valeurs de 

référence sont inférieures à 234 UI/L. 
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RESULTATS



Première partie : Etude des microARNs plasmatiques dans le 
mélanome métastatique. 

La première partie de notre projet a été l’étude de l’expression de microARNs 

plasmatiques dans le mélanome métastatique. Au commencement de notre projet, aucune 

publication n’existait sur les miARNs circulants dans le mélanome. C’est pourquoi, nous 

avons réalisé une phase d’identification de miARNs d’intérêt par technique Biopuces. Cette 

technique permet une identification sur un large panel de miARNs. Ensuite, nous avons 

dosé les miARNs potentiels par une technique de RT-qPCR sur une phase d’apprentissage 

et de validation. La population sélectionnée a été des patients atteints de mélanome au 

stade métastatique afin d’essayer de sélectionner des miARNs potentiellement agressifs. 

1) Recherche d’un profil d’expression de microARNs plasmatiques 
dans le mélanome par biopuces. 

Quand nous avons commencé ce projet en 2009, il n’existait pas d’étude publiée sur 

les microARNs plasmatiques dans le mélanome. L’équipe de Leidinger, en 2010, avait fait 

une étude sur sang total (Leidinger et al. 2010). Les données bibliographiques sur le 

mélanome concernaient des études sur tissus ou sur lignées cellulaires de mélanome. Notre 

objectif a été de rechercher un profil d’expression de microARNs plasmatiques par 

biopuces (« microarray ») afin de réaliser un screening sur un large panel de microARNs. 

Une étude préliminaire réalisée dans notre laboratoire avait mis en évidence un meilleur 

rendement d’extraction à partir du plasma par rapport au sérum (données non montrées). 

C’est pourquoi, nous avons choisi de travailler sur du plasma recueilli sur tube EDTA. 

Notre population d’étude a porté sur 14 plasmas de patients atteints de mélanome 

métastatique et 5 sujets contrôles sains. Les biopuces utilisées étaient spottées avec des 

oligonucléotides LNA™ (Locked Nucleic Acid) de chez Exiqon. Cette technologie LNA™ 

consiste en l’utilisation de bases nucléotidiques modifiées permettant une amélioration de la 

spécificité des sondes. Pour plus de détails, il faut se reporter aux Matériels et Méthodes : 

« Amorces avec technologie LNA™ d’Exiqon». Ces sondes étaient dirigées contre des 

miARNs d’origine humaine (homo sapiens nommés hsa) mais également de souris (Mus 

musculus : mmu), de rat (Ratus norvegicus : rno) et de différents virus. Au total, l’analyse a 

porté sur 862 miARNs différents dont 576 humains. Deux dépôts ont été réalisés par 

échantillons. Le Tableau 7 contient la liste des microARNs analysés en biopuces. 
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Tableau 7: Liste des microARNs analysés en biopuces. MicroARNs d’origine humaine (homo sapiens : 
hsa), de souris (mmu), de rat (rno) et viraux : virus d’Epstein-Barr (ebv), cytomégalovirus humain (hcmv) et 
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murin (mcmv), virus d’immunodéficience humaine 1 (hiv1), virus Herpes simplex 1 (hsv1), Herpesvirus 
associé à la maladie de Kaposi (kshv), Herpesvirus murin gamma (mghv), virus simien 40 (sv40). 

 

La première étape a consisté à préparer les échantillons-cibles en réalisant une 

extraction des ARNs totaux à partir des plasmas. Nous avons réalisé une extraction des 

ARNs à partir de 10 ml de plasma selon le protocole « Extraction des ARNs pour détection 

des microARNs plasmatiques » avec le kit miRNeasy de Qiagen (voir matériels et 

méthodes). Les extraits ont ensuite été traités à la plateforme Biopuces du Génopôle de 

Toulouse (Génotoul - INSA Toulouse). Une étape de marquage, consistant à une 

rétrotranscription, a été ensuite réalisée selon le protocole « Marquage et Hybridation des 

miARNs sur puces LNA™ » (voir Matériels et Méthodes). Cette étape a permis de coupler 

un traceur fluorescent aux ADNc obtenus. Ici, le fluorochrome utilisé est le Cy3™ 

donnant une fluorescence verte. L’étape suivante a été une étape d’hybridation suivie de 

lavages. Elle consiste à la mise en contact des ADNc avec l’ensemble des spots. S’il y a 

complémentarité, l’ADNc va se fixer au spot. Dans le cas contraire, l’ADNc va être éliminé 

lors des étapes de lavages. Après cette étape de lavage, seules les cibles marquées hybridés 

aux spots spécifiques vont être conservées. Deux dépôts par échantillon ont été réalisés. 

L’étape d’acquisition des images a consisté à obtenir les signaux numériques des lames 

grâce à un scanner (Axon 4000B). Un laser va exciter les fluorochromes incorporés aux 

cibles. Le signal lumineux émis est capté par un photomultiplicateur et converti en signal 

numérique. La dernière étape a consisté à l’analyse des données à l’aide du logiciel d’analyse 

d’images GenePix Pro (Axon Instruments). Les fichiers images TIFF (Tag Image File 

Format) et les fichiers de sortie de GenePix avec les intensités (.GPR) ont été analysés. Ce 

logiciel a permis à partir des images brutes des spots d’obtenir les valeurs numériques 

caractéristiques des spots : moyenne et médiane des intensités des pixels du spot ainsi que 

l’intensité de bruit de fond. Les spots non exploitables sont notés avec un drapeau (« flag » 

en anglais) et non pris en compte lors de l’analyse des données. Deux types de 

normalisation ont été réalisées une normalisation par la moyenne d’intensité de tous les 

spots (All Spots Mean : ASM) et une normalisation par la méthode des Quantiles qui 

consiste au classement de l’ensemble des spots de chaque puce par ordre d’intensité 

croissante et à forcer à adopter la même distribution (Bolstad et al. 2003). 

Le taux de données exploitables par échantillon a été en moyenne de 43%. Le 

filtrage des données a été réalisé sur la qualité des spots reposant sur l’hétérogénéité entre la 

moyenne et la médiane des intensités de fluorescence et sur le paramètre « flag ».  Le 
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tableau suivant reprend le taux de filtrage pour l’ensemble des échantillons (Tableau 8). 

L’échantillon M14 a le taux maximum d’exploitation des spots avec 61% de données 

exploitables. Les échantillons M5 et M10 ont les taux d’exploitation des spots minimum 

avec un taux à seulement 29%. 

 

 

Tableau 8 : Taux de données exploitables par échantillon. Ce taux de données 
exploitables est donné en pourcentage des taux de filtrage des données. Les noms des échantillons 
des malades sont indiqués par la lettre M suivi d’un numéro de 2 à 15 (soit 14 patients) ceux des 
sains sont indiqués par la lettre S suivi d’un numéro de 1 à 5 (soit au total 5 sujets sains). 

 

Nous avons analysé l’expression différentielle des miARNs entre les patients et les 

sujets contrôles. Pour cela, nous avons comparé les intensités de fluorescence entre les 

deux groupes. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux miARNs qui 

étaient dérégulés chez les patients par rapport aux sujets contrôles. Certains miARNs 

étaient surexprimés et d’autres, au contraire, sous-exprimés de manière significative chez les 

patients par rapport aux sujets sains. Enfin, nous avons étudiés les miARNs retrouvés 

exclusivement chez les patients.  

 

I – Les microARNs dérégulés chez les patients par rapport aux sujets sains 

Pour l’ensemble des miARNs pour lesquels nous avions des valeurs d’intensité de 

fluorescence pour les patients et les sujets sains, nous avons utilisé deux méthodes de 

normalisation. Les méthodes de normalisation utilisées sont celle des All Spots Mean 

(ASM) et celle des Quantiles. Nous avons étudié les miRs significativement dérégulés (soit 

surexprimés ou soit sous-exprimés) chez les patients par rapport aux sujets contrôles par 
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l’une des méthodes ou par les deux. Nous avons arbitrairement choisi les seuils de 1,5 

comme seuil de surexpression et 0,666 seuil de sous-expression afin que les observations 

soient significatives par rapport aux témoins mais sans être trop restrictives. 

A – Les microARNs surexprimés chez les patients par rapport aux sujets sains 

Les résultats de surexpression ont été pris comme significatifs lorsque le rapport 

patients/témoin était supérieur à 1,5 pour chacune des deux méthodes de normalisation. 

Une analyse de l’ensemble des microARNs humains a permis de mettre en évidence la 

surexpression de 28 miRs par les deux méthodes dont 27 miRs par la méthode des ASM 

seule et 19 miRs par la méthode des Quantiles. Les résultats sont contenus dans la figure 

23.  

Les microARNs, dont le rapport de surexpression est supérieur à 2 par les deux 

méthodes de normalisation, sont au nombre de cinq: miR-1290, miR-1246, miR-191, miR-

21, miR-33a. Les miRs-1290 et 1246 sont les miRs les plus surexprimés chez les patients 

par rapport aux contrôles avec une surexpression de miR-1290 de 3,88 (Méthode des 

Quantiles) et de 4,35 (Méthodes des ASM) et pour le miR-1246 une surexpression de 2,94 

(Quantile) et 3,42 (ASM). La figure 24 revient plus en détails sur les intensités de 

fluorescence des deux populations. 

Nous avons choisi de sélectionner les miRs surexprimés chez les patients d’un 

facteur supérieur à 2 ainsi que ceux supérieurs à 1,7 et présentant cette surexpression chez 

au moins la moitié des patients soit au moins 7 patients sur 14. Les miRs sélectionnés 

sont au nombre de neuf. Les cinq miRs dont les ratio sont supérieurs à 2 : hsa-miR-1290 

(ratio à 3,88 et 4,35), hsa-miR-1246 (ratio à 2,94 et 3,42), hsa-miR-191 (ratio à 2,23 et 

2,51), hsa-miR-21 (ratio à 2,03 et 2,33) et hsa-miR-33a (ratio à 1,97 et 2,08) ainsi que les 

quatre miRs dont les ratio sont supérieurs à 1,7 chez la moitié des patients : hsa-miR-130a 

(ratio à 1,66 et 1,82 chez 7 patients), hsa-miR-143 (ratio à 1,70 et 1,70 chez 8 patients), 

hsa-miR-338-3p (ratio à 1,84 et 1,90 chez 10 patients) et hsa-miR-425* (ratio à 1,83 chez 

10 patients). Ce sont les miR-1290, miR-1246 et miR-21 qui ont les ratios les plus 

importants et qui sont retrouvés chez le plus grand nombre de patients. 
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Figure 23 : Liste des microARNs dérégulés chez les patients par rapport aux sujets sains. 
Dans la première partie du tableau (en vert) sont indiqués les miRs sous-exprimés significativement 
(p<0,5) chez les malades par rapport aux sujets contrôles avec des ratios < à 0,666. La deuxième 
partie du tableau (en orange) donne le nom des miRs surexprimés significativement (p<0,5) chez 
les malades par rapport aux sujets sains ainsi que des ratios > à 1,5 retrouvés par les méthodes des 
Quantiles et des ASM. 

Figure 24 : Tableau des intensités de fluorescence pour les microARNs surexprimés 

chez les patients (nommé M) par rapport aux sujets sains (nommé S). Pour chaque 

miR est indiqué l’intensité de fluorescence moyenne pour chaque échantillon ainsi que le nombre 

de patients ayant une surexpression supérieure à 1,5 par rapport à la valeur d’intensité maximale des 

contrôles. 
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B – Les microARNs sous-exprimés chez les patients par rapport aux sujets sains 

Les résultats de sous-expression ont été pris comme significatifs lorsque le rapport  

patients/témoin était inférieur à 0,666 pour chacune des deux méthodes de normalisation. 

L’analyse des miRs humains sous-exprimés a mis en évidence au total 19 miRs dont 12 par 

la méthode ASM et 19 par la méthode des Quantiles. Les résultats sont contenus dans le 

tableau de la Figure 23. Parmi ces miRs, 9 miRs ont une sous-expression inférieure à 0,5. Il 

s’agit des miRs : hsa-miR-933, hsa-miR-494, hsa-miR-1183, hsa-miR-888*, hsa-miR-

486-5p, hsa-miR-32, hsa-miR-1280, hsa-miR-153 et let-7e*.  

II – Les microARNs retrouvés exclusivement chez les patients 

Pour certains microARNs, nous n’avions pas de valeurs d’intensité pour les sujets 

contrôles. Nous avons obtenu des valeurs d’intensité que pour les patients. 76 miARNs ont 

été détectés uniquement chez les malades. Les 14 patients ont été testés en duplicats ce qui 

donne une possibilité d’hybridation maximale de 28. Nous avons regardé plus en détail les 

miRs qui présentaient au moins 5 hybridations sur les 28 possibles. Le Tableau 9 contient 

la liste des 33 microARNs présents uniquement chez les patients et ayant eu au moins 5 

hybridations. Les microARNs sont classés de manière croissante en fonction de leur 

fréquence au sein de la population étudiée. Par exemple, le miR-27b est retrouvé dans 17 

cas sur un maximum possible de 28 et chez 10 patients sur 14. Chez 3 patients sur 10, nous 

avons eu un seul résultat d’intensité dans le duplicat. 

Au total, nous avons obtenu 76 microARNs humains hybridés exclusivement 

chez les patients. Le miR-27b s’est hybridé le plus fréquemment. 33 miRs humains se sont 

hybridés plus de 5 fois. Parmi ces derniers miRs, nous avons décidé de garder, pour la suite 

de notre étude, ceux qui s’étaient le plus fréquemment hybridés soit tous ceux qui avaient 

une hybridation supérieure à 8 sur 28 soit les 10 miRs suivants : hsa-miR-27b, hsa-miR-

146a, hsa-miR-302d, hsa-miR-152, hsa-miR-92a-1*, hsa-miR-95, hsa-miR-599, hsa-

miR-520e, hsa-miR-569 et hsa-miR-597. Nous avons également choisi de conserver 

certains ayant une hybridation entre 5 et 7 avec des intensités de fluorescence supérieur à 

90 et parmi ces derniers ceux ayant les doublets d’intensité de fluorescence les plus 

importants soit 6 miRs : hsa-miR-1292, hsa-miR-517c, hsa-miR-668, hsa-miR-2110, 

hsa-miR-1537 et hsa-miR-518d-3p (Tableau 10). 
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Tableau 9 : Liste des microARNs présents uniquement chez les patients. Le tableau indique la liste des 
miARNs s’hybridant au moins cinq fois uniquement chez les malades et non hybridés chez les sujets sains. Il 
donne combien de fois s’est hybridé chaque miR, sur un total possible de 2 duplicats de 14 patients soit 28. Il 
est indiqué également le nombre de malades chez lesquels chaque miR s’est hybridé sur un total de 14 
patients. 
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Tableau 10 : Tableau des intensités de fluorescence des principaux microARNs présents 

uniquement chez les patients. Pour chaque miR et pour chaque échantillon sont indiquées les intensités de 

fluorescence mesurées auxquels a été retranché le bruit de fond. Chaque échantillon a été réalisé en duplicats 

donc deux intensités de fluorescence sont indiquées au maximum. Les noms des échantillons malades (M) 

sont numérotés de 2 à 15. Les résultats des dix miRs ayant une hybridation suérieure à 8 sur 28 sont 

représentés dans ce tableau. 

En résumé dans cette analyse sur biopuces, nous avons étudié 862 miRs dont 576 

miRs humains (Figure 25). Notre étude comparative a porté sur les plasmas de 14 patients 

atteints de mélanome métastatique et 5 sujets sains. Nous avons retrouvés 76 miRs détectés 

uniquement chez les patients parmi lesquels 33 miRs sont retrouvés hybridés au moins 5 

fois sur un maximum de 28. Nous avons trouvé 6 miRs présentant une fluorescence 

uniquement pour les témoins (données non montrées). Nous avons observé 28 miRs 

surexprimés chez les patients par rapport aux contrôles et 19 miRs sous-exprimés. Nous 

avons également observé 61 miRs stables entre les malades et les témoins (données non 

montrées). Parmi les 576 miRs humains étudiés, un total de 190 miRs, soit environ un tiers, 

ont donné des intensités de fluorescence. Les miRs décrits ne sont pas tous exprimés dans 

le plasma. Notre objectif étant de sélectionner de futurs potentiels biomarqueurs, nous 

avons choisi pour l’instant, de nous focaliser sur les miRs exclusivement retrouvés chez les 

patients et les miRs surexprimés en vue de leur utilisation future comme potentiel 

biomarqueur. Nous avons décidé de sélectionner les miRs les plus discriminants des deux 

groupes. Pour les miRs exclusifs sur biopuces, nous avons sélectionné ceux s’hybridant au 

moins dans 8 cas sur 28 et ceux s’hybridant dans 5 cas mais présentant des doublets 

d’intensité de fluorescence importants. Nous avons donc sélectionné 16 miRs : hsa-miR-

27b, -146a, -302d, -152, -92a-1*, -95, -599, -520e, -569, -597, -1292, -517c, -668, -2110, -

1537 et -518d-3p. Pour les miRs surexprimés, nous avons sélectionné ceux ayant un 

rapport de surexpression supérieur à 1,7 et présent au moins la moitié des patients (soit au 
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moins 7 sur 14). Nous avons obtenu 9 miRs : hsa-miR-21, -33a, -130a, -143, -191, -338-

3p, -425*, -1246 et -1290. Au total, cette étude sur biopuces a montré 25 miRs ayant un 

taux significativement plus important chez les patients par rapport aux sujets contrôles 

(Tableau 11). Ces miRs devaient ensuite être validés par une autre méthode de dosage et 

en particulier par une technique de RT-qPCR. 

 

Figure 25. Schéma récapitulatif de sélection des miRs d’intérêt. Notre analyse a étudié 576 
miRs humains. Parmi ces miRs, au total 190 soit environ un tiers, ont donné des intensités de 
fluorescence. 61 ont été retrouvés stables chez les patients et chez les contrôles, 28 étaient 
surexprimés de manière significative et 19 sous-exprimés chez les malades par rapport aux témoins. 
Parmi les miRs exclusifs, nous avons retrouvés 76 miRs chez les malades dont 33 donnant au moins 
5 hybridations et 6 miRs chez les témoins. Pour la suite de notre étude, nous avons choisi de 
sélectionner les miRs les plus significatifs parmi les exclusifs malades et les surexprimés (en rouge) 
soit au total 25 miRs dont 16 exclusifs et 9 surexprimés. 
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miRs sélectionnés par étude Biopuces Expression biopuces 

hsa-miR-21 surexpression M/S > 2 
hsa-miR-27b M exclusif 
hsa-miR-33a surexpression M/S > 2 

hsa-miR-92a-1* M exclusif 
hsa-miR-95 M exclusif 

hsa-miR-130a surexpression M/S > 1,7 
hsa-miR-143 surexpression M/S > 1,7 
hsa-miR-146a M exclusif 
hsa-miR-152 M exclusif 
hsa-miR-191 surexpression M/S > 2 

hsa-miR-302d M exclusif 
hsa-miR-338-3p surexpression M/S > 1,7 
hsa-miR-425* surexpression M/S > 1,7 
hsa-miR-517c M exclusif 

hsa-miR-518d-3p M exclusif 
hsa-miR-520e M exclusif 
hsa-miR-569 M exclusif 
hsa-miR-597 M exclusif 
hsa-miR-599 M exclusif 
hsa-miR-668 M exclusif 
hsa-miR-1246 surexpression M/S > 2 
hsa-miR-1290 surexpression M/S > 2 
hsa-miR-1292 M exclusif 
hsa-miR-1537 M exclusif 
hsa-miR-2110 M exclusif 

 M: malades S: sains 
Tableau 11 : Liste des microARNs sélectionnés par l’étude Biopuces. Ce tableau indique la 
liste des miARNs les plus significatifs de notre étude Biopuces et sélectionnés pour la suite de notre 
étude. La deuxième colonne indique s’ils ont été sélectionnés parce qu’ils étaient surexprimés chez 
les malades par rapport aux témoins (surexpression M/S) et leur ratios (supérieur à 2 ou supérieur à 
1,7) ou parce qu’ils ont été retrouvés exclusivement chez les malades (M exclusif). 

 

2) Recherche d’un profil d’expression de microARNs plasmatiques 
dans le mélanome métastatique par RT-qPCR 

Nous avons voulu vérifier et confirmer les résultats obtenus lors de l’analyse 

précédente sur biopuces. Pour cela, nous avons choisi une technique de quantification par 

RT-qPCR. Cette analyse a été réalisée sur l’automate BioMark™ de la société Fluidigm sur 

la plateforme GeT (Génome et Transcriptome de Toulouse) avec l'aide de Jean-José 

Maoret et Frédéric Martin. Ce système de RT-qPCR contient des circuits fluidiques intégrés 
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(IFC) permettant d’une part des réactions de PCR automatisées dans de petits volumes de 

l’ordre du nanolitres et d’autre part pour le format de plaque 96.96 une analyse simultanée 

de 96 échantillons et 96 amorces soit au total une analyse de 9216 réactions réalisées en 

parallèle (voir matériels et méthodes- Analyses des miARNs par RT-qPCR sur le système 

BioMark™ de la société Fluidigm). Cette étude était la première analyse réalisée par la 

plateforme GeT combinant l’étude des microARNs circulants et l’automate BioMark™ 

Fluidigm. Dans un premier temps, nous avons constitué une cohorte d’apprentissage sur 

laquelle nous avons utilisé cette technique de RT-qPCR. 

I – Cohorte d’apprentissage 

A – Description de la cohorte d’apprentissage 

Nous avons analysé les taux de microARNs plasmatiques sur un groupe de 29 

nouveaux patients atteints de mélanome métastatique et de 16 donneurs sains. Les 

caractéristiques de cette cohorte d’apprentissage sont résumées dans le Tableau 5 

(« Echantillons plasmatiques » - voir matériels et méthodes) et l’ensemble des données 

recueillies pour chaque individu sont contenues dans l’Annexe 5. A l’inclusion, les patients 

présentaient un âge médian de 61 ans pour un écart interquartile compris entre 54 et 79 ans 

et un sex-ratio de 0,81. Les sujets sains présentaient un âge médian de 43 ans pour un écart 

interquartile compris entre 30 et 52 ans et un sex-ratio de 1,29. L’âge des deux groupes était 

statistiquement différent (p<0,05 avec le test de Mann-Whitney). Par contre, la différence 

entre les sex-ratios des deux groupes n’était pas significative (p>0,05 avec le test de Fisher). 

Les deux groupes sont donc appariés en sexe mais pas en âge. Ce biais d’âge sera donc 

analysé et discuté dans l’étude biostatistique. A l’inclusion, les patients étaient à un stade 

IIIc avec une atteinte ganglionnaire à distance (31%) ou à un stade IV (69%). Ils peuvent 

donc être considérés cliniquement comme métastatiques. Au diagnostic, l’indice de Breslow 

était de 2.5 mm avec présence d’une ulcération dans 20.7% et d’un index mitotique élevé 

dans 10.3% des cas. 17.2% des patients avaient une mutation BRAF de la tumeur et 13.8% 

une mutation NRAS. Aucun des patients n’avaient de mutation c-Kit. Nous avons dosé sur 

ces échantillons le taux de LDH, qui est le seul marqueur sanguin à être pris en compte 

dans la classification AJCC 2009 pour les stades métastatiques (Balch et al 2009). Le taux de 

LDH médian chez les patients était de 0,78 N (N étant la limite supérieure des normes de 

référence soit 234 UI/L) et de 0,71 N chez les contrôles. Les valeurs de référence pour 

cette technique étant inférieures à 234 UI/L, la médiane des patients est dans la norme. 
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Cependant, le taux de LDH était statistiquement différent chez les patients par rapport aux 

sujets sains (p<0,05 avec le test de Mann-Whitney). 

Dans l’Annexe 5, est donné l’ensemble des données cliniques recueillies. A 

l’inclusion, sont renseignés la date, l’âge, le sexe, la survie après l’inclusion, le stade de la 

maladie, si un cycle de traitement de chimiothérapie est en cours et le taux de LDH. Les 

données recueillies au moment du diagnostic du mélanome sont l’âge, l’indice de Breslow, 

la présence ou non d’une ulcération, la présence ou non d’un index mitotique élevé, le stade 

de la maladie, la présence d’une mutation BRAF, NRAS ou c-kit et la survie sans métastase.  

B – Sélection des microARNs étudiés 

Nous avons choisi 51 microARNs pour notre étude selon plusieurs critères. 25 

microARNs étaient issus de l’analyse sur biopuces : 16 exclusivement détectables chez les 

malades et 9 surexprimés chez les malades par rapport aux témoins (voir plus haut). Nous 

avons rajouté 21 microARNs les plus décrits dérégulés dans la littérature dans le mélanome 

(essentiellement sur les tissus ou les lignées cellulaires) ainsi que 5 microARNs de référence 

potentiels. Nous avons également dosé le miARN synthétique (mispike) introduit lors de 

l’étape d’extraction comme contrôle (Tableau 12). Les sources bibliographiques au 

moment du choix de sélection des amorces (25 Août 2011) étaient les suivantes : let-7a 

(Schultz et al. 2008 ;Müller et al. 2008 ;Ma et al. 2009 ;Stark et al. 2010), let-7b (Schultz et 

al. 2008 ;Stark 2010 ;Jukic 2010) (Fu et al. 2011), let-7e (Schultz et al. 2008 ;Ma et al. 2009 ; 

Stark et al. 2010), miR-17 (Mueller et al. 2009 ;Levati et al. 2009 ;Chen et al. 2010,Leidinger 

et al. 2010 ;Greenberg et al. 2011), miR-18a (Levati et al. 2009 ;Chen et al. 2010 ;Leidinger 

et al. 2010), miR-20a (Levati et al. 2009 ;Leidinger et al. 2010), miR-34a (Lodygin et al. 

2008 ; Satzger et al. 2010 ;Greenberg et al. 2011) miR-125b (Chen et al. 2010, Glud et al 

2011), (Glud et al. 2010;Holst et al. 2011), miR-137 (Bemis et al. 2008 ;Haflidadottir et al. 

2010 ;Chan et al 2011), miR-141 (Blower et al. 2007 ;Molnar et al. 2008 ;Chen et al. 2010) 

miR-145 (Molnar et al. 2008 ;Segura et al. 2010 ;Leidinger et al. 2010), miR-155 (Levati et 

al. 2009 ;Segura et al. 2010 ;Philippidou et al. 2010),  (Levati et al. 2011), miR-182 (Segura 

et al. 2009), (Huynh et al. 2011), miR-185 (Stark et al. 2010 ;Chen et al. 2010 ;Greenberg et 

al. 2011), miR-200c (Molnar et al. 2008 ;Chen et al. 2010 ;Philippidou et al. 2010), (Elson-

Schwab et al. 2010), miR-204 (Jukic et al. 2010 ;Chen et al. 2010 ;Greenberg et al. 2011), 

miR-205 (Chen et al. 2010 ;Philippidou et al. 2010 ;Dar et al. 2011), miR-211 (Stark et al. 

2010 ;Jukic et al. 2010 ;Chen et al. 2010), (Boyle et al. 2011;Levy et al. 2010;Mazar et al. 

2010;Sakurai et al. 2011), miR-214 (Chen et al. 2010 ;Leidinger et al. 2010 ;Penna et al. 
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2011, Bar-Eli et al. 2011 ;Chan et al. 2011), miR-221 (Felicetti et al 2008a et b ;Ozsolak et 

al. 2008 ;Igoucheva et al. 2009 ;Stark et al. 2010 ;Das et al. 2010 ;Kanemaru et al. 2011) 

miR-222 (Felicetti et al. 2008a et b, Ozsolak et al. 2008 ;Mueller et al. 2009 ;Stark et al. 

2010) (Mattia et al. 2011). A noter que miR-21 et miR-146a étaient retrouvés sur l’analyse 

sur puce et également décrit dans la littérature du mélanome (miR-21 : Stark et al. 

2010 ;Chen et al. 2010 ;Yang et al. 2011  et miR-146a : Ozsolak et al. 2008 ;Levati et al. 

2009 ;Stark et al. 2010 ;Philippidou et al 2010 ;Leidinger et al. 2010), (Grignol et al. 2011).  

MicroARNs Critères de sélection MicroARNs Critères de sélection 
mispike contrôle extraction miR-155 bibliographie 
miR-16 référence - bibliographie miR-182 bibliographie 
miR-103 référence - Exiqon miR-185 bibliographie 

miR-423-3p référence - Exiqon miR-191 M/S > 2 sur puce 
miR-513a-3p référence - Puce miR-200c bibliographie 
miR-615-3p référence - Puce miR-204 bibliographie 

Let-7a bibliographie miR-205 bibliographie 
Let-7b bibliographie miR-211 bibliographie 
Let-7e bibliographie miR-214 bibliographie 
miR-17 bibliographie miR-221 bibliographie 
miR-18a bibliographie miR-222 bibliographie 
miR-20a bibliographie miR-302d M exclusif sur puce 
miR-21 M/S > 2 sur puce miR-338-3p M/S > 1,7 sur puce 

miR-27b M exclusif sur puce miR-425* M/S > 1,7 sur puce 
miR-33a M/S > 2 sur puce miR-517c M exclusif sur puce 
miR-34a bibliographie miR-518d M exclusif sur puce 

miR-92a-1* M exclusif sur puce miR-520e M exclusif sur puce 
miR-95 M exclusif sur puce miR-569 M exclusif sur puce 

miR-125b bibliographie miR-597 M exclusif sur puce 
miR-130a M/S > 1,7 sur puce miR-599 M exclusif sur puce 
miR-137 bibliographie miR-668 M exclusif sur puce 
miR-141 bibliographie miR-1246 M/S > 2 sur puce 
miR-143 M/S > 1,7 sur puce miR-1290 M/S > 2 sur puce 
miR-145 bibliographie miR-1292 M exclusif sur puce 
miR-146a M exclusif sur puce miR-1537 M exclusif sur puce 
miR-152 M exclusif sur puce miR-2110 M exclusif sur puce 

Tableau 12 : Liste complète des microARNs inclus dans l’analyse plasmatique sur le 
BioMark™ Fluidigm et critères de choix de sélection. Ce tableau reprend la liste des 51 miRs 
étudiés en RT-qPCR. Nous avons choisi les 25 miRs les plus significatifs de l’étude sur Biopuces 
(surexpression des malades par rapport aux sains : M/S > à 1,7 ou > à 2 ou expression exclusive 
chez les malades : M exclusif). Nous avons sélectionné 21 miRs les plus décrits dérégulés dans la 
bibliographie (noté bibliographie). Nous avons choisi 5 miRs de référence et pris un mispike 
comme témoin d’extraction. 

Cinq miRs ont été choisis comme référence. Les références potentielles ont été 

prises soit dans la littérature pour le miR-16, soit sur les conseils de la société Exiqon pour 
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les miR-103 et miR-423-3p. Nous avons choisi également deux microARNs qui s’étaient 

avérés très stables lors de l’étude sur puce : les miR-513a-3p et miR-615-3p. 

 

C –Analyse des microARNs plasmatiques par RT qPCR sur le BioMark™ Fluidigm 

Une première étape d’extraction des ARNs totaux plasmatiques a été réalisée à 

partir de 200 µ L de plasmas (voir Matériels et Méthodes – Extraction des ARNs pour 

détection des microARNs plasmatiques). Nous avons ensuite réalisé les étapes de 

transcription inverse pour obtenir les ADNc puis une étape d’amplification par qPCR en 

deux étapes une pré-amplification de 15 cycles puis une amplification de 30 cycles (voir 

Matériels et Méthodes – analyse des miARNs plasmatiques par RT-qPCR sur le système 

BioMark™ Fluidigm avec les réactifs Exiqon). La plaque 96.96 permet une analyse 

simultanée de 96 échantillons plasmatiques et 96 amorces de microARNs. Nous avons 

passé tous les échantillons en double. Pour les amorces, 41 microARNs ont été passés en 

double et 12 microARNs en simple (miRs-92a-1*, -137, -211, -214, -302d, -517c, -518d-3p, 

-520e, -597, -599, -668, -1537). Nous avons donc obtenu soit 2 soit 4 résultats de Cq par 

échantillon et par amorce. Les résultats bruts de Cq obtenus sont représentés sous forme 

de « heatmap » (Figure 26). Les microARNs analysés sont listés horizontalement et les 

échantillons plasmatiques verticalement. Les valeurs de Cq sont représentées sous forme de 

code couleur d’où le terme anglais de « heatmap » (noir pour une absence de signal, puis 

des couleurs allant du bleu au violet puis rouge, orange et jaune pour des valeurs de Cq 

élevés (bleu) vers des valeurs de Cq de plus en plus faibles (jaune). Plus les Cq sont faibles 

plus la quantité de microARNs est élevée.  

Pour chaque miR analysé, les courbes d’amplification et de dissociation ont été 

vérifiées. La courbe d’amplification permettant de s’assurer que l’amplification s’est faite 

correctement et la courbe de dissociation de vérifier la spécificité de l’amplification 

lorsqu’elle présentait un pic unique. La Figure 27 montre un exemple de courbe 

d’amplification (figure supérieure) et de dissociation (figure inférieure) obtenues sur 

l’ensemble des échantillons plasmatiques pour le miR-1246. 



134  

 

Figure 26 : Représentation sous forme de heatmap des résultats bruts de Cq après analyse 
sur BioMark™ Fluidigm. La plaque 96.96 nous a permis d’analyser simultanément 96 amorces de 
microARNs sur 96 échantillons plasmatiques. Les Cq sont représentées sous forme de code 
couleur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Exemple de courbes d’amplification (dessus) et de dissociation (dessous) pour 
le miR-1246. 
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Les calculs d’efficacité ont été réalisés par le programme LinReg d’analyses des 

résultats de qPCR. Pour un gène donné, LinReg va considérer chaque valeur de signal 

obtenu à chaque cycle comme un point qu’il va pouvoir utiliser pour tracer une régression 

linéaire et déduire la pente et donc l’efficacité de la réaction de PCR pour ce gène. Un 

échantillon a été choisi : le M82. Les données brutes ont été extraites de tous les miRs à 

chaque cycle pour cet échantillon. Les valeurs ont été mises dans le programme LinReg. 

Nous avons obtenu les efficacités pour l’ensemble des miRs montrant des efficacités 

homogènes avec une moyenne à 1,85 permettant une possibilité d’exploitation correcte des 

données. 

a – Sélection des microARNs dont les résultats étaient 
exploitables 

Pour 8 microARNs, nous n’avons obtenu aucun signal d’amplification. Il s’agit 

des miRs-27b, miR-302d, miR-513-3p, miR-517c, miR-518d, miR-520e, miR-599 et miR-

1292. 

Nous avons exclu les microARNs pour lesquels l’amplification était extrêmement 

tardive : soit une valeur de Cq supérieure à 29 sur les courbes d’amplification et ceux pour 

lesquels l’amplification n’était pas spécifique : présence de plusieurs pics à des températures 

différentes sur la courbe de dissociation. Les amorces des miRs-615-3p, -92a-1*, -182, -214, 

-425*, -569, -597 et -668 ne sont pas spécifiques. Les miRs-16, -33a, -125b, -137, -204, -

205, -1537, let-7a et let-7e ont des amplifications tardives. 

Le Tableau 13 résume les résultats des analyses de microARNs exploitables et 

non exploitables. Pour chaque amorce de microARNs est noté l’aspect des courbes 

d’amplification et de dissociation. Pour chaque miR est indiqué pour le groupe malade et le 

groupe témoin le nombre d’échantillons ayant des Cq bons et le nombre d’échantillons 

ayant une absence de Cq ou un Cq tardifs (supérieur à 29). L’amplification du mispike, 

ajouté au moment de l’extraction, s’est avérée très précoce et donc non exploitable. 

Au final, les résultats de 27 miRs sur 54 ont été considérés comme exploitables 

sur les courbes de qPCR soit la moitié. Parmi ces 27, les miRs-95 et -211 ont trop peu de 

résultats de Cq. Le miR-95 n’est retrouvé que pour 9 malades sur 26 et 7 patients sur 16. Le 

miR-211 n’est présent que chez 10 malades et 2 témoins. Nous les avons donc écartés. 

Nous n’avons donc conservé pour la suite de l’analyse que 25 miRs. 
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Tableau 13 : Caractéristiques d’amplification des amorces de microARNs pour les 
échantillons plasmatiques. Ce tableau résume pour chaque amorce si l’amplification a été 
correcte et dans le cas contraire la cause soit due à une amplification non spécifique (présence de 
plusieurs pics sur la courbe de fusion) soit à une amplification tardive (Cq supérieur à 29). Pour 
chaque miARN est indiqué également le détail des amplifications pour les malades et les témoins : 
nombre d’amplification correcte (Cq bons) et non correctes (par absence de signal ou un Cq tardif). 

 



137  

b – Choix de miRs servant de référence 

Plusieurs méthodes de normalisation des résultats de qPCR des microARNs sont 

décrites dans la littérature (voir introduction bibliographique- miARNs circulants-

normalisation des dosages des miARNs par RT-qPCR). Il n’existe pas à l’heure actuelle de 

consensus pour cette normalisation. La méthode de normalisation la plus fréquente est la 

comparaison à des miRs endogènes de référence stables. 

Etant donné l’absence de consensus, nous avons choisi de tester plusieurs 

miARNs endogènes de référence. Le RNU6 est utilisé comme référence cellulaire et 

tissulaire largement décrit dans la littérature. Le miR-16 a été initialement utilisé comme 

miR de référence mais s’est montré extrêmement variable depuis suivant la pathologie 

étudiée. Les miR-103 et 423-3p nous ont été proposés par le fournisseur Exiqon. Les miRs-

513-3p et 615-3p ont été sélectionnés pour leur stabilité lors de notre analyse sur puce. Sur 

les 5 miRs de référence potentiels, trois ont eu des résultats non exploitables (miR-16, miR-

513-3p et miR-615-3p). La stabilité inter-échantillons des microARNs potentiels a été 

comparée grâce à l’algorithme GeNorm (Vandesompele et al. 2002). Le logiciel a 

sélectionné les miRs-103 et -423-3p comme étant stables avec un facteur M identique de 

0,610 (données non montrées) ainsi que le miR-191. Comme nous l’avons vu dans le 

chapitre « Normalisation des dosages des miARNs par RT-qPCR » de l’introduction 

bibliographique (partie des microARNs circulants) les données actuelles préconisent la 

quantification par plusieurs miRs de référence pour ne pas être dépendant d’une variation 

individuelle d’un seul miR. Nous avons donc retenu trois miRs de référence : miR-103, 

miR-423-3p et miR-191. 

c – Calcul des expressions de chaque miR par quantification 
relative par la méthode des delta-Cq. 

L’expression de chaque microARN a été calculée grâce à la méthode des delta-Cq 

(ΔCq) ou celle des delta-delta-Cq (ΔΔCq). Nous avons vérifié au préalable que les 

efficacités des réactions de qPCR étaient équivalentes. Une première normalisation des 

valeurs de Cq pour chaque microARN d’intérêt est réalisée par soustraction des valeurs de 

Cq des miR de référence à la valeur de Cq du miR d’intérêt pour chaque échantillon.  

ΔCq = Cq miR d’intérêt – Cq miRs de référence.  
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Cette valeur peut être ensuite soustraite par le ΔCq du ou des échantillons 

contrôles. ΔΔCq = ΔCq échantillon - ΔCq (moyenne des témoins). 

La quantité des microARNs est ensuite exprimée sous forme d’expression relative 

par la formule :2-ΔΔCq ou 2-ΔCq . 

Nous avons d’abord calculé les expressions relatives des témoins par la 

formule d’expression suivante 2-ΔΔCq. Les taux des microARNs plasmatiques de chaque 

sujet sain ont été comparés à la moyenne de tous les sujets sains. La moyenne d’expression 

chez les sujets sains est par définition prise à 1. Par exemple pour le témoin S1, nous avons 

calculé le ΔCq S1= Cq S1 du miR d’intérêt – Cq S1 miR de référence puis nous avons 

calculé le ΔΔCq S1= ΔCq S1- ΔCq moyen des témoins et enfin calculer l’expression 

relative QR S1 = 2-ΔΔCq S1. La moyenne de l’ensemble des témoins est à 1. 

Nous avons ensuite calculé les expressions relatives des malades par la 

formule d’expression suivante 2-ΔCq. Par exemple pour le malade M4 nous avons calculé 

ΔCq M4= Cq M4 du miR d’intérêt – Cq M4 moyenne des miRs de référence et QR M4 = 

2-ΔCq M4.  

d – Le taux de microARNs était constant chez les sujets sains. 

Chez les sujets sains, après calcul des expressions relatives, nous avons observé 

peu de variabilité pour la majorité des microARNs comme cela est décrit dans la littérature 

avec des valeurs autour de 1 et en général inférieure à 2 (Figure 28).  

Cependant, pour les miR-17, miR-141 et miR-200c, la dispersion des valeurs 

obtenues est assez importante. On peut remarquer que, pour ces mêmes miRs, nous 

n’avons pas obtenu de Cq pour tous les individus témoins soit parce que nous n’avons 

obtenu aucun signal d’amplification soit que les Cq obtenus étaient trop tardifs. Nous 

avons obtenu des résultats de Cq pour 10, 9 et 13 témoins sur 16 pour respectivement les 

miR-17, miR-141 et miR-200c (Tableau 13). Au vu de la dispersion importante pour les 

sujets témoins, il semble peu adéquat d’utiliser la moyenne d’expression des témoins 

comme taux physiologique de référence pour la comparaison aux malades. Nous avons 

donc décidé d’exclure ces miRs de l’analyse biostatistique. L’absence d’un nombre 

important de Cq peut être expliquée soit par un taux faible de ces miRs chez certains sujets 

soit à un problème d’hybridation de sonde. Des tests supplémentaires en changeant de 

sondes sont donc nécessaires pour expliquer ces résultats. 
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Les miRs-34a, -155 et -1290 présentent quelques valeurs manquantes 

respectivement pour 1, 3 et 3 sujets sains sur 16 (Tableau 13). De plus, les expressions 

relatives présentent une légère variabilité. Nous avons décidé de ne pas les garder pour 

l’analyse biostatistique car ils leur manquent également des valeurs de Cq pour les patients. 

 

Figure 28 : Expressions relatives des miRs plasmatiques étudiés chez les sujets 
sains sous forme de boxplots. Les valeurs de Cq ont été normalisées par rapport au miR de 
référence : miR-103 et par rapport à la moyenne du groupe sain. Pour chaque miR sont représentés 
la moyenne et l’écart-type à la moyenne. 

e – Etude biostatistique de la discriminance entre population 
malade et témoin. 

Notre objectif a été d’étudier la discriminance entre les populations malades et 

témoins. Pour cela, deux approches ont été utilisées : une étude univariée de chaque miR 

permettant d’étudier la capacité de chaque miR à discriminer les deux populations et une 

étude multivariée permettant de connaitre la capacité de l’ensemble des miRs à 

discriminer les données. Pour chaque malade et témoin, nous avons calculé les expressions 

relatives de chaque miR en 2-ΔCq. Ces expressions relatives ont été réalisées par rapport aux 

trois miRs de référence : miR-103, miR-423-3p et miR-191. Les données d’un patient sur 

les 29 n’ont pu être analysées en raison de données de Cq manquantes. 

1 – Analyse univariée 

Pour chaque miR étudié, nous avons comparé les taux d’expression moyens 

malades et témoins grâce au test statistique de Wilcoxon au seuil 5% pour tester 
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l’homogénéité des populations malades et témoins (Tableau 14). Les résultats sont 

représentés sous formes de boxplots (Figure 29). Nous avons construit les courbes ROC 

(Receiver Operating Characteristics) pour avoir une idée du pouvoir discriminant des miRs 

(Figure 29). Elles permettent de déterminer les performances de ces miRs en termes de 

sensibilité et de spécificité à l’aide de l’évaluation des aires sous la courbe (AUC) (Tableau 

14).  

Cette analyse a mise en évidence 5 miRs discriminants au seuil 5% pour les tests 

de Wilcoxon (Tableau 14). 3 miRs sont surexprimés chez les malades au stade 

métastatique par rapport aux témoins. Il s’agit de let-7b, miR-338-3p, miR-1246. 2 miRs 

sont sous-exprimés chez les malades par rapport aux témoins : miR-20a, miR-185. 

Parmi ces miRs, ceux qui sont surexprimés proviennent pour 2 d’entre eux de 

l’étude sur biopuces (miR-338-3p, miR-1246) et un de la littérature (let-7b). Ceux qui sont 

sous-exprimés (miR-20a, miR-185) proviennent de la littérature puisque nous avions pris 

les miRs décrits dans le mélanome qu’ils soient surexprimés ou sous-exprimés au vue des 

résultats bibliographiques très variées. Les miR-338-3p et miR-1246 étaient surexprimés 

dans l’étude sur biopuces chez les malades par rapport aux témoins. Dans cette cohorte 

d’apprentissage, nous les retrouvons également surexprimés. Le miR-1246 a une 

expression relative moyenne de 4,56 fois celle des témoins (p<0,001). Le miR-338-3p 

présentait une moyenne d’expression chez les malades à 2,78 (p<0,001). Let-7b est 

retrouvé surexprimé avec un ratio de 1,48. Les miRs -185 et -20a sont sous-exprimés chez 

les malades avec des ratios respectivement de 0,62 et 0,75. Les courbes ROC de ces miRs 

ont toute une AUC calculée supérieure à 0,70. Le miR-1246 a la meilleure AUC, elle est à 

0,95. MiR-1246 parait avoir un fort pouvoir discriminant entre population malade et 

témoin avec des taux très performants en sensibilité et spécificité. Nous remarquons que 

miR-221, premier miR circulant décrit surexprimé dans le mélanome (Kanemaru et al 

2011 ;(Friedman et al. 2012), n’est pas retrouvé dérégulé chez les malades dans notre étude. 

Nous observons également que le miR-21, largement décrit surexprimé dans la littérature 

d’oncologie au niveau tissulaire et cellulaire, n’est pas significativement augmenté chez les 

malades par rapport aux témoins.  

Ensuite, nous avons évalué la valeur diagnostique de chaque miR. Pour cela nous 

avons calculé la capacité de chaque miR à bien classer chaque population (Tableau 15). 

L’utilisation d’un miR ne permet une classification correcte des patients que dans 79% pour 

miR-185. L’utilisation du seul miR-1246 ne permet une distinction suffisante c’est pourquoi 
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nous avons fait ensuite une analyse multivariée afin de chercher un profil de miARNs ayant 

des meilleures performances.  

Apprentissage

Contrôle Cancer ratio p AUC

hsa-miR-185 0,978 0,6045 0,62 1,98E-03 0,73

hsa-miR-20a 3,0143 2,2537 0,75 1,51E-02 0,72

hsa-let-7b 0,0739 0,1094 1,48 1,21E-02 0,73

hsa-miR-338-3p 0,0152 0,0423 2,78 9,68E-03 0,78

hsa-miR-1246 0,0512 0,2333 4,56 2,14E-08 0,95

 

Tableau 14 : Analyse univariée de l’expression des miARNs par rapport aux miRs de 
référence (miR-103, miR-423-3p et miR-191). Pour chaque miR est donné l’expression moyenne 
exprimée en 2-ΔCq pour les sujets contrôles et pour les patients, les ratios patient/contrôle, les 
résultats des tests statistiques de Wilcoxon (p-values) et les valeurs des AUC des courbes ROC. 

 

Mélanome Normal % bonne 
classification

Cohorte d’apprentissage

miR-185
Mélanome 22 6 0.79

Normal 6 10 0.63
miR-20a

Mélanome 20 8 0.71
Normal 6 10 0.63
let-7b

Mélanome 12 16 0.43
Normal 3 13 0.81

miR-338-3p
Mélanome 7 21 0.25

Normal 0 16 1
miR-1246
Mélanome 18 10 0.64

Normal 0 16 1

miR.1246/miR-185
Mélanome 28 0 1

Normal 0 16 1

Tableau 15. Analyse du score de risque pour les patients métastatiques et les donneurs 
sains. 
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Figure 29: Représentations des expressions relatives des 5 miRs dérégulés sous forme de 
boxplots et leurs courbes ROC de la cohorte d’apprentissage. 

2 – Analyse multivariée 

Dans la littérature sont décrits des profils de microARNs permettant de 

discriminer de manière plus performante les populations malades et témoins par rapport à 

un seul microARN. De plus, un miR ne présentant pas de pouvoir discriminant en analyse 

univariée peut s’avérer très informatif combiné à d’autres miRs. L’analyse multivariée a pris 

en compte tous les miRs d’intérêt pour lequel nous possédions l’ensemble des valeurs. 
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Nous avons donc réalisé une analyse multivariée pour voir si un profil de plusieurs 

microARNs pouvait avoir de meilleures performances pour discriminer les populations 

malades des témoins que certains microARNs utilisés seuls. Quatre méthodes statistiques 

de prédiction ont été utilisées avec différentes sélections de variables associées : SVM 

(Support Vector Machine), réseaux de neurones, régression logistique et forêts aléatoires. 

Les performances de chaque méthode ont été estimées par Cross Validation. 

La méthode permettant d’obtenir le meilleur compromis entre sensibilité et 

spécificité est la méthode des forêts aléatoires avec comme sélection de variables le 

critère de Gini. Ce modèle contenant deux miARNs : miR-185 et miR-1246 présente une 

haute sensibilité à 91% et une bonne spécificité à 80% pour classer les individus en 

population mélanome métastatique et témoins. Ce profil permet de discriminer les malades 

des témoins avec de bonnes performances. Tous les patients et témoins sont bien classés 

dans leur groupe respectif en utilisant ce profil (Tableau 15). 

 

D –Conclusions des analyses par RT qPCR de notre cohorte d’apprentissage 

Nous avons mis en évidence 5 miARNs dérégulés chez les patients atteints de 

mélanome métastatique par rapport aux sujets sains. 3 miARNs étaient surexprimés (let-

7b, miR-338-3p et miR-1246) et 2 miARNs étaient sous-exprimés (miR-20a et miR-185) 

chez les malades par rapport aux contrôles. 3 miARNs provenaient de l’étude de screening 

par biopuces et ont donc été confirmés par méthode de RT qPCR. 2 miARNs provenaient 

de l’étude bibliographique. Les analyses multivariées testées nous ont permis de mettre en 

évidence un modèle avec de bonnes performances en termes de sensibilité et spécificité. Le 

meilleur modèle de prédiction est obtenu en utilisant la méthode des forêts aléatoires, il est 

composé d’un profil de deux miARNs : miR-1246 et miR-185. Les performances de ce 

modèle estimées par Cross Validation sont de 91% en sensibilité et 80% en spécificité. 

L’effectif de cette cohorte étant faible, il parait nécessaire de valider ce modèle sur de 

nouvelles données indépendantes. Nous avons constitué une cohorte de validation. 

II – Cohorte de validation 

Nous avons voulu confirmer les résultats de la cohorte d’apprentissage sur une 

deuxième cohorte indépendante servant de cohorte de validation. Nous avons dosé les 

miARNs par la même technique de RT-qPCR sur l’automate BioMark™ Fluidigm. 
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A – Description de la cohorte de validation 

Nous avons dosé les taux de miARNs plasmatiques sur un groupe de 31 patients 

atteints de mélanome métastatique et de 43 donneurs sains. Les caractéristiques de cette 

cohorte 2 sont résumées dans le Tableau 5 du Matériels et Méthodes et l’ensemble des 

données recueillies pour chaque individu sont contenues dans l’Annexe 6.  

A l’inclusion, les patients présentaient un âge médian de 60 ans pour un écart 

interquartile compris entre 44 et 69 ans et un sex-ratio de 1,21. Les sujets sains présentaient 

un âge médian de 43 ans pour un écart interquartile compris entre 34 et 53 ans et un sex-

ratio de 1,26. L’âge des deux groupes était statistiquement différent (p<0,05 avec le test de 

Mann-Whitney). Par contre, la différence entre les sex-ratios des deux groupes n’était pas 

significative (p>0,05 avec le test de Fisher). Les deux groupes sont donc appariés en sexe 

mais pas en âge. Tout comme pour la cohorte 1, ce biais d’âge sera donc analysé et discuté 

dans l’étude biostatistique. A l’inclusion, les patients métastatiques étaient classés en stade 

IIIc avec une atteinte ganglionnaire à distance (10%) ou en stade IV (90%). Au diagnostic, 

la médiane de l’indice de Breslow était de 2.2 mm. Une ulcération était présente dans 25.8% 

des cas et un index mitotique élevé était présent dans 32% des cas. Une mutation de BRAF 

était présente dans 67.7% des cas et 6.5% une mutation NRAS. Ancun des patients n’a de 

mutation c-Kit. Le taux de LDH médian était de 251 UI/L soit 1,07 fois la valeur maximale 

des normes pour cette technique. Chez les sujets contrôles la médiane est à 0,7 fois la 

valeur maximale de la normale. Le taux de LDH était statistiquement différent chez les 

patients par rapport aux sujets sains (p<0,001 avec le test de Mann-Whitney). 

Dans l’Annexe 6, est donné l’ensemble des données cliniques recueillies. A 

l’inclusion, sont renseignés la date, l’âge, le sexe, la survie après l’inclusion, le stade de la 

maladie, si un cycle de traitement de chimiothérapie est en cours et le taux de LDH. Les 

données recueillies au moment du diagnostic du mélanome sont l’âge, l’indice de Breslow, 

la présence ou non d’une ulcération, la présence ou non d’un index mitotique élévé, le stade 

de la maladie, la présence d’une mutation BRAF, NRAS ou c-kit et la survie sans métastase. 

 

B – Analyse des microARNs plasmatiques par RT-qPCR sur BioMark™ Fluidigm 

Nous avons réalisé l’analyse de ces échantillons par RT-qPCR sur l’automate 

BioMark™ Fluidigm dans les mêmes conditions que pour la cohorte 1. Sur la plaque 96.96, 

les échantillons plasmatiques ont été passés en simple et les amorces ont été passées en 
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double. Nous avons donc obtenu 2 résultats de Cq pour chaque couple 

échantillon/amorce.  

a – Le choix des amorces utilisés pour les miARNs cibles et 
les références. 

Nous avons décidé de doser l’ensemble des miARNs pour lesquels les résultats 

étaient exploitables pour la cohorte 1. Nous avons donc utilisé l’ensemble des amorces 

pour lesquelles les courbes d’amplification et de dissociation étaient bonnes pour la cohorte 

d’apprentissage. Nous avons donc choisi de doser 25 miARNs. Sur cette cohorte 2, ces 

miRs ont également donné des courbes d’amplification et de dissociation correctes. 

Nous avons ajouté un miARN synthétique (mispike) lors de l’étape d’extraction comme 

pour la cohorte 1. Par contre, comme les résultats de ce mispike étaient trop précoces pour 

la cohorte 1. Nous n’avons pas réalisé l’étape de préamplification de 15 cycles pour le 

dosage de ce mispike. Nous avons donc réalisé qu’une amplification de 30 cycles. 

Nous avons donc calculé les expressions relatives pour chaque patient par rapport aux trois 

gènes de référence (miR-103, miR-423-3p et miR-191) et pour chaque témoin. 

Nous avons dosé sur cette plaque des échantillons de la première cohorte afin qu’ils nous 

permettent de normaliser nos résultats de la première et de la deuxième cohorte. Nous 

avons analysé 7 échantillons de la cohorte 1. Nous avons ensuite translaté les résultats de la 

cohorte 2. 

b – Les miARNs dérégulés chez les patients par rapport aux 
témoins. 

Nous avons analysé les résultats obtenus par une approche univariée et une 

approche multivariée afin d’étudier la capacité de chaque miR et de groupe de miRs à 

discriminer les populations malades et témoins. 

1 – L’analyse univariée 

Pour chaque miR étudié, nous avons calculé les taux d’expression des malades et 

des témoins exprimés en 2-ΔCq par rapport aux trois miRs de référence (Tableau 16). Nous 

avons comparé les taux d’expression moyens malades et témoins grâce au test statistique de 

Wilcoxon au seuil 5% pour tester l’homogénéité des populations malades et témoins Les 

résultats sont représentés sous formes de boxplots (Figure 30). Nous avons construit des 
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courbes ROC (Receiver Operating Characteristics) pour avoir une idée du pouvoir 

discriminant des miRs (Figure 30) et calculé les aires sous la courbe (AUC) (Tableau 16). 

Cette analyse de la cohorte de validation met en évidence 10 miRs discriminants avec les 

tests de Wilcoxon. 4 miRs sont surexprimés chez les malades par rapport aux témoins. Il 

s’agit de : miR-130a, miR-146a, miR-338-3p et miR-1246. 6 miRs sont sous-exprimés 

chez les malades : let-7b, miR-18a, miR-20a, miR-185, miR-221 et miR-2110. Les 4 

autres miRs n’ont pas de différence significative (miR-21, miR-143, miR-145, miR-152). 

Les miR-17, miR-34a, miR-141, miR-155, miR-200c, miR-211 et miR-1290 n’ont pas été 

analysés du fait de valeurs manquantes.  

Les miR-20a, miR-185, miR-338-3p et miR-1246 présentent des résultats 

similaires à la cohorte d’apprentissage et apparaissent les plus discriminants en analyse 

univariée. Sur les 5 miRs discriminants de la cohorte d’apprentissage, seul le let-7b est 

discordant. Let-7b était surexprimé dans la première cohorte et sous-exprimés dans la 

deuxième cohorte. L’étude des boxplots et des courbes ROC confirme la bonne 

discriminance de certains miRs entre population malade et témoin. Quatre miRs possèdent  

des AUC supérieure à 0,73. Seul le miR-1246 ne présente pas de bonnes performances. 

Validation

Control Cancer ratio p AUC

hsa-miR-185 0,9581 0,5711 0,6 5,72E-04 0,74

hsa-miR-20a 3,5944 2,1068 0,59 5,40E-05 0,77

hsa-let-7b 0,1032 0,0535 0,52 1,07E-05 0,8

hsa-miR-338-3p 0,0265 0,0476 1,79 6,26E-04 0,73

hsa-miR-1246 0,0558 0,1563 2,8 4,58E-01 0,55

 

Tableau 16 : Analyses des miRs d’intérêt de la cohorte de validation par rapport aux trois 
miRs de référence. Pour chaque miR est donné l’expression moyenne exprimée en 2-ΔCq pour les 
sujets contrôles et pour les patients, les ratios patient/contrôle, les résultats des tests statistiques de 
Wilcoxon (p-values) et les valeurs des AUC des courbes ROC. 
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Figure 30 : Boxplots et courbes ROC des 10 miRs dérégulés par rapport aux trois gènes de 
référence pour la cohorte de validation. 
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2 – L’analyse multivariée 

Nous avons réalisé ensuite une analyse multivariée de l’ensemble de nos résultats 

afin de trouver le profil de miR ayant les meilleures performances en termes de sensibilité 

et de spécificité. Les résultats de validation croisée donnent comme meilleure performance 

un profil de deux miRs : miR-1246 et miR-185 par la méthode des forêts aléatoires. Le 

modèle de la cohorte d’apprentissage appliqué à la cohorte de validation donne une 

sensibilité de 93,1% et une spécificité de 83,7%. 

 

III – Analyse des deux cohortes réunies 

Afin de pouvoir réaliser une synthèse l’ensemble de nos résultats de RT-qPCR sur 

BioMark™ Fluidigm nous avons réuni la cohorte d’apprentissage (cohorte 1) et la cohorte 

de validation (cohorte 2). Nos objectifs ont été d’étudier le pouvoir discriminant d’un ou 

plusieurs miRs entre les populations malades et témoins et sutout d’étudier leurs valeurs 

pronostic sur la survie. 

A – Analyse de discriminance entre population malade et témoin. 

Notre premier objectif a été d’analyser les résultats obtenus sur les deux cohortes 

réunies par une approche univariée et une approche multivariée afin d’étudier la capacité de 

discriminance de chaque miR et de groupe de miRs sur l’ensemble des échantillons. 

1 – L’analyse univariée des cohortes 1 et 2 réunies 

Les ratios de l’expression moyenne des patients et des témoins sont notés dans le 

Tableau 17. Ces ratios ont été comparés grâce au test statistique de Wilcoxon. Les 

expressions relatives de chaque miR pour chaque échantillon sont représentées sous forme 

de boxplots (Figure 31). Nous avons construit les courbes ROC pour chaque miR (Figure 

31). Cette analyse réunissant les cohortes 1 et 2, met en évidence 8 miRs discriminants avec 

les tests de Wilcoxon. 4 miRs sont surexprimés chez les malades par rapport aux témoins. 

Il s’agit de : miR-146a, miR-152, miR-338-3p et miR-1246. 4 miRs sont sous-exprimés 

chez les malades : let-7b, miR-18a, miR-20a et miR-185. Les 4 miRs surexprimés avaient 

été également retrouvés significatifs lors de l’analyse sur puces. Les 4 miRs sous-exprimés 

proviennent initialement des données bibliographiques. Ces huit miRs confirment leur 
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dérégulation dans le mélanome. L’étude des boxplots et des courbes ROC confirme la 

bonne discriminance de certains miRs entre population malade et témoin. Les miRs : 

miR20a, miR-185, miR-338-3p et miR-1246 présentent les meilleures performances en 

termes de sensibilité et spécificité avec une AUC respectivement de 0,77; 0,74 ; 0,73 et 0,74. 

 

Cohortes combinées

Control Cancer ratio p AUC

hsa-miR-185 0,9635 0,5875 0,61 1,13E-05 0,74

hsa-miR-20a 3,4371 2,179 0,63 4,69E-06 0,77

hsa-let-7b 0,0953 0,081 0,85 4,16E-02 0,61

hsa-miR-338-3p 0,0235 0,045 1,92 2,26E-03 0,73

hsa-miR-1246 0,0545 0,1941 3,56 8,33E-06 0,74

 

Tableau 17 : Analyses des miRs des deux cohortes réunies par rapport à trois miRs de 

référence. Pour chaque miR est donné l’expression moyenne exprimée en 2-ΔCq pour les sujets 

contrôles et pour les patients, les ratios patient/contrôle, les résultats des tests statistiques de 

Wilcoxon (p-values) et les valeurs des AUC des courbes ROC. 

2 – L’analyse multivariée des cohortes 1 et 2 réunies 

Nous avons réalisé ensuite une analyse multivariée sur l’ensemble de nos résultats des deux 

cohortes réunies. Les résultats de validation croisée donnent comme meilleure performance 

un profil de deux miRs : miR-1246 et miR-185 par la méthode des forêts aléatoires. Ce 

modèle donne de très bonnes performances puisque la sensibilité est de 90,5% et la 

spécificité est de 89,1% (Figure 32). La figure récapitule les performances du profil sur la 

cohorte 1, l’application sur la cohorte 2 et des deux cohortes réunies. La courbe ROC de ce 

modèle est illustrée sur la Figure 33 ainsi que celle de la LDH seul biomarqueur utilisé 

dans les mélanomes métastatiques. 
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Figure 31 : Boxplots et courbes ROC des huit miRs dérégulés par rapport aux trois gènes 
de référence pour l’ensemble des deux cohortes réunies. 
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Figure 32. Performance du profil (miR-1246 et miR-185) par le modèle des forêts aléatoires.  

 

Figure 33 : Courbes ROC de la LDH et du profil de 2 miRs (miR-185 et miR-1246) sur les 

deux cohortes réunies. 
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3 – Corrélation entre l’âge et les taux de miARNs 

L’âge des deux populations malades et saines était statistiquement différente 

(p<0,001 avec le test de Mann-Whitney). La différence sex-ratio des deux populations 

n’était pas significative (p>0,5 avec le test de Fisher). Nos populations sont appariées au 

niveau du sexe mais pas au niveau de l’âge. Cette différence en âge entre les populations 

malades et contrôles peut être un biais important pour l’interprétation des résultats de notre 

étude. Nous avons réalisé une étude de corrélation entre l’âge et les taux de miARNs pour 

voir si nos analyses peuvent être interprétables avec ce biais. Pour cette étude de corrélation 

nous avons étudié le coefficient de corrélation de Spearman entre l’âge et les valeurs des 

miARNs au sein des cohortes. L’ensemble des coefficients de corrélation sont faibles 

(inférieur à 0,5). De plus, en segmentant les deux populations en population appariées en 

âge nous confirmons l’absence de liens avec l’âge. L’ensemble de ces études de corrélation 

permet de montrer l’absence de lien avec l’âge et donc permet une interprétation de nos 

résultats. 

B – Analyse de survie 

Notre deuxième objectif a été d’étudier les données biocliniques que nous avions 

recueillies pour les patients. Nous avons recherché si les miRs dérégulés présentaient une 

valeur pronostique. L’impact sur la survie après inclusion du taux de chaque miR et des 

variables cliniques ont été analysés en analyses univariée et multivariée. Nous avons fait ces 

études sur l’ensemble des deux cohortes réunies pour avoir un nombre adéquat d’individus. 

La survie prise en compte a été le délai entre la date de prélèvement et la date de décès ou 

des dernières nouvelles. L’analyse univariée de survie a été réalisée par la méthode de 

Kaplan-Meier suivie d’une analyse multivariée par un modèle de Cox. Nous avons fait une 

estimation des courbes de survie par la méthode de Kaplan-Meier et comparé ces courbes 

de survie par le test du log-rank. Nous avons étudié l’impact sur la survie du taux de chaque 

miR ainsi que des variables cliniques dont nous disposions assez de données : taux de 

LDH, stade, traitement, âge, sexe, délai entre le diagnostic et le prélèvement, délai entre le 

prélèvement et la première métastase. Des tendances ont été détectées sur les courbes de 

survie : quatre miRs (miR-185, miR-20a, miR-152 et miR-2110) présentaient un effet 

protecteur (p<0,001 pour miR-20a et miR-2110, p<0,05 pour miR-152 et p<0,5 pour miR-

185 avec le test du log-rank). Des valeurs élevées de ces miRs plasmatiques étaient 

associées à une survie plus longue (Figure 35). Le miR-20a et miR-185 sont 

significativement sous-exprimés chez les patients, le miR-152 est surexprimé et le miR-2110 
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n’a pas de différence significative entre patients et contrôles. Au sujet des miRs du profil 

(miR-185 et miR-1246), seul miR-185 a un effet sur la survie mais pas miR-1246. Le taux 

de LDH ainsi que le stade (IIIc M1a et IV) ont un impact négatif sur la survie. Ceci 

confirme les données déjà connues sur le taux de LDH (qui est le seul marqueur sanguin 

présent dans la classification du mélanome et utilisé uniquement dans les stades 

métastatiques) ainsi que la localisation des métastases. Ce sont les deux critères utilisés pour 

les stades métastatiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Etudes de survie sur les deux cohortes réunies. 

Après l’analyse univariée de chaque variable sur la survie, un modèle de Cox a été 

réalisé afin de croiser l’ensemble des variables et d’évaluer le risque supplémentaire apporté 

par chaque variable sur la durée de la survie. L’intput data a été  l’expression du profil, 

l’output data était la survie. Les facteurs confondants étudiés ont été l’âge, l’indice de 

Breslow, l’ulcération, la présence de mutation BRAF, le stade AJCC, l’OMS, le taux LDH. 

Le modèle de Cox n’a conservé que les variables suivantes comme ayant des effets 

Figure 34 : Etudes de survie sur les deux cohortes réunies.
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significatifs : un OMS à 1 (HR : 14 avec un intervalle de confiance à 95% de 4,49-45 avec 

p<0,001), un taux de LDH augmenté (HR : 0,10 avec IC95% de 0,03-0,30 avec p<0,001), 

un âge supérieur à 65 ans (HR : 0,23 avec IC95% de 0,07-0,76 avec p=0,016). L'effet 

protecteur de miR-185 n’est pas resté significative après analyse multivariée avec un Hazard 

Ratio ajusté de 0,45 (IC95% : 0,13-1,58 et p=0,21). 

IV – Conclusions des analyses des dosages plasmatiques des 
miARNs par RT-qPCR. 

Cette étude sur les miRs plasmatiques par RT-qPCR nous a permis de mettre en 

évidence 8 miRs pour discriminer significativement la population de patients atteints de 

mélanome métastatique de sujets sains. Les miR-146a, miR-152, miR-338-3p et miR-

1246 sont surexprimés chez les patients tandis que let-7b, miR-18a, miR-20a et miR-185 

sont sous-exprimés. Les miRs surexprimés étaient initialement issus de l’analyse sur 

Biopuce tandis que les miRs sous-exprimés étaient issus des données de la littérature. Les 

quatre miRs identifiés (miR-1246, miR-185, miR-338-3p et miR-20a) dans la cohorte 

d’apprentissage possèdent les meilleures performances en analyse univariée. Nous avons 

également déterminé un modèle de deux miRs : les miR-185 et miR-1246 ayant de très 

bonnes performances pour discriminer les deux populations (sensibilité : 90,5%, 

spécificité : 89,1%). De plus, l’étude de survie a montré que quatre miRs avaient un effet 

protecteur (miR-185, miR-20a, miR-152 et miR-2110). Il apparait nécessaire d’étudier 

plus précisément l’origine et l’impact fonctionnel de ces miRs dans le mélanome. 
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Deuxième partie : Origine des microARNs d’intérêt  

Nous avons mis en évidence des miARNs plasmatiques dérégulés chez les patients 

atteints de mélanome métastatique par rapport à des sujets sains. Nous nous sommes 

interrogés sur leur origine. Les données de la littérature indiquent que certains miARNs 

surexprimés plasmatiques peuvent être synthétisés et sécrétés soit par les cellules tumorales 

soit par les cellules du microenvironnement tumoral. Les miARNs sous-exprimés dans le 

plasma seraient probablement dus à une régulation complexe entre la tumeur et son 

microenvironnement. Nous nous sommes donc intéressés à l’expression de ces miARNs au 

niveau de tissus tumoraux et de lignées cellulaires tumorales afin de voir s’ils ont une 

origine tumorale. 

 

1) Etude de l’expression tissulaire des miARNs 

Nous avons décidé d’étudier les miARNs, que nous avons trouvé les plus discriminants 

dans notre étude plasmatique, sur les tissus de ces mêmes patients. Nous avons récupéré les 

biopsies auprès du service d’anatomopathologie du CHU de Purpan (Toulouse) dont les 

dates étaient concomitantes avec la date de l’inclusion. Au sein de la cohorte 

d’apprentissage, nous avons récupéré 5 biopsies sur les 29 patients. Au sein de la cohorte 

de validation, nous avons également analysé les biopsies de 5 patients. L’ensemble des 

biopsies était fixé par le formol et inclus en paraffine. Sur les biopsies, nous avons réalisé 

des coupes de 10 µ m et un anatomopathologiste a séparé le tissu tumoral du tissu sain. 

Nous avons ensuite réalisé une étape d’extraction des miARNs (voir materiels et méthodes 

- Extraction des ARNs pour détection des miARNs tissulaires), nous avons rétro-transcrit 

en ADNc puis nous avons réalisé une qPCR sur les extraits obtenus sur un thermocycleur 
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CFX96™ (Bio-Rad). Nous avons testé des amorces Exiqon et des amorces Qiagen en 

suivant les recommandations de chacun des fournisseurs (voir matériels et méthodes – 

Analyse des miARNs par RT-PCR sur l’automate CFX96™ avec les amorces Exiqon et 

Qiagen). Nous avons calculé l’expression de chaque miARN par la méthode des ΔCq en 

utilisant comme miARN de référence, le RNU6, et comme tissu témoin le tissu sain péri-

tumoral pour chaque patient.  

Les miARNs discriminants choisis sont ceux ayant les résultats les plus significatifs sur 

les deux cohortes réunies. Nous avons testé les huit miRs dérégulés dans l’analyse 

plasmatique. La Figure 35 montre les résultats des quatres miRs les plus significatifs : les 

deux miARNs significativement surexprimés (miR-1246, miR-338-3p) et les deux 

miARNs sous-exprimés les plus significatifs (miR-20a et miR-185) (Figure 35). Nous 

avons fait les dosages avec des amorces Exiqon et Qiagen. Les amorces Qiagen ont donné 

de meilleures performances en terme de stabilité du miR de référence (RNU6). Cependant, 

les résultats étaient comparables entre Exiqon et Qiagen. Au niveau de ces analyses 

tissulaires, miR-1246 ne présente pas de variation significative entre tissu tumoral et tissu 

péritumoral. Les miRs -20a et -185 présentent une tendance à une expression supérieure 

dans le tissu tumoral par rapport au tissu péritumoral mais sans seuil significatif. Seul le 

miR-338-3p présente une augmentation significative (p=0,05) de son expression au niveau 

tumoral par rapport à la zone péri-tumorale. Le miR-338-3p plasmatique était surexprimé 

chez 8 patients sur les 10 étudiés. Au niveau tissulaire, nous retrouvons le même résultat 

avec une surexpression tumorale chez ces mêmes patients. En effet, 8 patients 

surexpriment ce miR au niveau tumoral et les deux ne surexprimant pas ce miR au niveau 

de la tumeur. Le miR-18a est surexprimé de manière significative au niveau tissulaire, le 

miR-146 a une tendance à la surexpression et les miR-152 et let-7b a la sous-expression 

(données non montrées). 

Cette étude préliminaire montre que le miR-1246 ne semble pas avoir une origine 

tumorale tandis que le miR-338-3p semblerait être exprimé au sein de la tumeur et sécrété 

dans la circulation sanguine. Néanmoins, une analyse avec un effectif plus large de tissus est 

nécessaire pour pouvoir confirmer ces premiers résultats. 
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Figure 35 : Expression relative (2-ΔCq) des miRs 1246, miR-185, miR-338-3p et miR-20a avec 

amorces Qiagen. Sur l’axe des ordonnées est représentée l’expression relative des miARNs par 

rapport au RNU6 et sur l’axe des abscisses sont représentées les tissus tumoraux et les tissus sains 

péritumoraux.  

2) Etude de l’expression des miARNs dans des lignées cellulaires de 
mélanome 

Nous avons réalisé l’analyse, de l’ensemble des miARNs testés dans le plasma, sur un 

large panel de lignées cellulaires de mélanome. L’expression de ces miARNs a été 

déterminée par RT-qPCR sur l’automate BioMark™ Fluidigm comme pour l’analyse 

plasmatique. Nous avons utilisé les mêmes amorces de la société Exiqon.  Nous avons 

réalisé nos analyses sur 10 lignées cellulaires isolées à partir de tumeurs de patients au stade 

métastatique. Afin d’avoir une vision plus globale de l’expression de ces miARNs dans le 

mélanome nous avons pris également cinq lignées non métastatiques : deux lignées à 

croissance radiale (RGP) et 3 lignées à croissance verticale (VGP). Nous avons comparé 

ΔΔΔ
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l’ensemble de ces lignées à des mélanocytes primaires (NHEM). Nous avons également 

étudié 8 lignées cellulaires issues d’autres tumeurs que le mélanome afin de voir la 

spécificité des miARNs dans le mélanome. Nous avons pris des lignées de glioblastomes, 

de cancers pulmonaires, mammaires et ovariens. Le microARN de référence choisi pour les 

lignées cellulaires est celui décrit dans la littérature : le RNU6. Nous avons vérifié sa 

stabilité par l’algorithme geNorm. Les caractéristiques de chaque lignée cellulaire sont 

décrites dans le matériels et méthodes (section matériels et méthodes – culture  cellulaire).  

I – Sélection des amorces de miARNs exploitables sur les lignées 
cellulaires 

Nous avons choisi d’étudier au total 47 miARNs afin de tester nos amorces sur une 

autre matrice que le plasma. Nous avons utilisé les mêmes amorces de la société Exiqon 

que pour les dosages plasmatiques. Par rapport à l’analyse plasmatique, nous n’avons pas 

analysé les trois miRs de référence qui n’avait pas fonctionné (miR-16, miR-513a-3p, miR-

615-3p), le mispike (puisque nous n’avons pas mis de contrôle d’extraction), et les miRs-

137 et -204. Nous avons mis en culture les 23 lignées cellulaires (matériel et méthodes – 

culture cellulaire). Nous avons extrait les ARNs cellulaires (matériel et méthodes – 

extraction des ARNs pour détection des microARNs cellulaires). Nous avons analysé par 

RT-qPCR sur l’automate BioMark™ Fluidigm en plaque 96.96. Nous avons dosé chaque 

miR en double. Nous avions deux ou trois passages différents de chaque lignée cellulaire. 

Nous avons analysé les courbes d’amplification et de dissociation de chaque amorce. Les 

amorces, ayant des amplifications trop tardives (c’est-à-dire une valeur de Cq supérieur à 

29) ou non spécifiques, ont été écartées de l’analyse. Le Tableau 18 résume les 

caractéristiques des courbes d’amplification et de dissociation de chaque amorce. Les 

amorces (miR-27b, miR-302d, miR-517c, miR-518d, miR-569, miR-599, miR-1292) ne 

donnent pas d’amplification. Les amorces (miR-95 et miR-205) ne donnent aucune 

amplification avec les lignées de mélanome. Les amorces (let-7a, let-7e, miR-33a, -597 et -

1537) ne donnent pas d’amplification efficace. Les miRs (-143, -214, -520e, -668, -1290) ne 

sont pas spécifiques. Un problème spécifique aux amorces est retenu pour celles ne 

marchant ni sur les plasmas ni sur les cellules. Un problème lié à la matrice peut expliquer 

les discordances entre les résultats exploitables des analyses plasmatiques et cellulaires. Les 

amorces (miR-143 et -1290) ne sont interprétables qu’au niveau plasmatique à l’inverse les 

amorces (miR-92a-1*, -125b, 182, 425*) le sont uniquement pour les analyses cellulaires.  
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Tableau 18 : Caractéristiques d’amplification des amorces de microARNs pour les 
échantillons cellulaires. Ce tableau résume pour chaque amorce si l’amplification a été correcte et 
dans le cas contraire la cause soit due à une amplification non spécifique (présence de plusieurs pics 
sur la courbe de fusion) soit à une amplification tardive (Cq supérieur à 29). Les amorces 
exploitables sont en jaune. 
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              28 miRs ont eu des amplifications correctes et spécifiques. Il s’agit : RNU6, let-7b, 

miR-103, -423-3p, -17, -18a, -20a, -21, -34a, -92a-1*, -125b, -130a, -141, -145, -146a, -152, -

155, -182, -185, -191, -200c, -211, -221, -222, -338-3p, -425*, -1246, -2110. Nous avons 

calculé les expressions relatives pour chaque lignée cellulaire par rapport à RNU6 et par 

rapport aux mélanocytes primaires par la méthode des delta-delta Cq (2-ΔΔCq). L’ensemble 

des résultats est contenu dans l’Annexe 7. Nous avons dans un premier temps analysé 

l’expression cellulaire des miRs plasmatiques dérégulés puis nous avons ensuite analysé les 

expressions cellulaires des autres miRs dosés. 

II – Analyse de l’expression cellulaire des miRs dérégulés 

Nous avons analysé les expressions cellulaires des miRs dérégulés sur nos analyses 

de RT-qPCR sur l’automate BioMark™ Fluidigm. Les miRs : 146a, 152, 338-3p et1246 

étaient surexprimés tandis que les miRs : 18a, 20a, 185 et let-7b étaient sous-exprimés au 

niveau plasmatique chez les patients métastatiques par rapport aux sujets sains.  

Nous avons analysé les résultats sur les 10 lignées métastatiques (Figure 36). Les 

miRs : 146a, 152 et 1246 ont une expression cellulaire globalement diminuée par rapport 

aux mélanocytes (p<0,05 pour miR-152 et miR-1246, p<0,001 pour miR-146a). 

L’expression du mir-146a est diminuée significativement chez 9 lignées sur 10 et non 

significative pour la dernière lignée. Les miR-152 et miR-1246 ont respectivement 6 lignées 

et 4 lignées sous-exprimés significativement. Les autres lignées n’ont pas d’expression 

dérégulée pour ces deux miRs. La sous-expression au niveau cellulaire de miR-146a a déjà 

été décrite dans le mélanome (Levati et al. 2009 ;Philippidou et al. 2010). Les miR-152 et 

miR-1246 ne sont pas à ce jour documentés dans le mélanome.  

Le miR-338-3p a une expression plus hétérogène entre les lignées puisque 3 lignées le 

surexpriment (WM983B, A375 et SK-MEL-2) et 5 lignées le sous-expriment avec une 

tendance globale à la surexpression. Le miR-338 a été décrit surexprimé dans le mélanome 

(Igoucheva et al. 2009) et un faible taux est décrit dans des lignées de mélanome muté 

associé à d’autres miRs (Caramuta et al. 2010).  

Le miR-185 a une tendance à être sous-exprimé puisque 5 lignées ont une expression 

diminuée, une seule est surexprimée. Le miR-18a est globalement surexprimé (p<0,05), il 

est surexprimé dans 4 lignées, les autres n’ayant pas de différence significative. Les miR-20a 

et let-7b ne sont pas dérégulés au niveau cellulaire dans notre étude. Chacun a 8 lignées 

n’ayant pas d’expression différentielle. Dans la littérature du mélanome, les miRs-18a et -
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20a ont été décrits comme augmentés (miR-18a : Levati et al. 2009 ;Chen 2010 ; miR-20a : 

Levati et al. 2009) et les miR-185 (Greenberg et al. 2011) et let-7b (Schultz et al. 2008, Fu et 

al. 2011) diminués. 

Nous avons ensuite comparé les différents stades de lignées de mélanome : RGP, 

VGP et métastatique. Nous avons observé une augmentation de l’expression des miR-1246 

et miR-18a avec l’agressivité et le caractère invasif des lignées. Nous avons comparé les 

groupes RGP et métastatique, VGP et métastatique (p<0,05). Nous n’avons pas observé de 

différence significative pour les autres miRs. Nous avons analysé l’expression de chaque 

miR entre mélanome et les autres lignées tumorales (glioblastomes, tumeurs mammaires, 

pulmonaires et ovariennes). L’expression de certains miRs est significativement augmentée 

dans le mélanome par rapport aux autres lignées. Il s’agit de 6 des 8 miRs dérégulés : miRs-

18a, -146a, -152, -185, -338-3p, -1246. Ce n’est pas le cas pour le miR-20a et let-7b. Enfin, 

nous n’avons pas eu de corrélation entre le taux de miRs et le statut mutationnel des lignées 

de mélanome mais nous n’avions qu’une seule lignée c-kit et deux lignées NRAS, nous ne 

pouvons pas conclure sur ces derniers résultats. 

En conclusion, les miRs-152 et -1246 sont surexprimés dans le plasma et sont 

sous-exprimés ou non dérégulés au niveau cellulaire. Ces miRs apparaissent non produits et 

non sécrétées par les cellules tumorales. Ils proviennent peut-être du microenvironnement 

tumoral. Le miR-338-3p est surexprimé au niveau plasmatique et a une expression variable 

selon les lignées mais une tendance globale à la surexpression et il est surexprimé dans les 

tissus tumoraux. Il pourrait provenir des cellules tumorales. Des études complémentaires 

sont nécessaires pour conclure. Le miR-146a est surexprimé au niveau tissulaire et sous-

exprimé au niveau cellulaire. Cette discordance a été déjà relevée dans la littérature (Levati 

et al 2009 ;Philippidou et al. 2010). Le miR-185 est sous-exprimé au niveau plasmatique et a 

une tendance à la sous-expression au niveau cellulaire et surexpression tissulaire. Cette 

discordace a été également décrits. Les miR-20a et let-7b sont sous-exprimés au niveau 

plasmatique et globalement non dérégulés au niveau cellulaire dans notre étude. Le miR-

18a est sous-exprimé au niveau plasmatique et surexprimé au niveau cellulaire. 6 de ces 8 

miRs ont une dérégulation significative dans les lignées de mélanome par rapport aux 

autres lignées tumorales et semblent être particulièrement associés au mélanome. Les miR-

20a et let-7b ne sont pas dérégulés au niveau cellulaire et non pas de différence avec les 

autres lignées tumorales. Ils semblent associés au processus tumoral mais pas spécifique du 

mélanome. 
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Figure 36 : Expression cellulaire des différents miRs plasmatiques dérégulés. Les 

expressions relatives de chaque lignée tumorale sont calculées par rapport au RNU6 et par rapport 

aux mélanocytes primaires (NHEM). Les NHEM ont donc une expression à 1 (premier segment). 

Les lignées tumorales de mélanome sont en histogramme noir et les lignées tumorales d’autres 

cancers (glioblastomes, sein, poumon et ovaire) sont en histogramme gris. Pour chaque lignée de 

mélanome est noté le statut invasif (RGP, VGP ou métastatiques) et le statut mutationnel (mutation 

c-kit, BRAF ou NRAS). Les écarts-types de chaque expérience sont également notés pour chaque 

lignée. 

III – Analyse de l’expression cellulaire des miRs  non dérégulés 
dans l’analyse plasmatique 
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Nous avons également analysé 15 autres miRs: ceux étudiés lors de l’analyse 

plasmatique de RT-qPCR mais n’ayant pas été retrouvé dérégulés. Nous avons analysé les 

expressions relatives de ces miRs dans les lignées métastatiques. Les miRs cellulaires que 

nous avons retrouvés significativement augmentés par rapport aux mélanocytes sont les 

miRs-92a-1*, -145, -182 et 200c (p<0,001 sauf pour miR-145 qui a une p-value <0,01). 

Ceux que nous avons retrouvé diminués sont les miRs-21, -34a, -155 et -221 (p<0,01). Les 

autres miRs n’ont pas été globalement dérégulés sur l’ensemble des lignées métastatiques 

(miR-17, -125b, -130a, -141, -222, -425*, -2110). Certains miRs ont une très forte 

expression au niveau des autres lignées tumorales et décrit dans la littérature dans ces 

pathologies. Il s’agit du miR-21 pour les tumeurs mammaires et les miRs-141, -182 et -

200c pour les tumeurs mammaires et ovariennes.  

Nos résultats sont conformes à ceux déjà décrits dans la littérature du mélanome 

en ce qui concerne les miRs-92a (Levati et al. 2009 ;Stark et al. 2010), miR-145 (Molnar et 

al. 2008 ;Segura et al. 2010), miR-182 (Segura et al. 2009 ;Huynh 2011), miR-200c (Molnar 

et al. 2008 ;Elson-Schwab 2010), miR-34a (Lodygin et al. 2008 ;Satzger 2010 ;Greenberg et 

al. 2011) et miR-155 (Philippidou et al. 2010 ;Levati et al. 2009). Par contre les miR-21 et 

miR-221/222 sont décrits comme surexprimés dans le mélanome (miR-21 : Chen et al. 

2010, Grignol et al. 2011, Yang 2011 ; miR-221/222 : Felicetti et al. 2008a, Felicetti et al. 

2008b, Igoucheva et al. 2009, Mattia et al. 2011). Des expériences complémentaires sont 

nécessaires pour pouvoir expliquer ces résultats contradictoires. 
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Troisième partie : Article soumis 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression d’un large panel de 

miARNs plasmatiques chez des patients atteints de mélanome au stade métastatique. Nous 

avons utilisé deux techniques différentes : une analyse par Biopuces puis une analyse par 

RT-qPCR. Cette étude a été réalisée sur un total de 74 patients. Notre étude a permis de 

mettre en évidence 8 miARNs dérégulés permettant de discriminer significativement ces 

patients de sujets sains. Parmi ces miARNs, quatre étaient surexprimés (miR-146a, miR-

152, miR-338-3p et miR-1246) et quatre sous-exprimés (let-7b, miR-18a, miR-20a et miR-

185). Quatre miRs (miR-1246, -185, -338-3p et -20a) paraissent particulièrement 

importants. Nous avons également mis en évidence un profil de deux miRs, miR-1246 et 

miR-185, permettant une bonne distinction des deux populations avec de bonnes 

performances en sensibilité et en spécificité. Certains miARNs ont montré une tendance à 

être corrélés à la survie et pourraient avoir une valeur pronostique. Six de ces miRs ont été 

déjà décrits comme étant dérégulés dans le mélanome (let-7b, miR-18a, miR-20a, miR-

146a, miR-185 et miR-338) dans des études tissulaires ou cellulaires. Les miR-152 et miR-

1246 n’ont pour l’instant pas été décrits dans le mélanome. Par contre, aucun de ces miRs 

n’a été décrit comme dérégulé dans le mélanome sous leur forme circulante (sérique ou 

plasmatique). 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés également à l’origine de 

ces miRs en les étudiant sur des biopsies de mélanome ou sur un panel de lignées cellulaires 

tumorales. Nous avons observé que les profils d’expression de ces miRs au niveau tissulaire 

et cellulaire étaient différents des profils plasmatiques. Seul le miR-338-3p est globalement 

dérégulé significativement de manière comparable dans les lignées et les plasmas même si 

leurs expressions sont très hétérogènes au niveau cellulaire. Ce miR pourrait avoir une 

dérégulation liée aux cellules tumorales. Les miRs-18a, -146a, -152, -185 et -1246 ont des 

dérégulations inverses entre le plasma et les cellules. En effet, les miRs-146a, -152 et -1246 

sont surexprimés au niveau plasmatique et sont sous-exprimés au niveau cellulaire. Les 

miRs -18a et -185 sont sous-exprimés au niveau plasmatique et surexprimés au niveau 

tissulaire. Ces miRs pourraient avoir leur régulation dépendante du microenvironnement 

tumoral. Let-7b et miR-20a n’ont pas donné de résultat significatif au niveau cellulaire dans 
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notre étude. Let-7b est décrit comme sous-exprimé au niveau cellulaire et pourrait se 

comporter comme miR-185. Le miR-20a a été décrit comme surexprimé dans des lignées 

de mélanome et pourraient être comme miR-18a. 

Nos analyses ont été réalisées par deux techniques différentes : d’une part par 

biopuces, d’autre part par RT-qPCR. L’analyse biopuces a permis d’étudier, lors de la phase 

d’identification, un grand nombre de miARNs dans la pathologie du mélanome où aucun 

miR plasmatique n’avait été décrit lors de l’initiation de cette étude. La technique par RT-

qPCR a permis une analyse quantitative et simultanée d’un nombre plus restreint de 

miARNs, mais cependant important, par un système en microfluidique. Ces deux 

techniques sont complémentaires. La technique de RT-qPCR permet une confirmation 

d’une analyse biopuces et d’éliminer les faux positifs. Les miARNs retrouvés 

significativement à la fois par les deux techniques paraissent présenter une dérégulation 

d’autant plus robuste comme par exemple le miR-1246. Cependant la mise en évidence de 

miRs dérégulés de manière différente dans les deux techniques provient des avantages et 

des limites de chacune d’elles. Par exemple, les miR-27b ou -1290 semblent très 

intéressants sur les puces par contre les amorces de PCR étudiés au niveau plasmatique ne 

sont pas assez performantes. Les miRs retrouvés de manière exclusive chez les patients par 

les puces et qui ont pu être analysables en RT-qPCR ont tous été retrouvés à la fois chez les 

patients et les sujets contrôles. Aucun miR exclusif n’a été confirmé exclusif par RT-qPCR 

pouvant être expliqué par une meilleure sensibilité d’une technique d’amplification telle que 

la PCR par rapport aux puces.  

Les populations de patients et de sujets sains sur l’ensemble de l’étude ont des effectifs 

équilibrés. Les effectifs ne sont pas très importants en comparaison à d’autres pathologies 

mais cependant assez conséquents pour une pathologie qui est relativement rare telle que le 

mélanome métastatique.  

Pour le choix de la matrice, nous nous sommes appuyés sur des études réalisées 

préalablement dans notre équipe. Les travaux préliminaires ont mis en évidence une 

meilleure extraction sur le plasma par rapport au sérum. Les analyses présentent dans la 

littérature des miRs circulants les étudient soit dans le plasma soit dans le sérum. Certaines 

études montrent des résultats similaires sur ces deux matrices et d’autres des résultats ayant 

certaines différences.                       
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La collection des échantillons plasmatiques a été strictement identique avec une 

centrifugation effectuée moins de 2 heures après le prélèvement puis les plasmas ont été 

rapidement décantés et congelés à -80°C. Les plasmas analysés avaient un aspect normal, 

aucun plasma n’était hémolysé. Les patients ayant des plasmas hémolysés étaient exclus 

d’emblée. Ces conditions préanalytiques sont capitales et doivent donc être maitrisées pour 

tous les biomarqueurs sanguins car elles conditionnent les résultats analytiques entrainant 

de possibles biais.                                         

Pour la RT-qPCR, notre choix de normalisation par trois miARNs de référence permet 

d’avoir une certaine robustesse des résultats. Ces miRs ont été montrés comme stables par 

l’algorithme GeNorm et l’utilisation de trois plutôt qu’un seul miR de référence permet 

d’éviter une variation dépendante d’un miR. Beaucoup d’études n’utilisent qu’un seul miR 

comme référence alors que malgré l’absence de standardisation le consensus actuel est 

d’utiliser plusieurs miRs de référence. Notre étude reste novatrice dans le domaine par 

l’absence de résultats à l’initiation de nos travaux et peu d’études comparables dans ce 

domaine. Elle permet de mettre en évidence un profil de deux miRs de manière sensible et 

spécifique discriminant les patients des sujets sains. 

Cependant, un certain nombre de points critiques sont à souligner. La première 

est relative au mode de sélection des patients. Les échantillons sont issus d’une collection 

biologique constituée sur une cohorte de soins courants. Notre critère de sélection était la 

présence d’une métastase lors du prélèvement. Les patients, bien que tous métastatiques, 

étaient donc à des moments différents dans l’évolution de leur pathologie. Ceci est un biais 

dans les cas où le taux de miRs évoluent au cours de l’évolution de la maladie et donc du 

stade métastatique. Il apparait nécessaire d’affiner, sur une nouvelle cohorte, le mode de 

constitution des cohortes en sélectionnant des patients au moment du diagnostic de la 

première,métastase afin d’avoir une cohorte patients homogènes et de pouvoir réaliser une 

étude de survie sans biais.  L’objectif principal de l’étude était de trouver un profil 

discriminant les patients des sujets sains. L’analyse de survie a été réalisée en exploitant la 

différence entre les dates d’inclusion et les dates des dernières nouvelles en fonction de 

l’état des dernières nouvelles. Notre étude est juste préliminaire et donne une indication de 

tendance. Elle ne permet pas de tirer de véritable conclusion et une véritable analyse 

pronostic est un véritable objectif futur. En ce qui concerne le statut des patients par 

rapport aux traitements de chimiothérapie relatif à leur pathologie. Certains étaient naïfs de 

tout traitement et d’autres étaient en cours de traitement mais avec la dernière prise datant 
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de plus de trois semaines. Afin d’homogénéiser la population, il aurait fallu que l’ensemble 

de patients soit dans des conditions identiques. Les populations malades et témoins ont une 

différence significative concernant l’âge. Nous avons fait une étude statistique afin de voir 

si les miRs étudiés étaient corrélés à l’âge ceux qui nous auraient invalidé l’ensemble des 

résultats. Les analyses n’ont montré aucune corrélation relative à l’âge. Des limites peuvent 

être émises sur les effectifs des puces (patients n=14, sains n=5) pouvant expliquer 

certaines discordances entre puces et RTqPCR. Pour certains patients (n=10), nous avions 

simultanément le plasma et la biopsie de la métastase. Ceci nous a permis de faire une 

analyse préliminaire sur les tissus tumoraux afin de rechercher si les miRs d’intérêts avaient 

une origine tumorale ou provenaient du microenvironnement. Les effectifs sont faibles et 

permet seulement d’émettre des hypothèses et doivent être réalisés sur des effectifs plus 

larges. Enfin, notre approche a été descriptive et nous n’avons fait, pour l’instant, aucune 

analyse fonctionnelle qui aurait permis de mieux appréhender l’intérêt des miRs significatif. 

Au vu de l’ensemble des biais décrits, il apparait nécessaire de confirmer les 

résultats sur une large cohorte indépendante de patients. Cette constitution nécessitera une 

inclusion multi-centre car du fait du petit nombre de patients atteints de mélanome 

métastatique le seul recrutement toulousain serait trop long. Les critères de sélection 

doivent être précis et plus stricts afin de limiter les biais d’interprétation tels que par 

exemple des patients pris au diagnostic du stade métastatique, des patients naïfs de tout 

traitement de chimiothérapie relatif à la pathologie. Une comparaison réalisée avec des 

sujets contrôles qui soient appariés en âge afin d’avoir une analyse indiscutable au niveau 

méthodologique. 

 

Quand nous avons débuté notre étude, de nombreuses publications étaient sorties 

sur les miARNs dans le mélanome aux niveaux tissulaire et cellulaire par contre aucune 

publication n’avait été réalisée sur les miARNs circulants dans le mélanome. Depuis six 

analyses de miARNs circulants dans le mélanome ont été publiées à ce jour (Tableau 19). 

Une première étude a été publiée en 2011 comparant l’expression de miARNs extraits du 

sang total de patients atteints de mélanome par rapport à des sujets sains (Leidinger et al. 

2011). L’analyse a été réalisée par microarray (Geniom Biochip miRNA) puis confirmée par 

RT-qPCR (TaqMan® microRNA assays, Applied Biosystems). Cette étude a analysé 55 

échantillons dont 20 sujets sains et 35 patients atteints de mélanome à différents stades (31 

stades I et II, 1 stade IIIB et 3 stades IV). Elle a porté sur 866 miARNs, 51 miARNs sont 
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apparus dérégulés : 21 sous-exprimés et 30 surexprimés. Le contrôle endogène utilisé est le 

RNU48. Ils ont montré qu’un groupe de 16 miRs permettait de distinguer les patients des 

sujets sains. Parmi les miARNs dérégulés, trois sont communs avec notre étude et leur 

dérégulation est comparable à la nôtre : les miR-18a, 20a sont sous-exprimés et le miR-146a 

est surexprimé. Cependant la comparaison est difficile du fait de la source différente des 

miARNs analysés entre le plasma et le sang total.  

L’équipe de Kanemaru en 2011 a réalisé une analyse ciblant le miR-221 sérique 

(Kanemaru et al. 2011) connu comme augmenté au niveau tumoral dans le mélanome. Elle 

a porté sur 90 patients et 20 sujets sains. Ces patients présentaient des mélanomes à 

différents stades : du mélanome in situ au mélanome métastatique. La normalisation a été 

réalisée par rapport au cel miR-54. Ils ont montré que miR-221 sérique était augmenté chez 

les patients par rapport à des sujets sains et également chez des patients ayant des 

mélanomes invasifs mais pas dans les mélanomes in situ et que son taux était corrélé à 

l’indice de Breslow ainsi qu’à la récurrence post-opératoire. C’est la première étude 

proposant un miR comme marqueur sérique de diagnostic, pronostic et de récidive dans le 

mélanome. Cette même équipe a montré ensuite qu’un profil de six miRs (miR-9, -145, -

150, -155, -203 et -205) permettait de détecter la présence de métastases dans le mélanome 

(Shiiyama et al. 2013). Cette étude a été réalisée sur 27 patients : 16 mélanomes primaires et 

11 mélanomes métastatiques, la normalisation été réalisée par le cel-miR-39. Une autre 

étude ciblant principalement le miR-21 a été réalisé en 2013 (Saldanha et al. 2013). Le miR-

21 était largement décrit comme surexprimé dans les cancers dont le mélanome. Sa forme 

circulante était décrite augmentée dans différents cancers mais c’est la première étude de la 

forme circulante de miR-21 dans le mélanome. Cette étude montre que le taux du miR-21 

est corrélé entre tissu tumoral et plasma et que son taux plasmatique est corrélé à la masse 

tumorale. Cette étude a été réalisée sur 30 patients présentant un mélanome à des stades 

différents et normalisée par le miR-191. L’équipe de Friedman a fait une analyse sur un 

large panel de miARNs comme biomarqueurs de pronostic et de récurrence post-

opératoire dans le mélanome (Friedman et al. 2012). Dans cette étude, les auteurs ont 

montré qu’un groupe de cinq miRs (miR-15b, -33a, -150, -199a-5p et -424) a un potentiel 

pronostique sur le risque de récurrence. Ils ont également mis en évidence que quatre miRs 

(miR-103, -221, -222 et -423-5p) permettaient de détecter la récurrence post-opératoire. 

Pour le premier groupe de miRs, ils ont utilisé les mêmes types d’amorces LNA™ 

d’Exiqon que nous, par contre pour l’analyse sur le second groupe ils ont utilisé des 

amorces miARNs Taqman® (Applied Biosystem). Il faut noter qu’ils retrouvent une 
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variation du miR-103 avec des amorces Taqman® alors que dans notre étude le miR-103 est 

stable et est un des trois miRs nous servant de normalisation. Ce miR-103 nous avait été 

conseillé par la société Exiqon comme miR plasmatique de référence.  

 

Tableau 19: Etudes publiées sur les miARNs circulants dans le mélanome. 

Dans notre étude plasmatique nous n’avons pas eu de différence significative pour 

les miR-21, miR-145, miR-221, miR-222. Le miR-155 avait une amplification correcte mais 

il n’a pas pu être exploité car il y avait trop de données manquantes. Cependant, sur 

l’analyse des données que nous possédions nous avons observé une surexpression de ce 
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miR comme l’équipe de Shiiyama (Shiiyama et al. 2013). Les miRs-33a et -205 ont donné 

des amplifications tardives ne permettant pas une exploitation des analyses.    

Une étude-pilote récente, publiée en juillet 2013, a comparé les profils sériques des 

sujets atteints de mélanome métastatique à des sujets sains (Greenberg et al. 2013). Ils ont 

observé une perte des miRs-29c et 324-3p chez les patients.  

Pour notre analyse cellulaire, nous avons majoritairement retrouvé les résultats 

décrits dans la littérature pour les miRs connus. Seuls trois miRs n’ont pas été retrouvés 

significativement surexprimés comme décrit dans la bibliographie. Il s’agit des miRs-21, -

221 et -222. Des analyses supplémentaires sont nécessaires.  

L’ensemble de ces analyses sur les miARNs montrent la grande hétérogénéité des 

résultats qu’il est possible de rencontrer en parcourant la littérature. Les études, portant sur 

les miRs circulants dans le mélanome, ont toutes utilisé une technique de RT-qPCR. Elles 

ont soit réalisé une étude sur un large panel de miRs soit une étude ciblant directement un 

ou plusieurs miRs. Par contre, un certain nombre de paramètres est variable. 

Premièrement, la source des échantillons est soit du sang total soit du sérum ou soit du 

plasma. Deuxièmement, la taille et la composition des cohortes sont variables. Les cohortes 

d’études vont de 27 à 140 patients et de 11 à 20 sujets sains. Les stades des patients sont 

également variables allant du mélanome in situ au mélanome métastatique. Les protocoles 

d’analyse et les automates de RT-qPCR sont également différents. Les amorces utilisées 

proviennent de sociétés différentes : Applied Biosystem, Exiqon ou  Takara Bio Company. 

Pour rappel, les miARNs sont de petites tailles et les séquences sont très proches, surtout 

pour ceux d’une même famille. Les amorces doivent donc être spécifiques du miARN 

mature et ne doivent pas s’hybrider sur les précurseurs ou des miARNs dont les séquences 

sont proches. Les moyens de normalisation sont différents : RNU48, des miR de C. elegans 

(cel miR-54 ou cel miR-39), miR-191. L’ensemble de ces divergences ne permet pas une 

comparaison directe des résultats et explique les différences observées. Ceci démontre à 

quel point une standardisation de la quantification des miARNs est nécessaire. A l’heure 

actuelle, il n’existe pas de consensus sur le dosage des miARNs. Notre étude a porté sur un 

groupe conséquent d’individus à la fois pour les patients (n=74) et les contrôles sains 

(n=64). La population malade était relativement homogène puisque tous étaient des stades 

métastatiques. Elle a étudié un large panel de miARNs par deux techniques différentes 

(microarray et RT-qPCR). Notre normalisation a été réalisée par trois miRs de référence 

permettant de s’affranchir de variation individuelle. 
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Cependant, nous avons des données discordantes avec la littérature concernant les 

miR-21, -221 et -222. Nous n’avons pas eu de variations significatives dans l’étude 

plasmatique et dans l’étude cellulaire pour ces miRs. Comme les discordances sont à la fois 

sur les données plasmatiques et cellulaires, il ne doit pas s’agir d’un problème de matrice. 

Des études complémentaires sont nécessaires afin d’étudier nos échantillons sur des 

amorces d’autres fabricants qu’Exiqon et voir si ces discordances viennent des amorces ou 

des échantillons utilisés. Nous avons réalisé une première étude avec des amorces 

différentes sur les mêmes échantillons. Nous avons observé une augentation significative 

de miR-21 mais pas des miR-221 et -222.  

Nous remarquons qu’un nombre important de miARNs dosés par RT-qPCR n’a pu 

être analysé. Les amplifications ont été bonnes et spécifiques pour 27 des 52 miARNs sur 

l’analyse plasmatique et 28 sur 47 pour l’analyse cellulaire. La moitié des amorces n’ont pu 

être exploitées soit parce qu’il n’y a pas eu d’amplification soit parce que les amplifications 

étaient tardives ou non spécifiques. La majorité des amorces ayant eu des problèmes 

d’amplifications est commune aux analyses plasmatiques et cellulaires. Les amorces n’ayant 

pas eu d’amplification semble être dû à un échec d’hybridation des amorces sur les ADNc 

cibles. Certains des miRs ont eu plusieurs pics sur les courbes de fusion indiquant 

l’amplification du miR mature mais également d’autres miRs ou précurseurs. 

L’amplification n’étant pas spécifique les résultats n’ont pas été exploités. De plus, certains 

miRs ont eu des résultats exploitables que pour les analyses plasmatiques (miR-143 et miR-

1290) d’autres que sur les analyses cellulaires (miR-95, 125b, 182, 425*) pour la majorité, les 

résultats étaient non spécifiques peut-être dû à un problème de matrice. 15 miARNs 

provenaient de l’analyse sur puce. Nous les avons testées avec un protocole classique de 

RT-qPCR adapté pour le thermocycleur CFX96™ (Bio-Rad). Nous n’avons pas obtenu de 

meilleure amplification laissant supposer un problème d’amorce ou de matrice (données 

non montrées). 

Pour les miRs les plus prometteurs au niveau de l’analyse BioPuces ou de la 

littérature, nous avons en projet de les tester avec d’autres amorces. Nous avons commencé 

l’analyse des miRs-27b et 95 ayant eu des résultats intéressants sur Puces avec des réactifs 

Qiagen sur l’automate de qPCR CFX96™ (Bio-Rad). Les résultats sont apparus 

significativement augmentés pour le miR-27b plasmatique (p=0,05 avec le test de 

Wilcoxon) par contre il n’y a pas eu d’amplification efficace pour le miR-95 (données non 

montrées). Le dosage du miR-95 plasmatique et cellulaire n’a pas donné lieu à une 
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amplification par contre il faut noter que les lignées cellulaires tumorales autre que le 

mélanome ont eu des amplifications. Le miR-95 n’est peut-être pas exprimé dans le 

mélanome. De plus, certains miRs plasmatiques ont eu une bonne amplification mais 

avaient trop de résultats manquants à la fois pour les patients et les sujets sains. Ils n’ont 

pas pu être inclus dans nos études biostatistiques. Il s’agit des miRs-34a, -155, -17, -141, -

200c, -1290. Des analyses complémentaires sont nécessaires car certains présentaient des 

résultats encourageants. 

L’objectif de ce travail était d’étudier l’expression des miARNs plasmatiques dans le 

mélanome au stade métastatique. Nous avons fait le choix de nous intéresser dans un 

premier temps qu’au stade métastatique afin de filtrer des miRs ayant un potentiel invasif. 

Nous aurions pu réaliser une autre approche visant à faire un screening sur les stades 

précoces et faire ensuite une comparaison avec les stades métastatiques. Cette stratégie n’a 

pas été choisie car elle nous aurait contraints à travailler sur un plus grand nombre de miRs 

et à filtrer des miRs invasifs. Nous avons réussi à mettre en évidence huit miRs dérégulés, 

un profil de deux miARNs permettant une discriminance intéressante ainsi que des miRs 

ayant une valeur pronostique. Nous nous sommes focalisés sur les miRs surexprimés dans 

l’analyse de BioPuces et mis de côté volontairement les sous-exprimés car notre objectif 

final est l’obtention du dosage plasmatique de biomarqueur. Le dosage de miRs sous-

exprimés posant un problème de seuil de détection de la technique et de faux négatifs. Il est 

plus facile de doser une augmentation de biomarqueur qu’une diminution en pratique 

courante. Actuellement, pour les marqueurs tumoraux sériques utilisés en pratique 

courante, l’augmentation du marqueur signe une évolution de la maladie. Nous avons 

volontairement gardé les miRs décrits sous-exprimés dans la littérature pour notre analyse. 

En effet, les données bibliographiques d’une part ont été réalisées majoritairement sur des 

tissus et des cellules tumorales et d’autre part du fait de l’hétérogénéité des résultats du fait 

de la non standardisation des dosages. 

 

Ces miARNs dérégulés permettent de discriminer les patients atteints de mélanome 

métastatique de sujets sains. Ces résultats ne permettent pas de connaitre s’ils signent la 

pathologie du mélanome ou la métastase. Nous avons donc inclus des patients à des stades 

plus précoces (I, II, III) afin de comparer leurs expressions des miARNs plasmatiques à 

celles des stades métastatiques. Notre objectif sera également de confronter le profil des 

stades précoces à l’évolution clinique de ces patients notamment au passage ou non à un 
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stade métastatique. Les miRs signant le mélanome apparaissent avec la pathologie et 

pourraient être utiles au dépistage des sujets à risque. Les miRs signant la métastase ou le 

caractère invasif de la tumeur seraient également très utiles. Notamment, un miR 

apparaissant plus précocement que la métastase et prédictif du passage au stade invasif 

serait un atout majeur pour le clinicien. En effet, la détection très rapide des patients 

susceptibles d’évoluer vers un stade invasif permettrait un traitement précoce des patients 

avant le passage au stade métastatique où le pronostic est très sombre. Par contre, un miR 

d’apparition tardive après l’apparition de métastase serait peu utile du fait du faible arsenal 

thérapeutique efficace actuel. Les échantillons plasmatiques ont été collectés et doivent être 

analysés. Lorsque nous aurons identifié des miRs d’intérêt, nous ferons une étude sur un 

grand panel d’échantillons. Les études de survie ont pour l’instant été réalisées en 

comparant les taux des miRs à la survie après l’inclusion. Nous pourrons réaliser sur l’étude 

à grande échelle une analyse complète de survie et ainsi étudier le pouvoir pronostique de 

ces miRs. 

Nous avons analysé l’expression cellulaire de nos miRs d’intérêt. L’objectif était 

double d’une part connaitre l’origine de nos miRs et d’autre part faire des analyses 

fonctionnelles. Les données de la littérature indiquent que les miARNs circulants 

proviennent soit des cellules tumorales soit des cellules du microenvironnement tumoral 

(Ma et al. 2012). Nos analyses cellulaires des miARNs d’intérêt ont mis en évidence des 

miRs dont les expressions plasmatiques et cellulaires étaient discordantes laissant supposer 

qu’ils sont produits par le microenvironnement tumoral. Deux miRs ont des expressions 

assez concordantes entre analyse plasmatique et la moyenne des lignées cellulaires 

métastatiques laissant éventuellement penser à une origine tumorale. Des analyses sur ces 

miRs et les cellules du microenvironnement tumoral (fibroblastes, cellules endothéliales, 

cellules immunitaires) seront donc réalisées afin de tester ses hypothèses. En parallèle, nous 

avons également réalisé une étude préliminaire sur des biopsies tumorales sur les patients 

dont nous avions dosé les miRs plasmatiques. Nous avons cherché à voir si nos miRs 

étaient exprimés dans les tumeurs afin de tester également s’ils proviennent des cellules 

tumorales ou du microenvironnement. Notre étude a porté sur un faible nombre de tissus. 

Sur ces premiers résultats, le miR-338-3p apparaîtrait comme ayant une origine 

probablement tumorale ce qui ne serait pas le cas pour le miR-1246. Des analyses sur un 

plus grand nombre de tissus seront nécessaires pour pouvoir conclure qu’en à l’origine de 

ces miRs. Nous décrivons pour la première fois la dérégulation du miR-1246 dans le 

mélanome. Des taux sériques élevés ont été décrits dans les carcinomes oesophagiens 
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permettant de discriminer les individus malades par rapport à des sujets sains (Takeshita et 

al. 2013). Cette étude n’a pas retrouvé de surexpression tumorale de miR-1246. Les auteurs 

ont émis l’hypothèse que ce miR était libéré de manière sélective dans le sang 

indépendamment de son abondance tumorale. MiR-1246 pourrait également provenir du 

microenvironnement tumoral. Il a été retrouvé exprimé lors de l’activation des cellules 

immunitaire Natural Killer (Liu et al. 2012b). Contrairement à miR-1246, miR-185 est sous-

exprimé dans les plasmas de mélanome métastatique et son expression est corrélée à une 

survie élevée, ce qui suggère qu'il peut avoir un effet protecteur. Greenberg et coll. ont 

décrit que miR-185 inhibait la prolifération de cellules de mélanome et l'invasion et avait un 

effet inhibiteur sur la croissance tumorale (Greenberg et al. 2011). miR-185 a également été 

décrit, dans d'autres cancers tels que le poumon non à petites cellules, de l'ovaire et du sein, 

inhibant la prolifération et la croissance des tumeurs (Imam et al. 2010;Takahashi et al. 

2009).  

Nous allons également étudier le rôle fonctionnel des miRs d’intérêt. Nous 

pourrons utiliser pour cela des miRs mimics ou des antagomirs et faire des analyses 

fonctionnelles afin de connaitre leur rôle dans le mélanome. La connaissance et la 

compréhension de l’origine et du rôle des miRs d’intérêt permettront leur utilisation 

meilleure et adéquate en tant que biomarqueurs dans le mélanome.  
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CONCLUSIONS 

L’amélioration de la prise en charge thérapeutique du mélanome est un objectif 

important du fait de son incidence et du mauvais pronostic des formes métastatiques. Elle 

passe notamment par la recherche de biomarqueurs prédictifs de l’évolution de la 

pathologie et de récidive. Les microARNs circulants ont montré des résultats prometteurs 

en tant que biomarqueur. Cependant, il reste encore à mieux connaitre et comprendre leur 

origine et leur rôle fonctionnel. Cela passe également par une standardisation de leur 

dosage indispensable pour leur utilisation en pratique courante. 

Notre travail a testé un large panel de microARNs plasmatiques dans le 

mélanome. Notre étude a utilisé deux techniques différentes : les Biopuces et la RT-qPCR. 

Ce travail a porté sur 74 patients et 64 sujets sains. Il a mis en évidence des microARNs 

dérégulés dans le mélanome métastatique et notamment certains n’ayant jamais été décrits 

dans le mélanome. Un profil de deux miRs (miR-1246 et miR-185) a de bonnes 

performances pour discriminer les patients des sujets sains. Certains miRs apparaisent avoir 

un intérêt pronostique. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour connaitre si 

ces microARNs sont spécifiques de la pathologie ou du stade. Une meilleure connaissance 

de l’origine et du rôle fonctionnel de ces miARNs dans le mélanome est indispensable pour 

une meilleure utilisation en tant que biomarqueur. 

L'ensemble de nos résultats montre que la détection du profil des deux miARNs 

dans le plasma pourrait devenir un biomarqueur diagnostique non invasif, sensible, 

reproductible et prédictif dans le mélanome métastatique, et doit être étudié sur des stades 

plus précoces afin de savoir s’il pourrait être utilisé à terme pour permettre l'identification 

précoce de patients à haut risque de récurrence.  
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ANNEXES 
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Annexe 1 : Protocole d’extraction des ARNs plasmatiques pour analyse par 
Biopuces (Trizol® + kit miRNeasy Qiagen) 

 A partir de 10 ml de plasma 

- ajouter 10 ml de Trizol® 
- incuber 5 minutes à T° ambiante 
- ajouter 2 ml de chloroforme 
- agiter vigoureusement 15 secondes 
- incuber 3 minutes à T° ambiante 
- centrifuger 15 minutes à  12 000g à 4°C 
- récupérer la phase aqueuse  
- *ajouter un volume d’acide-phénol/Chloroforme 
- mélanger par inversion, laisser reposer 2-3 minutes 
- centrifuger 10 minutes à 12 000g à 4°C 
- récupérer la phase aqueuse supérieure 
- renouveler l’opération 2 fois à partir de * 
- ajouter 1.5 volume d’Ethanol 100%, vortexer 
- déposer 700 µl sur 16 colonnes miRNeasy QIAGEN  
- centrifuger 15 secondes à 8 000g à température ambiante 
- jeter les filtrats 
- recommencer le dépôt sur colonne jusqu’à épuisement 
- déposer 700 µl de tampon RWT par colonne 
- centrifuger 15 secondes à 8 000g à température ambiante  
- jeter le filtrat 
- déposer 500 µl de tampon RPE par colonne 
- centrifuger 15 secondes à 8 000g à température ambiante  
- jeter le filtrat 
- déposer 500 µl de tampon RPE par colonne 
- centrifuger 2 minutes à 8 000g à température ambiante 
- jeter le filtrat 
- centrifuger 1 minute à 8 000g à température ambiante 
- transférer les colonnes sur des tubes d’élution propres 
- déposer 50 µl d’eau Rnase free par colonne 
- centrifuger 1 minute à 8 000g à température ambiante 
- pooler les 16 filtrats (16x50µl soit 800 µl) et mélanger 
- ajouter 400 µ l d’acétate de sodium 3M pH 5,2 (0,3 M final) + 2,8 ml d’Ethanol 

100% froid (70% Ethanol final) + 8 µ l d’Acrylamide linéaire (à 5 mg/ml – 
concentration finale à 10 µg/ml) – précipitation toute la nuit à 4°C dans la glace 

- centrifuger 15 minutes à 12 000g à 4°C 
- reprendre le culot par 1 ml d’Ethanol 70% et transvaser dans un eppendorf 
- centrifuger 10 minutes à 12 000g à 4°C 
- reprendre le culot par 1 ml d’Ethanol 70% (2ème lavage) 
- sécher au maximum le culot (en laissant ouvert le tube 15 minutes sur la paillasse 

après avoir enlevé le maximum d’éthanol) 
- reprendre le culot par 12 µl d’eau Rnase free. 

 



181  

Annexe 2 : Protocole d’extraction des ARNs plasmatiques et cellulaires pour 
analyse par RT-qPCR (Qiazol® + kit miRNeasy Qiagen) 

 

0.2 ml de plasma ou 1 boîte Pétri 100 mm avec 5 millions cellules 

 

- ajouter 1ml de QIAzol® et vortexer ou 700 µL de QIAzol® dans la boîte Pétri et 
récupérer le mélange (QIAzol® et cellules) dans un tube eppendorf. 

- laisser incuber 5 minutes à température ambiante  
- ajouter 2 µl de miSpike (IDT) à 150 nM    
- ajouter 0.2 ml de chloroforme ou 140 µL chloroforme 
- agiter vigoureusement 15 secondes   
- incuber 3 minutes à température ambiante 
- centrifuger 15 minutes à 12 000g à 4°C 
- récupérer la phase aqueuse  
- ajouter 1.5 volume d’Ethanol 100% et vortexer 
- Déposer 700 µl sur la colonne miRNeasy QIAGEN  
- Centrifuger 15 secondes à 8 000g à température ambiante  
- Jeter le filtrat 
- Recommencer le dépôt sur colonne jusqu’à épuisement 
- Déposer 700 µl de tampon RWT sur la colonne 
- Centrifuger 15 secondes à 8 000g à température ambiante  
- Jeter le filtrat 
- Déposer 500 µl de tampon RPE sur la colonne 
- Centrifuger 15 secondes à 8 000g à température ambiante 
- Jeter le filtrat 
- Déposer 500 µl de tampon RPE sur la colonne 
- Centrifuger 2 minutes à 8 000g à température ambiante 
- Jeter le filtrat, changer de tube de collection 
- Centrifuger 1 minute à 8 000g à température ambiante 
- Transférer la colonne sur un tube d’élution propre 
- Déposer 30 µl d’eau Rnase free sur la colonne à faire 2 fois (que pour cellules) 
- Centrifuger 1 minute à 8 000g à température ambiante 
- Congélation –80°C 
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Annexe 3 : Protocole d’extraction des ARNs tissulaires inclus dans des blocs de 
paraffine pour analyse par RT-qPCR (kit miRNeasy FFPE Qiagen) 

 

- Couper les blocs de paraffine: 4 coupes de 10 µm et les mettre dans un tube de 1.5 
ml. 

- Ajouter 1 ml de xylène, vortexer vigoureusement pendant 10 secondes, centrifuger 
à vitesse maximale pendant 2 minutes et enlever le surnageant par pipettage. 

- Ajouter 1 ml d’éthanol (100%) au culot, vortexer et centrifuger à vitesse maximale 
pendant 2 minutes (le faire 2 fois) 

- Enlever le surnageant par pipettage. 
- Laisser le capuchon ouvert et laisser incuber à température ambiante pendant 10 

minutes. 
- Ajouter 150 µl de buffer PKD et vortexer 
- Ajouter 10 µl protéinase K, mélanger doucement avec la pipette. 
- Incuber à 56°C pendant 15 minutes puis à 80°C pendant 15 minutes.  
- Mettre dans la glace pendant 3 minutes puis centrifuger pendant 15 minutes à 20 

000g.  
-    Transférer le surnageant dans un tube  

-  Ajouter 16 µl de Dnase booster Buffer et 10 µl de Dnase I Stock solution. Mélanger   

en retournant le tube. Centrifuger brièvement pour récupérer les résidus de liquide. 

 Incuber à température ambiante pendant 15 minutes. 

- Ajouter 320 µl Buffer RBC et mélanger bien le lysat. 
- Ajouter 1120 µl d’éthanol 100% et mélanger bien par pipettage. Ne pas centrifuger. 
- Déposer 700 µl d’échantillons sur une colonne RNeasy MinElute spin. Centrifuger 

pendant 15 secondes à 8000g. Jeter le filtrat. Recommencer le dépôt sur colonne 
jusqu’à épuisement. 

- Ajouter 500 µl Buffer RPE sur la colonne, centrifuger 15 secondes à 8000 g. Jeter le 
filtrat. 

- Ajouter 500 µl Buffer RPE sur la colonne, centrifuger 2 minutes à 8000 g. Jeter le 
filtrat 

- Changer le tube de collection, centrifuger à vitesse maximale pendant 5 minutes. 
Jeter le tube de collection. 

- Transférer la colonne sur un tube d’élution propre  
- Ajouter 25 µl d’eau Rnase-free sur la colonne 
- Centrifuger à vitesse maximale pendant 1 minute. 
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Annexe 4 : Protocole Marquage et Hybridation et marquage des miARNs 
plasmatiques sur puces LNA™. 

Pour 3 µg d’ARN total dans un volume final de 10 µL. 

-Préparation du Master Mix : 

3,1 µl d’eau RNase free; 3,2 µl de tampon 10X; 10 µl de PEG à 50% ; 2 µl de RNA-
linker-Cy3-dye à 100 µ M (fluorochrome vert); 0.5 µ L de RNase inhibiteur à 40 
U/µl; 0.2 µl d’ATP à 0.2 M; 3 µl de T4 ARN ligase à 5U/µl (Ambion®). 

-Ajouter les 10 µ l d’ARN à 20 µ l de Master Mix. Vortexer doucement et centrifugation 
rapide. 

-Incuber à 4°C sur la nuit 

-Dénaturer les ARNs marqués 5 minutes à 95°C 

-Ajouter 70 µl de Mix Précipitation : 

62 µl d’eau Rnase free; 10.3 µ l de sodium acétate (3M, pH 5.5); 1 µ l d’acrylamide 
linéaire à 5 µg/µl. 

-Ajouter 400 µl d’éthanol 100% et incuber au moins 1 heure à -80°C 

-Centrifuger à vitesse maximale (> 12000 rpm) pendant 30 minutes à 4°C 

-Enlever le surnageant et ajouter 1 ml d’éthanol à 75%, vortexer et centrifuger 5 minutes 
(12000 rpm) à température ambiante. 

-Enlever le surnageant et sécher le culot rapidement à 37°C 

-Ajouter 150 µl d’eau et 300 µl de tampon d’hybridation (1.5X final) 

Tampon d’hybridation 2X : 10x SCC, 0.2% SDS, 50% formamide, 200 µ g/ml 
d’ADN de sperme de saumon. 

-Dénaturer pendant 7 minutes à 95°C 

-Centrifuger à vitesse maximale (> 12000 rpm) pendant 5 minutes à température ambiante 

-Mettre les 450 µl d’ARN marqués dans une chambre d’hybridation contenant les lames à 
miARNs et hybrider sur la nuit à 54°C (Couvrir avec une lamelle). 

-A la fin de l’hybridation, sortir les lames de la chambre d’hybridation et séparer lame et 
lamelle. 

-Laver dans la solution de lavage 1 (2X SSC, 0.1% SDS) pendant 10 minutes à température 
ambiante puis laver dans la solution de lavage 2 (0.2X SSC) pendant 10 minutes à 
température ambiante puis laver dans la solution de lavage 3 (0.1X SSC) pendant 10 
minutes à température ambiante 

-Rincer très rapidement dans de l’eau double distillée et enlever l’eau restante en 
centrifugeant les lames 1 minute à 1500 rpm. Scanner les lames (Axon 4000B) 
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Annexe 5 : Tableau des données cliniques cohorte d’apprentissage 
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Annexe 6 : Tableau des données cliniques cohorte de validation 
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Annexe 7 : Tableau récapitulatif des expressions relatives des miRs cellulaires par 
rapport à RNU6 sur l’automate BioMark™ Fluidigm 
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RESUME : Le mélanome métastatique est une pathologie de mauvais pronostic. A ce jour, aucun 
biomarqueur prédictif de son évolution n’existe, la classification anatomopathologique 
conventionnelle reste pour le moment le meilleur facteur pronostic. Les microARNs (miARN), 
petits ARNs non codants, régulent l’expression génique, sont fortement impliqués dans 
l’oncogénèse et la progression tumorale et sont souvent dérégulés dans les tumeurs, dont le 
mélanome. Leurs formes circulantes sont depuis peu étudiées comme potentiel biomarqueur 
diagnostique et pronostique de nombreux cancers.  
Nous avons identifié, à l’aide de biopuces, des miARNs plasmatiques dérégulés chez des patients 
atteints de mélanome métastatique. Nous avons dosé ensuite ces miARNs par RT-qPCR sur une 
cohorte d’apprentissage et de validation. Nous avons également étudié l'expression des miARNs 
d’intérêt au niveau tissulaire et cellulaire. Cette étude, sur 74 patients, a mis en évidence 8 miARNs 
plasmatiques discriminant de façon significative les malades et les sujets sains. Nous avons de plus 
identifié un profil de deux miARNs permettant de discriminer les deux populations avec 
d'excellentes performances. Quatre miARNs sont apparus associés à la survie. La majorité des 
miARNs plasmatiques dérégulés ne parait pas avoir une origine tumorale et serait probablement lié 
au microenvironnement. L'ensemble de nos résultats montre que la détection du profil des deux 
miARNs dans le plasma pourrait devenir un biomarqueur diagnostique non invasif, sensible, 
reproductible et prédictif dans le mélanome métastatique, et pourrait être utilisé à terme pour 
permettre l'identification précoce de patients à haut risque de récurrence.  

 

SUMMARY: Metastatic melanoma is a disease of very poor prognosis. To date, no predictive 
biomarker evolution exist, conventional histological classification is currently the best prognostic 
factor. MicroRNAs (miRNAs), small non-coding RNAs, regulate gene expression, are strongly 
implicated in oncogenesis and tumor progression and are often deregulated in tumors, including 
melanoma. Their circulating forms have recently been studied as a potential diagnostic and 
prognostic biomarker of many cancers. 
We studied, by microarray, plasma miRNAs deregulated in patients with metastatic melanoma. 
Then, we assayed these miRNAs by RT-qPCR in a training and validation cohort. We also 
investigated the expression of miRNAs of interest in tumoral tissue and cell lines. 
This study of 74 patients showed eight miRNAs plasma significantly discriminating patients and 
healthy subjects. We have also identified a profile of two miRNAs to discriminate between the two 
populations with excellent performance. Four appeared miRNAs associated with survival. The 
majority of plasma miRNAs deregulated does not seem to have a tumor origin and is probably 
related to the microenvironment. All of our results show that the detection of the profile of the two 
miRNAs in the plasma may become a sensitive and reproducible non-invasive diagnostic biomarker 
in metastatic melanoma and could be used eventually to allow early identification of patients high 
risk of recurrence. 
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