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- Résumeé -

L'’ADN tumoral circulant (ADNtumc) est apparu depuis plusieurs années comme un
biomarqueur prometteur susceptible d’apporter des informations permettant I'optimisation de
la prise en charge du patient en oncologie. L'objectif de cette thése était double et s’articule
autour de deux axes : i) évaluer différentes conditions préanalytiques et analytiques (digitale
PCR (dPCR) principalement) pour la détection de ce biomarqueur ii) évaluer I'intérét clinique
potentiel de ce biomarqueur en oncologie digestive. La premiéere partie rapporte 3 travaux (3
articles originaux dont une collaboration nationale (équipe parisienne dirigée par J. Tost)).
Dans le travail n°1, nous avons montré la faisabilit¢é de détecter TADNtumc par dPCR
directement a partir du plasma de 43 prélevements de patients avec cancer colorectal
métastatique (CCRm). Il n’y avait pas de différence significative pour le taux de détection des
mutations KRAS circulantes entre les groupes avec et sans extraction d’ADN (93 % (40/43)
versus 88 % (38/43), respectivement). Dans le travail n°2, nous avons mis au point une
méthode basée sur l'apport d’héparinase pour la détection d’ADNtumc & partir de 194
prélevements héparinés de patients suivis en oncologie. Ce traitement des échantillons par
'héparinase permettait 'analyse de '’ADNtumc pour 117/194 (60 %) patients avec inhibition
préalable de la dPCR par I'héparine. Enfin, dans le travail n°3, nous avons comparé
plusieurs plate-formes de détection d’ADNtumc et montré que la dPCR affichait des résultats
de détection comparables sur le plan qualitatif et quantitatif avec une plateforme
ultrasensible d’Enhanced-ice-COLD-PCR (E-ice-COLD-PCR) pour les échantillons avec
une fréquence allélique d’ADNtumc 20,4 %. La deuxiéme partie rapporte 3 travaux (3 articles
originaux) sur l'intérét clinique de la détection d’ADNtumc par dPCR en oncologie digestive.
Nous avons ainsi montré que ce biomarqueur conférait un intérét diagnostique (travail n°4),
pronostique (travail n°4 a 6) et prédictif de la réponse aux traitements (travail n°6) chez les

patients avec adénocarcinome pancréatique (AP) (travail n°4) et CCRm (travail n°5 a 6).
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- Abstract -

For several years, circulating tumor DNA (ctDNA) has emerged as a promising
biomarker providing relevant information to optimize patient care in oncology. The aim of this
thesis was both: (i) to evaluate different preanalytical and analytical conditions (digital PCR
(dPCR) mainly) for the detection of this biomarker; (ii) to evaluate the potential clinical
interest of this biomarker in digestive oncology. The first part reports 3 works (3 original
articles including a national collaboration (Parisian team led by J. Tost)). In work no. 1, we
have shown the feasibility of ctDNA detection by dPCR directly from the plasma of 43
samples from patients with metastatic colorectal cancer (mMCRC). There was no significant
difference in the detection rate of circulating KRAS mutations between groups with and
without DNA extraction (93% (40/43) versus 88% (38/43), respectively). In work no. 2, we
developed a method based on the heparinase addition for the ctDNA detection from 194
heparinized samples of patients followed in oncology. This treatment of samples by
heparinase allowed the ctDNA analysis of 117/194 (60%) patients with prior inhibition of
dPCR by heparin. Finally, in work no. 3, we compared several ctDNA detection platforms and
showed that dPCR displayed qualitatively and quantitatively comparable detection results
with an ultrasensitive platform of E-ice-COLD-PCR for the samples with ctDNA allelic fraction
20.4%. The second part reports 3 works (3 original articles) on the clinical interest of the
ctDNA detection by dPCR in digestive oncology. We have thus shown that this biomarker
had a diagnostic (work no. 4), prognostic (works no. 4 to 6) and predictive response to
treatments (work no. 6) interest in patients with pancreatic adenocarcinoma (work no. 4) and

MCRC (works no. 5 to 6).
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Problematique

Depuis la description initiale d’acides nucléiques dans la circulation sanguine il
y a presque 70 ans, plus de 16 000 articles ont été consacrés a ce sujet. Une
meilleure compréhension de la physiopathologie de ce biomarqueur et
'avénenement des progres technologiques nécessaires a sa détection ont suscité un
regain d’intérét particulier pour cette thématique au cours des 15 dernieres années.
Le rationnel a l'utilisation de ce biomarqueur est en effet considérable puisque cette
« biopsie liquide » permet d’étudier une large gamme d’altérations génétiques de
facon non invasive. Les domaines d’application sont tres larges et peuvent aller du
diagnostic prénatal jusqu’a I'oncologie. Dans I'exemple particulier du cancer, cette
biopsie liquide offre 'avantage sur son pendant tissulaire de pouvoir étre répétée
dans le temps et de réprésenter 'ensemble de I'hétérogénéité spatiale néoplasique.
L’ADNtumc se positionne comme un candidat idéal qui pourrait étre utilisé a chaque
étape du parcours de soins en oncologie comme par exemple le dépistage,
l'utilisation a visée diagnostique ou pronostique, la détection de mutation de
résistance au traitement. Si plusieurs études ont montré la faisabilité de détecter
’ADNtumc pour illustrer ces différents concepts, de nombreux défis restent encore a
relever pour pouvoir l'utiliser en pratique quotidienne. Parmi ces défis, il s’agira en
premier lieu de résoudre les questions relatives aux problématiques préanalytiques
et analytiques associées a la détection de ce biomarqueur. Il sera également
nécessaire de réaliser des études interventionnelles montrant la pertinence de ce
biomarqueur comme outil décisionnel dans la prise en charge oncologique des
patients. Ce travail de these s’inscrit donc au sein de cette dynamique et intense

recherche internationale centrée autour de I'analyse d’ADNtumc.
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Introduction

Acides nucléiques circulants
A. Historique

La premiere description de la présence d’ADN dans la circulation sanguine
remonte a 1948 avec la publication de Mandel et Metais (Mandel & Metais, 1948).
Cette publication intervient seulement 4 ans aprés la démonstration que cette
molécule constitue le support de l'information génétique (Avery et al, 1944). Durant
les 20 années suivantes, plusieurs equipes dont celle réputée de Maurice Stroun et
Philippe Anker, vont rapporter plusieurs travaux sur les greffes inter espéce (ex:
Capsicum baccatum et Capsicum annuum ou Solanum nigrum et Solanum
melongena) dans le domaine de la botanique (Liu, 2006). lls vont mettre en évidence
une transmission non mendélienne de certaines caractéristiques entre le greffon et le
porte-greffe et établir le postulat que I’ADN circulant (ADNc) pourrait étre le vecteur
de cette transmission, sans pour autant que les moyens technologiques de I'époque
ne puissent le confirmer. Il faudra donc attendre les années 1970 pour que cette voie
de recherche soit reprise et que la présence d’acides nucléiques circulants puisse
étre mise en évidence dans diverses situations physiologiques (sujet sain (Kamm &
Smith, 1972; Steinman, 1975), grossesse (Kamm & Smith, 1975)) ou pathologiques
(lupus (Tan et al, 1966; Davis & Davis, 1973; Koffler et al, 1973; Raptis & Menard,
1980), polyarthrite rhumatoide (Leon et al, 1977a), embolie pulmonaire (Barada et al,
1980)). La transposition a I'oncologie fut quant a elle initiée par Leon et al. en 1977
(Leon et al, 1977b). En effet, cet article fut le premier a mettre en évidence que la
guantité d’acides nucléiques circulants des patients avec cancer était plus élevée

gue chez les sujets contrbles et que la concentration était proportionnellement
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corrélée avec le stade néoplasique. Par ailleurs, les auteurs montraient que la
concentration évoluait sous traitement (radiothérapie dans cette étude) et pouvait
constituer un outil utile pour le suivi de la maladie. Jusqu’a la fin des années 1980,
d’autres études seront également publiées dans ce domaine mais sans possibilité de
caractérisation plus précise au niveau moléculaire (Stroun et al, 1987, 1989; Maebo,
1990). A partir des années 1990, I'avénement des progrés technologiques et
l'identification d’altérations génétiques spécifiques vont contribuer a I'ensemble des
applications cliniques utilisées aujourd’hui (détection d’ADNtumc (Tada et al, 1993;
Vasioukhin et al, 1994; Chen et al, 1996; Nawroz et al, 1996), d’ADN fcetal circulant
(ADNfc) chez la mere (Lo et al, 1997), ADN de donneur circulant chez le sujet
transplanté (Lo et al, 1998h)).
B. Physiopathologie
1. Origine de I’ADN circulant

Dans lI'exemple du cancer, 'ADNtumc issu des cellules néoplasiques ne
représente qu’une fraction variable et souvent minoritaire de I'ensemble des
fragments d’ADNCc (aussi appelé ADN total circulant (ADNtotc)) (Crowley et al, 2013).
En effet, l'autre fraction provient des cellules dites « saines» qui peuvent
correspondre aux cellules hématopoiétiques, aux cellules de I'environnement
péritumoral ou aux cellules en provenance de tissu sain non péritumoral (Figure 1).

Concernant la fraction non tumorale d’ADNc, Lui et al. suggéraient une
libération principalement par les cellules sanguines (Lui et al, 2002, 2003). Les
auteurs utilisaient en effet un modeéle ingénieux de sujets avec transplantation de
moelle osseuse par un donneur du sexe opposeé (14 sujets masculins receveurs avec
donneur féminin et 8 sujets féminins receveurs avec donneur masculin) (Lui et al,

2002). lIs incluaient également 14 témoins sans transplantation. Le géne SRY
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(associé au chromosome Y) était utilisé pour quantifier et discriminer ’'ADN d’origine
masculine et le gene de la R—globin pour quantifier 'ADNtotc. La proportion d’ADNc
associé au chromosome Y (cible = géne SRY) était plus importante pour les sujets
receveurs de sexe féminin (médiane = 59,5 %) que pour les sujets receveurs de
sexe masculin (médiane = 6,9 %) suggérant une origine principalement
hématopoiétique de I'ADNc. La quantité d’ADNtotc ne différait pas entre les sujets

transplantés et les témoins.
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Figure 1. Origine de I’ADN dans la circulation sanguine (d’apres Crowley et al.
(Crowley et al, 2013)).

2. Mécanismes de libération de I'ADN circulant
a) Libération directe

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le relargage direct
(c'est-a-dire extracellulaire) de 'ADN dans la circulation sanguine avec dans l'ordre

croissant de contribution : la sécrétion cellulaire < la nécrose cellulaire < I'apoptose



Page |8

cellulaire (Giacona et al, 1998; Stroun et al, 2001a, 2001b; Jahr et al, 2001; Chan et
al, 2004; Thierry et al, 2010; Lo et al, 2010; Mouliere et al, 2011; Heitzer et al, 2013;
Diaz & Bardelli, 2014; Mouliere et al, 2014) (Figure 2). La phagocytose des cellules
nécrotigues ou apoptotiques par les macrophages puis la libération subséquente
d’ADN dans le compartiment extracellulaire a également été décrite comme un

mécanisme de libération d’ADNc (Choi et al, 2005; Diehl et al, 2005).
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Figure 2. Mécanismes de libération cellulaire de 'ADN dans la circulation sanguine
(d'aprés Diaz et al. (Diaz & Bardelli, 2014)).

Ces différents mécanismes ont été reconnus a partir de I'étude de la taille des
fragments d’ADN libérés dans la circulation sanguine. En effet, durant I'apoptose,

'ADN est spécifiquement digéré par des enzymes (Caspase Activated DNase) en
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fragments de longueur caractéristique (multiples de 180 paires de bases). Durant la
nécrose cellulaire, le processus de dégradation de 'ADN est plus aléatoire avec des
fragments de taille trés variable pouvant aller jusqu’a plusieurs dizaine de milliers de
paires de bases. Giacoma et al. ont été parmi les premiers a la fin des années 1990,
a suggérer ces mécanismes en étudiant le profil de taille des fragments d’ADN
plasmatiques dans une série pilote de 6 sujets (3 témoins et 3 patients avec cancer
du pancréas) (Giacona et al, 1998). Chez les témoins, la taille des fragments
correspondait majoritairement a des multiples de 180 pb alors qu’elle apparaissait
beaucoup plus aléatoire chez les patients avec cancer. Trois ans plus tard, Jahr et al.
ont montré que I'apoptose constituait le mécanisme majoritaire de libération d’ADNc
(Jahr et al, 2001). Les auteurs étudiaient la taille de 'ADNc par électrophorese sur
gel de polyacrylamide dans une série hétérogéne de 30 patients avec différents
stades et types de cancer. La majorité des fragments d’ADN plasmatiques avait une
taille courte (multiples de 180 pb) alors que la libération de fragments de plus grande
taille (>10 000 pb) était possible mais minoritaire. Plus tard, Heitzer et al. ont
confirmé ces données et montré par ailleurs gqu’il pouvait exister un intérét clinique a
préciser le profil de taille des fragments d’ADNc apoptotiques. En effet, la détection
de fragments d’ADNc plus long (di ou trinucléosomiques) était retrouvée de facgon
minoritaire mais semblait associée a un plus mauvais pronostic ainsi qu’une

concentration d’ADNtotc et d’ADNtumc plus importante (Heitzer et al, 2013).

b) Libération indirecte sous forme d’exosome

Les exosomes constituent un autre mécanisme de libération d'acides
nucléiques dans la circulation sanguine (Figure 2). Il s’agit d’'une entité décrite
initialement en 1983 et qui correspond a des microveésicules extracellulaires de 40 a

150 nm de diametre, libérées des cellules par exocytose (Harding et al, 1983; Pan &
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Johnstone, 1983). Ces vésicules au contenu hétérogene sont constituées de

protéines et différents types d'acides nucléiques (ADN, ARNm, microARN). Le

nombre d’exosome dans la circulation sanguine augmente en conditions

pathologiques puisque leur nombre a été estimé autour de 2000 et 4000 trillions pour
les individus sans et avec cancer, respectivement (Melo et al, 2014, 2015). En
oncologie, les exosomes pourraient intervenir dans la carcinogenése au niveau de
différentes voies représentées sur la Figure 3. L'analyse du contenu en ADN des
exosomes fait intervenir des méthodes d’extraction distinctes (étape d’
ultracentrifugation par exemple) des méthodes habituellement utilisées pour

I'extraction de I’ADN libre circulant (Li et al, 2017).
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Figure 3. Roles des exosomes dans la carcinogenése (d’apres Zhou et al. (Zhou et
al, 2017)).
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3. Caractéristiques structurales de '’ADN circulant
a) Structure nucléosomique

Paralléelement au fait que l'apoptose a été proposée comme mécanisme
majoritaire de libération de I'ADNc, plusieurs travaux (notamment sur la maladie
lupique) ont suggéré que I’ADNc pourrait ne pas circuler de fagon libre mais associé
au groupement originel de protéine (histone) sous forme de nucléosome circulant
(Rumore & Steinman, 1990; Amoura et al, 1997). Le nucléosome est I'unité de base
de la chromatine et est constitué d’'un cceur protéique composé par un octamere
d’histone autour duquel s’enroule une spire d’ADN double brin d’'une longueur de 146
paires de base (Luger, 2003). Les travaux menés en oncologie sur les nucléosomes
circulants ont principalement été menés par I'équipe allemande de Stefan
Holdenrieder (Holdenrieder et al, 2001, 2004, 2008). Ce dernier suggérant que les
nucléosomes circulants constituent la source majoritaire d’ADNc. Il a ainsi montré
que la mesure de la concentration des nucléosomes par la méthode ELISA était
étroitement corrélée avec la concentration d’ADNc mesurée par une méthode
classique de PCR quantitative (Holdenrieder et al, 2005). Récemment, Snyder et al.
ont utilisé cette information pour retracer I'origine tissulaire de 'ADNc en se basant
sur le différentiel de positionnement nucléosomique entre les cellules de différents
types tissulaires (Snyder et al, 2016). En effet, 'organisation et la position des
nucléosomes est un des mécanismes de régulation épigénétique modulant I'accés
au complexe transcriptionnel. Plusieurs travaux ont montré que le positionnement
des nucléosomes variait en fonction de différentes conditions tissulaires
physiologiques ou pathologiques (Schones et al, 2008; Hu et al, 2011; Valouev et al,
2011; Gaffney et al, 2012). En s’appuyant sur ces différents travaux, Snyder et al. ont

montré que la séquence des fragments d’ADNc est un témoin indirect de I'empreinte
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nucléosomique et qu’elle peut secondairement informer sur l'origine tissulaire de la
fraction d’ADNc majoritaire (Figure 4 ). Cette étude confirme que la source majoritaire
d’ADNc chez les sujets sains était d’origine hématopoiétique et les auteurs ont pu

retrouver 'origine du primitif chez 5 patients avec cancer au stade métastatique.

A Myeloid &
\ lymphoid cells

Figure 4 . Caractérisation de 'ADNc selon I'occupation nucléosomique et des
complexes transcriptionnels (d’aprés Snyder et al.(Snyder et al, 2016)).

b) Différentiel de taille selon I'origine néoplasique
ou non néoplasique

Peu d’équipes se sont intéressées au profil différentiel de taille entre les
fragments d’ADNc issu des cellules tumorales et ceux en provenance des cellules
non tumorales. En effet, les résultats des principaux travaux décrits ci avant,
concernent la fraction majoritaire d’ADNc sans préjuger de l'origine cellulaire des
différentes fractions d’ADNc retrouvées. L'équipe de Vogelstein et al. avait déja
montré en 2005 que la fraction d’ADNtumc variait de facon inversement
proportionnelle avec la taille des amplicons utilisés pour la détection d’ADNtumc

(Diehl et al, 2005). Autrement dit, il y avait un enrichissement tumoral dans les
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fragments d’ADN court (100 pb) suggérant une fragmentation plus importante de
'ADN en provenance des cellules tumorales. Cette augmentation de fragmentation
de I'ADNc chez les patients avec cancer se traduit par un indice d'intégrité
correspondant au rapport amplicon long/amplicon court pour une méme région
d’intérét (plus le ratio est faible, plus la fragmentation est importante). Différentes
équipes ont utilisé cet indice en oncologie en tant qu’outil diagnostique, pronostique
(Umetani et al, 2006a; Ellinger et al, 2008) ou prédictif de réponse au traitement
(Deligezer et al, 2008). Le manque de reproductibilité dans les résultats provient de
plusieurs facteurs comme I'hétérogénéité des méthodes utilisés (cible de détection,
taille des amplicons, absence de seuil validé), le type ou le stade du cancer et n'a
pas permis jusqu’ici de positionner cet indice d’intégrité dans la prise en charge
clinique des patients. L’équipe montpelliéraine de Thierry et al. a également travaillé
sur la structure de '’'ADNc. Elle a développé et approfondi ces concepts notamment
sur le profil différentiel de taille entre TADNc d’origine tumorale (ADNtumc) et non
tumorale (Thierry et al, 2010; Mouliere et al, 2011; Mouliere & Rosenfeld, 2015). Ces
chercheurs ont proposé un modele ingénieux de modele murin xenogreffé avec une
lignée cellulaire humaine de cancer colorectal (CCR). En effet, il existe une
différence de séquence pour 'ADN d'origine murine et humaine. C’est cette
différence qui a été mise a contribution pour le design de couple d’amorces
spécifigues permettant secondairement de discriminer I'ADN d’origine tumorale
(humaine) versus non tumorale (murine). Les résultats de ces recherches montrent
en premier lieu que la concentration d’ADNtumc varie proportionnellement avec la
taille tumorale. La deuxieme constatation est un niveau de fragmentation supérieur
pour les fragments d’ADN d’origine tumorale versus non tumorale. Enfin, cette

équipe a montré que la taille optimale d’amplicon nécessaire a la détection de



Page |14

’ADNtumc était comprise entre 60 et 100 pb et non = 100 pb comme cela avait
auparavant été suggéré. D’autres équipes ont confirmé la valeur ajoutée de cette
réduction de taille d’'amplicon pour augmenter le taux de détection d’ADN tumoral ou

foetal circulant (Sikora et al, 2010; Andersen et al, 2015).

4. Clairance de I’'ADN circulant

Il existe peu de données sur cet aspect et les facteurs intervenant dans la
clairance de 'ADNCc restent peu compris (Lo et al, 1999, 2000a; To et al, 2003; Yu et
al, 2013). Plusieurs mécanismes ont été décrits comme la dégradation par les
nucléases plasmatiques (Tamkovich et al, 2006; Cherepanova et al, 2008) et/ou
I'épuration par différents organes comme le foie (Minchin et al, 2001) ou le rein
(Chan et al, 2008; Yu et al, 2013). L’excrétion urinaire est le mécanisme qui a éte le
plus étudié mais la participation de cet organe dans la clairance semble minoritaire et
inférieure a 20 % (Chan et al, 2008; Yu et al, 2013). Les études ayant évalué la
clairance de 'ADNc apres exérese d’'une tumeur localisée (ADNtumc) ou extraction
de fcetus (ADNfc) montre que celle-ci est rapide avec une demi-vie plasmatique

comprise entre 16 min et deux heures (Lo et al, 1999; To et al, 2003; Yu et al, 2013).

5. Fonctionnalité de ’'ADN circulant

De nombreux travaux ont montré que I'ADN extracellulaire n’était pas
simplement le témoin d’'une libération passive ou active mais pouvait également avoir
un role de messager dans la communication intercellulaire ou modifier I'expression
ou le phénotype d'une cellule cible. Anker et al. ont ainsi montré la capacité in vitro
de lymphocyte B naif d’exposition a produire des anticorps contre le virus de I'herpes
apres avoir été exposé a I'ADN de lymphocytes T précédemment exposé (Anker et
al, 1980). Une production similaire d’anticorps anti-herpétique était observée in vivo

avec un modele murin dans lequel 'ADN de lymphocyte T précédemment exposé
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avait été injecté (Anker et al, 1984). De la méme facon, 'ADN extrait de lignées
cellulaires tumorales (SW 480) porteuses de la mutation KRAS a I'état homozygote
est capable d'induire la transformation néoplasique de lignées cellulaires
d’embryoblaste murin (NIH3T3) par simple adjonction au milieu de culture (Anker et
al, 1994). Sur la base de ces travaux, une hypothese selon laquelle 'ADNc pourrait
étre impliqué dans la survenue de métastases a été avancée a la fin des années
1990. L’équipe espagnole a I'origine de ce concept de « génométastases » a montré
la capacité d’'induire une transformation néoplasique de la lignée cellulaire NIH3T3 a
partir du plasma de modéles murins avec xénogreffe tumorale (Garcia-Olmo et al,
1999, 2000). Par la suite, la méme équipe a observé des résultats similaires a partir
du plasma de patients avec CCR soit concomitamment au diagnostic (avant
résection de la tumeur primitive) (Garcia-Olmo et al, 2010) soit a distance (apres
résection) chez des patients considérés en rémission mais dont I'évolution allait étre
marquée par une récidive chez ceux dont le plasma était capable d'induire une

transformation néoplasique des lignées cellulaires (Garcia-Olmo et al, 2012).

C.Champs d’application clinique
1. Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal (DPN) est I'ensemble des pratiques médicales ayant
pour but de détecter in utero chez l'embryon ou le feetus une affection grave
(anomalie génétique ou malformation congénitale, par exemple) afin de donner aux
futurs parents le choix d'interrompre ou non la grossesse et de permettre une
meilleure prise en charge médicale de la pathologie si la grossesse est poursuivie.
Concernant les maladies génétiques, le DPN est & envisager dans deux situations: i)
une situation prévisible avant le début de la grossesse dans une population dite « a

haut risque » (couple a risque d’anomalies chromosomiques (antécédents familiaux
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ou personnels), couple a risque pour une maladie génétique monofactorielle ou
multifactorielle). Dans ce cas, le diagnostic du cas index doit étre parfaitement
identifié ii) une situation imprévisible avant le début de la grossesse. Durant celle-ci,
apparaissent des signes biologiques (élévation des marqueurs sériques comme par
exemple la sous unité B de human chorionic gonadotropin (BhCG) et Il'alpha-
foetoprotéine) ou échographiques d’'appel évoquant la possibilité d'une maladie
génétique responsable d'un handicap grave chez le fcetus. Dans ces circonstances,
le DPN nécessite I'obtention de matériel génétique des cellules en provenance du
foetus. La procédure de référence consiste a obtenir ce matériel génétiqgue de fagon
invasive (procédure de référence) par la réalisation d’'un prélevement de trophoblaste
(ou de \villosités choriales), d'un prélevement de liquide amniotique (ou
amniocentése) ou d'un prélevement de sang foetal ou cordocentése. L'alternative
consiste en une option non invasive par la détection d’ADN fcetal dans le sang
maternel. Depuis la fin des années 1990, de nombreux travaux ont été publiés sur la
faisabilité de détecter 'ADNfc. Le rationnel provient du fait qu'une partie des cellules
placentaires entrent en apoptose durant la grossesse et libérent régulierement de
I’ADN foetal dans la circulation sanguine maternelle (Figure 5) (Bischoff et al, 2005;
Tjoa et al, 2006; Alberry et al, 2007; Bodurtha & Strauss, 2012).

a) Premieres applications : détermination du sexe
foetal

La premiére application du DPN non invasif fut la détermination du sexe fcetal
a partir d'un échantillon de sang maternel. Cette détermination repose sur la
détection de genes d’intérét associés au chromosome Y (comme par exemple le
gene SRY (Lo et al, 1998a) ou le géne TSPY (Zimmermann et al, 2006)). La

connaissance du sexe foetal est importante pour les maladies génétiques liées au
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chromosome X (comme par exemple la Dystrophie musculaire de Duchenne, le
Syndrome d’Alport, I'Adrénoleucodystrophie, I'Hémophilie majeure ou le retard
mental lié a I'’X comme le syndrome de I'X fragile) puisque les conséquences
phénotypiques toucheront principalement les sujets de sexe masculin alors que les

sujets de sexe féminin ne seront pas affectés (Finning & Chitty, 2008).
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Figure 5. Diagnostic prénatal non invasif par l'utilisation des acides nucléiques
circulants libérés par les cellules trophoblastiques apoptotiques (D’aprés Bodurtha et
al. (Bodurtha & Strauss, 2012)).
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Le premier travail sur la détermination du sexe fcetal a partir d'un préléevement
sanguin maternel date de 1997 avec la publication de Lo et al. (Lo et al, 1997). Dans
cette étude pilote, 43 femmes enceintes étaient incluses (30 feetus de sexe masculin,
13 de sexe féminin) ainsi que 10 témoins. Une méthode de PCR conventionnelle
était utilisée pour lidentification du gene d’intérét sur le chromosome Y suivie d’'une
migration électrophorétique sur gel d’agarose et révélation au bromure d’éthidium. La
sensibilité était de 80 % (24/30) et la spécificité de 100 % (0/13 et 0/10) pour le
diagnostic de sexe fcetal masculin. Récemment, une méta-analyse portant sur 57
études et 6541 fcetus a été publiée. Celle-ci rapporte une excellente performance
diagnostique globale lorsque le diagnostic de sexe fcetal est réalisé a partir de 7
semaines d’ameénorrhée (sensibilité de 95,4 % et spécificité de 98,1 %) (Devaney et

al, 2011).

b) Aneuploidie foetale

La détection d’aneuploidie dont la trisomie 21 est le principal représentant,
représente un défi technique supplémentaire en comparaison de la détermination du
du sexe feetal. Il s’agit d’identifier ici une cible (ou plutét un ratio de cible
(chromosome d'intérét/autre chromosome)) qui est commun au fcetus et a la mére a
la différence de l'application précédente ou la détection s’applique a une cible
absente du patrimoine génétique maternel. Dans le cadre de la trisomie 21, un arrété
a fixé en 2009 les regles de bonne pratique du dépistage en précisant que celui-Ci
devait étre systématiquement proposé a la femme enceinte lors de la consultation
médicale. Ce dépistage réalisé entre 11 et 13 semaines d’aménorrhée combine le
dosage de deux marqueurs protéiques sérigues associé aux mesures
échographiques de la clarté nucale et de la longueur cranio-caudale. Lorsque le

risque déterminé par ce dépistage est supérieur ou égal a 1/250, il est proposé un
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geste invasif pour ['établissement du caryotype foetal. Selon l'agence de
biomédecine, cette modalité de dépistage révéle chaque année 4 % de patientes a
risque avec une valeur prédictive positive de ce test de 5 %. Cela représente en
moyenne chaque année une détection de 1000 anomalies chromosomiques pour un
total de 20 000 gestes invasifs réalisés. Depuis 2007, plusieurs études ont montré la
faisabilité de porter le diagnostic de trisomie 21 a partir d’ADN foetal plasmatique (Lo
et al, 2007; Fan et al, 2008). De nombreuses techniques ont été décrites dans la
littérature mais la méthode la plus utilisée actuellement est le séquencage a haut
débit ou next-generation sequencing (NGS). Les travaux rapportés ces dernieres
années avec cette technologie affichent des résultats trés prometteurs avec une
sensibilité et une spécificité supérieure ou égale a 98% (Chiu et al, 2011; Porreco et
al, 2014). L'utilisation de ces tests a grande échelle a néanmoins soulevé plusieurs
limites comme le risque de faux-positifs (anomalies cytogénétiques maternelles
tumorales, anomalies chromosomiques restreintes au placenta, anomalies
chromosomiques portés par des jumeaux évanescents), ou la perte d’'information
induite par la seule recherche des aneuploidies les plus fréquentes (trisomies 21, 13
et 18) occultant les autres anomalies chromosomiques mises en évidence sur le
caryotype obtenu apres réalisation d’'un prélévement invasif. Par ailleurs, si les
résultats décrits ci avant ont été obtenus a partir de cohorte de patientes dites a haut
risque (dépistage combiné = 1/250), plusieurs travaux récents montrent que ce
dépistage sanguin réalisé chez I'ensemble des femmes enceintes affiche également
des résultats prometteurs (Nicolaides et al, 2012; Song et al, 2013; Gil et al, 2013;
Bianchi et al, 2014). Le rationnel sous jacent est une sensibilité du test de dépistage
combiné (marqueurs sériques + échographie) voisine de 85 %, autrement dit le

risque de méconnaitre une aneuploidie fcetale correspond a 15 % en cas de test



Page |20

combiné négatif. A titre d’exemple, Bianchi et al. ont ainsi réalisé une étude dont
I'objectif principal était la comparaison du taux de faux positifs pour le diagnostic de
trisomie 21 et trisomie 18 entre le dépistage standard (marqueurs sériques +/-
echographie obstétricale) et le dépistage par ADNc (Bianchi et al, 2014). Il s’agissait
d’'une étude multicentrique incluant 1914 femmes enceintes en population générale
dans 21 centres a travers les Etats-Unis. Le dépistage par ADNc entrainait un taux
de faux positif significativement plus faible que le dépistage classique (0,3 % versus
3,6 % pour la trisomie 21, p<0,001 et 0,2 % versus 0,6 % pour la trisomie 18,
p=0,03). Les valeurs prédictives positives (VPP) du test expérimental versus le test
de référence étaient de 45,5 % et 4,2 % pour la trisomie 21 et 40 % et 8,3 % pour la
trisomie 18, respectivement. Le test expérimental diagnostiquait tous les cas de

trisomie 21 (n=5) et trisomie 18 (n=2).

c) Maladies monogéniques

Dans la situation des maladies génétiques a transmission autosomique
dominante, la détection de l'alléle muté transmis par le pére rejoint la problématique
de la détermination du sexe foetal. Au début des années 2000, plusieurs travaux ont
ainsi rapporté la possibilité de réaliser un DPN de maladies monogéniques a
transmission autosomique dominante telles que la dystrophie myotonique de Steinert

(Amicucci et al, 2000), la maladie de Huntington (Gonzalez-Gonzalez et al, 2003) ou

g)/

'achondroplasie (Saito et al, 2000). Dans la situation des maladies génétiques

Q_)/

transmission autosomique dominante transmises par la mére ou les maladies
transmission autosomique récessive, la détection de l'altération génétigue comporte
un pallier supplémentaire de complexité puisque le faetus et la mére partagent la
méme mutation. Lorsque la mére est porteuse de la mutation a I'état hétérozygote et

gue le feetus est porteur de l'alléle muté ou « sauvage » a I'état homozygote, il va
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exister une sur ou sous-représentation respectivement de l'allele muté dans la
circulation sanguine maternelle. L’'amélioration des méthodes analytiques utilisées
pour la détection d’ADNfc (description dans la partie « considérations analytiques »)
permet de mettre en évidence cette sur ou sous-représentation (le principe est

illustré en Figure 6).

Maternal genotype

+
Fetal genotype or [‘? or

I 4

Relative mutation

oo A>a A=a A<a
:}:t:t;n:el ge:nit::pe a{L:?I]D‘V:c:n Calculation formula Diagnosis
Aa AA 45 90x1/2=45 Normal
Aa Aa 50 (90 x 1/2) + (10 x1/2) =50 Carrier
Aa aa 55 (90 % 1/2) +(10x 1) =55 Patient

Calculation based on an assumption that 10% of cfDNA in maternal blood is
from fetus, 90% from mother.

Figure 6 . Diagnostic prénatal non invasif de maladies monogénigues a transmission
autosomique récessive par dosage relatif de la fraction mutationnelle (D’aprés Liu et
al. (Liu et al, 2016)).

A titre d’exemple, Barrett et al. ont utilisé une méthode de dPCR pour le DPN de
drépanocytose, maladie a transmission autosomique récessive liée a une mutation

du géne codant pour la chaine béta de I'hémoglobine (Barrett et al, 2012). Le dosage
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allélique relatif observé de l'allele muté était comparé au dosage allélique relatif
attendu déterminé & partir de la fraction d’ADNfc. Le diagnostic était correctement
établi pour 82 % (37/45) et 75 % (15/20) des foetus de sexe masculin et féminin,
respectivement, indépendamment de la fraction d’ADNfc. En cas de fraction d’ADNfc
> 7 %, le diagnostic était correct dans 100 % des cas (25/25), indépendamment du
sexe foetal. Le DPN non invasif utilisant cette méthode a également été rapporté pour
d’autres maladies a transmission autosomique récessive comme la B-thalassémie
(Lun et al, 2008), 'hémophilie (Tsui et al, 2011) ou la mucoviscidose (Debrand et al,

2015).

2. Transplantation d’'organe

Le rejet d’allogreffe constitue un probléme majeur en transplantation d’organe
solide puisqu’il peut conduire a une perte de fonction aigue ou chronique du greffon.
La surveillance de chaque patient transplanté est donc en partie axée sur le
dépistage de cette complication afin d’adapter le traitement immunosuppresseur le
plus précocement possible en prévention d’'une destruction irréversible du greffon. La
procédure de référence pour le diagnostic de cette complication repose sur une
biopsie tissulaire avec analyse histologique du greffon. Il s’agit d’'une procédure
itérative, colteuse et invasive. Plusieurs alternatives non invasives pour dépister
cette complication ont été décrites comme le test d’expression génique AlloMap®
dans la transplantation cardiaque (Horwitz et al, 2004; Deng et al, 2006; Pham et al,
2010) ou la deétection d’ADNc du donneur dans l'urine ou le sang du receveur de
facon plus générale (Lo et al, 1998b; Lui et al, 2002, 2003; Zhang et al, 1999; Gadi et
al, 2006; Garcia Moreira et al, 2009; Snyder et al, 2011; Beck et al, 2013; De
Vlaminck et al, 2014, 2015; Zou et al, 2017; Schutz et al, 2017; Bloom et al, 2017).

La premiere description en ce sens a été publiée en 1998 par I'équipe Hongkongaise
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renommée de Lo et al. qui montrait la détection possible d’ADN de donneur de sexe
masculin (séquence cible sur le chromosome Y) chez des patientes receveuses
(sensibilité =87 % (n=20/23); spécificitt = 100 % (n=0/13)) (Lo et al, 1998b).
D’autres travaux ont par la suite montré sur de petites séries de patientes greffées
rénales qu'’il existait une corrélation entre le risque de rejet et 'augmentation de la
concentration d’ADN spécifique du donneur (en utilisant toujours la méme cible
(région du chromosome Y) et la méme population (donneur homme et receveuse))
tant au niveau sanguin (Garcia Moreira et al, 2009) qu’urinaire (Zhang et al, 1999). Il
s’agissait plus ici d'une preuve de concept puisque cette utilisation ne concernait
seulement qu'une petite fraction des patients transplantés (donneur de sexe
masculin et receveur de sexe féminin). En effet, I'utilité de cette stratégie dépend
principalement de la capacité & concevoir un test qui soit capable de détecter les
fragments d’ADN spécifiques du donneur sans préjuger du sexe d’origine. Gadi et al.
se sont ainsi affranchis de cette contrainte en utilisant comme cible la présence de
polymorphismes présents dans le systeme HLA du donneur préalablement identifiés
avant la greffe (Gadi et al, 2006). Une augmentation significative de 'ADNc du
donneur était retrouvée en situation de rejet aigu. D’autres études récentes
s’appuyant sur des techniques de séquencage a haut débit pour identifier les
polymorphismes discriminant 'ADN du donneur et du receveur ont confirmé
limportance de ce biomarqueur pour prédire le rejet (Figure 7). De Vlaminck et al.
montraient ainsi dans une série prospective récente de 65 patients transplantés
cardiaques, qu’au seuil de 0,25 % (fréquence allélique (FA) de 'ADNc du donneur),
la sensibilité et la spécificité de ce biomarqueur pour prédire le rejet était de 58 % et
92 % respectivement, en comparaison des biopsies endomyocardiques (De Vlaminck

et al, 2014).
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Figure 7 . Diagnostic non invasif de rejet de transplant cardiaque a partir de 'ADN
circulant du donneur et du génotypage préalable des polymorphismes (SNP) du
donneur et du receveur (d’apres De Vlaminck et al. (De Vlaminck et al, 2014)).

L'interprétation de ces chiffres doit tenir compte de Il'absence de « gold
standard » pour le diagnostic de rejet puisqu’il a été montré que les biopsies
endomyocardiques constituent un contrdle positif imparfait dans la mesure ou il
existe une variabilité intra et inter observateur dans la relecture histologique des
biopsies et par ailleurs une hétérogénéité spatiale dans linfiltrat inflammatoire
permettant le diagnostic de rejet de I'organe transplanté (Crespo-Leiro et al, 2012).
Les autres avantages de cette biopsie liquide sont la possibilité d’anticiper le rejet
jusqu’a plusieurs mois avant sa survenue de méme que de discriminer le rejet d’une
autre cause d’altération du greffon (infectieuse notamment) (De Vlaminck et al, 2015,
2013). Les inconvénients a cette technologie de séquencage a haut débit sont la
nécessitée de disposer du matériel génétigue du donneur et du receveur
préalablement a I'analyse, le codt prohibitif, le délai de réponse entre le prélévement

et la fin de l'analyse, et enfin, la nécessité d’'une plate forme de bioinformatique ne
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permettant actuellement pas de la proposer dans une approche standard de
surveillance. Dans cette perspective, Beck et al. proposaient [l'utilisation de
polymorphismes connus (single-nucleotide polymorphism (SNP)), identifiés par le
projet Hapmap avec une FA minoritaire > 43 % (Beck et al, 2013). IIs identifiaient une
guarantaine de SNP pouvant étre utilisés a cette fin et utilisaient la méthode de
dPCR pour discriminer ’ADN du receveur de I’ADN du donneur avec un minimum de
2 SNP utilisés pour déterminer la FA moyenne circulante du donneur. Une série de
34 patients était constituée avec 17 sujets transplantés hépatiques, 9 transplantés
rénaux et 8 transplantés cardiaques. La FA moyenne chez les sujets transplantés
sans signe de rejet était de 3,5 %, 1,2 % et 0,9 % chez les sujets transplantés
hépatiques, rénaux et cardiaques, respectivement. Parmi les deux patients pour
lesquels un rejet était identifié, les FA de I'ADNc du donneur augmentaient

significativement en dépassant systématiquement 50 %.

3. Autres champs d’application

L’analyse de I'’ADNc pourrait également avoir un intérét dans des champs
d’application clinique trés variés tels que les pathologies infectieuses (Buchan &
Ledeboer, 2014), neurologiques (Lam et al, 2006; Beck et al, 2010; Liggett et al,
2010; O’Connell et al, 2017), hépatogastroentérologiques (Bagul et al, 2006; Gornik
et al, 2009, 2011; Karlas et al, 2017), réanimatoires (Lo et al, 2000b; Dwivedi et al,
2012; Miranda et al, 2013; Gornik et al, 2014) ou cardiovasculaires (Rainer et al,
2006; Destouni et al, 2009; Jing et al, 2011; Cui et al, 2013; Sudakov et al, 2015,
2017). La reconnaissance d'une séquence génétique spécifigue n’est ici pas
indispensable pour ce type d’application. En effet, la quantification de I'’ADNtotc
semble constituer un biomarqueur pronostic intéressant capable de prédire la gravité

d’'une pathologie en comparaison des scores ou biomarqueurs utilisés
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habituellement. 1l ressort généralement des différentes études que plus la
concentration d’ADNtotc est importante, plus la pathologie est sévere ou le pronostic
péjoratif. Il a ainsi été montré que la quantité d’ADNtotc était étroitement corrélée a la
'extension de la nécrose et a la sévérité de la pancréatite aigue (Gornik et al, 2009,
2011). Le dosage d’ADNtotc apparaissait supérieur aux autres scores (Ranson,
Apache |l, dosage de CRP) pour prédire la sévérité de la pancréatite. Dans les
pathologies cardiovasculaires ou de réanimation, la quantité d’ADNc serait un témoin
direct du degré d’'ischémie au méme titre que le dosage de lactates ou de troponine
pour les infarctus du myocarde (Rainer et al, 2006; Destouni et al, 2009; Jing et al,

2011; Cui et al, 2013; Sudakov et al, 2015, 2017).

D. Considérations pré-analytiques

Eu égards aux champs d’application décrits ci-avant, TADNc représente un
biomarqueur prometteur. Néanmoins, son application en routine n’est pas encore
établie (en dehors de certaines applications du DPN). Le retard a l'utilisation de ce
biomarqueur en pratique quotidienne provient en partie de Il'absence de
standardisation des conditions préanalytiques. Les étapes qui précédent I'analyse
d’ADNCc ont une influence majeure sur le résultat des analyses ultérieures et peuvent
constituer une source de variablité importante. L’objectif de cette partie est de
dresser un état des lieux des connaissances disponibles sur ce sujet (une synthese

est proposée en Figure 8).
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ambiante décongélation) nucleic acid kit
de QIAGEN)

Figure 8. Recommandations préanalytiques actuelles pour I'analyse d’ADNtumc.

1. Type de prélévement

La premiere étape consiste a déterminer si I'analyse de 'ADNc doit étre
réalisée a partir d'un échantillon de plasma ou de sérum. Le plasma est le
surnageant obtenu apres centrifugation de sang complet. La coagulabilité du sang a
été inhibée par adjonction d’'un anticoagulant. Le sérum est obtenu a partir de sang
complet apres avoir laissé se faire le processus de coagulation. Schématiquement, le
sérum posséde la méme composition que le plasma mais sans fibrinogéne ni autre
protéine de la coagulation. La réponse a cette question n’est plus débattue puisqu'’il
est reconnu que le plasma constitue la meilleure source pour I'analyse de 'ADNCc (en
particulier 'ADNtumc) (El Messaoudi et al, 2013; Bronkhorst et al, 2015). De
nombreux travaux comparant ces deux types d’échantillon ont montré que les
du sérum étaient significativement

concentrations d’ADN obtenues a partir

supérieures a celles issues du plasma (Lee et al, 2001; Lui et al, 2002; Chan et al,
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2005; Umetani et al, 2006b; Board et al, 2008). Cette difféerence proviendrait de la
libération d’ADN par la lyse des cellules sanguines lors du processus de coagulation.
Lorsque l'on étudie une cible d’intérét (ADNtumc, ADNfc etc.) dont le taux est
extrémement variable, il est nécessaire de limiter au maximum les facteurs de
dilution comme le relargage de 'ADN génomique par les cellules sanguines. Pour le
plasma, le choix de 'EDTA comme anticoagulant est préférentiellement retenu
puisqu’il a été montré que I'héparine constituait un inhibiteur de PCR (Beutler et al,
1990; Jung et al, 1997). Une étude a par ailleurs rapporté I'effet protecteur de 'EDTA
sur I'ADNc par lintermédiaire d’'un effet inhibiteur sur les nucléases plasmatiques
(Barra et al, 2015). Récemment, un nouveau tube de prélévement sanguin a été
commercialisé par la société Streck (Cell-Free DNA BCT®). |l posséde la
particularité de contenir outre l'anticoagulant classique (EDTA), un réactif de
conservation prévenant en théorie la libération d’ADN génomique des cellules
sanguines. Plusieurs études ont montré que les résultats d’ADNc étaient stables
sans modification qualitative (intégrité) et quantitative (concentration) jusqu’a 14 jours
apres le prélevement (Norton et al, 2013b, 2013a; Das et al, 2014; Kang et al, 2016;
Henao Diaz et al, 2016; Mehrotra et al, 2017; Parpart-Li et al, 2017). Deux travaux
récents sont venus remettre en cause ces données en montrant une plus grande
variablité de résultats entre les réplicats et un moindre taux de détection d’ADNtumc
lorsque le tube était conditionné au-dela de 5 jours notamment si les conditions
spécifigues de température de conservation (entre 10 et 40 °C) n'étaient pas

respectées (Distler et al, 2016; Medina Diaz et al, 2016).

2. Conditions de transport

La question du délai d’'acheminement des échantillons entre le moment du

prélevement et le conditionnement est d’importance clinique majeure. En effet, ces 3
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étapes (prélevement, transport et conditionnement) font souvent intervenir des
acteurs et des plates formes différentes (exemple : prélevement dans 'unité de soins
et conditionnement au laboratoire) avec une synchronisation de ces différents temps
gui en pratique n’est pas toujours aisée a mettre en place. Il apparait que jusqu’a 6
heures apres le prélevement, la concentration d’ADNc reste stable (Angert et al,
2003; Jung et al, 2003; Lam et al, 2004; Chan et al, 2005; Barrett et al, 2011). Au-
dela de ce délai, celle-ci augmente de facon significative. Concernant la température
de transport, I'ensemble des études montre de fagcon consensuelle que celle-ci
(température ambiante ou a 4°C) n’influence pas significativement la concentration

d’ADNCc (Jung et al, 2003; Chan et al, 2005; Xue et al, 2009; Barrett et al, 2011).

3. Conditionnement

L’étape de conditionnement consiste a préparer I'échantillon de sang de fagon
a séparer le plasma des cellules sanguines pour obtenir une fraction plasmatique
sans cellules reésiduelles. Pour l'analyse d’ADNc, l'objectif est d’éviter une
contamination par 'ADN des cellules sanguines. Ce conditionnement peut étre
réalisé par centrifugation +/- filtration. Chiu et al. ont étudié I'impact de différents
protocoles de conditionnement des échantillons de sang chez des femmes enceintes
pour obtenir un plasma sans cellules foetales résiduelles (Chiu et al, 2001). lls ont
montré qu’un protocole comportant deux étapes de centrifugation (1600 g pendant
10 minutes puis 16 000 g pendant 10 minutes) était aussi efficace qu’'une étape de
centrifugation suivie d’une filtration pour obtenir une fraction plasmatique libre de
cellules résiduelles. Le protocole associé a une simple centrifugation était associé a
la présence de cellules résiduelles dans le plasma. Par la suite, une autre étude est
venue confirmer ces données en précisant que la réalisation de la 2° étape de

centrifugation pouvait indifféeremment étre réalisée avant ou aprés la congélation des
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échantillons de plasma (Swinkels et al, 2003). La plupart des publications récentes
dévolues a ce biomarqueur et deux revues récentes préconisent un protocole de
double centrifugation avec une premiére étape a vitesse lente (1200-1600 g) et une
deuxieme a vitesse rapide (16000 g) (El Messaoudi et al, 2013; Bronkhorst et al,

2015).

4. Conditions de stockage du plasma

Si les études traitant de cet aspect sont hétérogenes en termes de conditions
expérimentales (durée de conservation des échantillons, température de stockage
notamment) (Lee et al, 2001; Jung et al, 2003; Chan et al, 2005; Sozzi et al, 2005;
Holdenrieder et al, 2010; El Messaoudi et al, 2013), quelques instructions peuvent
néanmoins étre formulées. Il apparait que la température de conservation (-20 ou -80
°C) du plasma apres centrifugation n'impacte pas sur la concentration de I’ADN
extrait ultérieurement. Par ailleurs, il est recommandé de ne pas décongéler le
plasma a plus de deux reprises puisque cette procédure altére 'ADN a la fois sur le
plan qualitatif et quantitatif. 1l parait donc nécessaire de réaliser plusieurs aliquots a
partir d’'un méme échantillon de plasma en prévision de cette dégradation et dans la
perspective de projets multiples sur une collection biologique. Concernant la durée
de conservation, El Messaoudi et al. montraient que la concentration moyenne
d’ADN ne variait significativement pas entre deux analyses de plasma extraits a 9
mois d’intervalle (EI Messaoudi et al, 2013). Les criteres d’évaluation utilisés dans
ces études (concentration d’ADN total et/ou indice d’intégrité) constituent leur
principale limite puisqu’ils ne permettent pas de juger de l'influence de ces conditions

de stockage sur les résultats de détection d’'une altération moléculaire spécifique.
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5. Extraction de 'ADN

Cette étape est la derniére du parcours préanalytique de conditionnement des
échantillons d’ADNc. Elle a fait I'objet de plusieurs études comparatives dans les
années 2000 sans qu'une méthode commerciale ou académique ne puisse
nettement se démarquer en termes d’efficience d’extraction (Xue et al, 2009; Schmidt
et al, 2005; Clausen et al, 2007; Legler et al, 2007; Kirsch et al, 2008; Fong et al,
2009; Fleischhacker et al, 2011; Repiska et al, 2013). Au début des années 2010,
QIAGEN a commercialisé un kit (QIAamp circulating nucleic acid kit) adapté a
'analyse d’ADNc. Celui-ci a la particularité de conserver les fragments courts d’ADN
qui étaient auparavant éliminés lors des étapes de « lavage » (Breitbach et al, 2014).
Plusieurs travaux ont montré la supériorité de ce kit en termes d’efficience
d’extraction et pour sa capacité a ameliorer la détection d’ADNtumc (Page et al,
2013; Devonshire et al, 2014; Mauger et al, 2015). Récemment, plusieurs autres kits
commerciaux dédiés a I'analyse d’acides nucléiques circulants sont apparus sur le
marché (PME free-circulating DNA Extraction Kit (Analytik Jena); Maxwell RSC
ccfDNA Plasma Kit (Promega), EpiQuick Circulating Cell-Free DNA Isolation Kit
(EpiGentek); NEXTprep-Mag cfDNA Isolation Kit (SanBio)). lls ont fait I'objet d'une
analyse comparative récemment publiée qui portait sur 10 échantillons plasmatiques
issus de 9 patients (7 avec cancer du pancréas et 2 avec lésion kystique bénigne)
(Sorber et al, 2017). Ces kits étaient évalués en termes d’efficience d’extraction et
d’indice d’intégrité pour I’ADNtotc ainsi qu’en taux de détection et de quantification de
FA pour 'ADNtumc (identification de mutations KRAS par dPCR). Les kits de
Promega et de Qiagen affichaient des résultats comparables et nettement supérieurs

aux autres kits pour I'ensemble de ces criteres de jugement.
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E. Considérations analytiques

L’essor grandissant que connait I'analyse de I'ADNc est di aux progres
technologiques qui ont été faits dans ce domaine ces dix dernieres années. Le
principe de la biopsie liquide est de pouvoir détecter des évenements potentiellement
rares comme la présence d'un fragment d’ADN tumoral parmi 10 000 fragments
d’ADN non tumoral (soit une FA a 0,01 %). Dans cette partie, nous traiterons des
principales technologies utilisées pour la détection d’ADNtumc qui visent
généralement deux approches selon la connaissance préalable ou non du statut
mutationnel dans le tissu tumoral et nous illustrerons chaque approche par deux
exemples. Les sensibilitées des méthodes de détection abordées ici sont
représentées en Figure 9 alors que leurs avantages et inconvénients sont indiqués

en Tableau 1.

Technique Sensibilité Application optimale
Séquencage Sanger >10% Tissu tumoral
Pyroséquencage 5-10 % Tissu tumoral
NGS 2% Tissu tumoral
PCR quantitative 1% Tissu tumoral

PCR spécifique d’alléle . o ) T
COLD-PCR 0,12a0,01 % Tissu tumoral, Biopsie liquide

Digitale PCR, NGS optimisé - o . o .
(type CAPP-Seq) <0,01 % Biopsie liquide, Tissu tumoral

Figure 9. Sensibilité des méthodes de détection d'altérations génétiques et
conditions d’applications (tissulaire, plasmatique) (modifiée d’apres Diaz et al. (Diaz
& Bardelli, 2014)).

CAPP-Seq, CAncer Personalized Profiling by deep Sequencing; COLD-PCR,
Coamplification at lower denaturation temperature; NGS, Next-Generation
Sequencing.
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Nécessité de connaitre

(ex : Intplex) Rapidité d’analyse, faible | préalablement la mutation
codt, sensibilité de a rechercher dans le locus
PCR digitale détection d’intérét, faible nombre de
loci analysés
Rapidité d’analyse, faible
co(t, absence de etz 1
nécessité de connaitre Sen5|bllltg d ana[yse
COLD-PCR intermédiaire, faible

préalablement la mutation
a rechercher dans le locus
d’intérét

nombre de loci analysés

Absence de nécessité de
connaitre préalablement
la mutation a rechercher
dans le locus d'intérét,
nombre de loci analysés
en paralléle

Temps et colt d’analyse
plus important, expertise
bioinformatique requise

NGS optimisé (type
CAPP-Seq)

Tableau 1. Comparaison des méthodes de détection pour l'analyse d’ADNtumc
(modifié d’aprés Siravegna et al. (Siravegna et al, 2017)).

1. Méthodes basées sur la détection d’altérations
génétiques connues

a) PCR Digitale (dPCR)

La dPCR ou PCR de 3° génération consiste a partitionner un échantillon
d’ADN en de multiples compartiments de fagcon a ce que chacun de ces
compartiments ne contienne théoriquement qu’une molécule d’ADN cible unique.
Cette compartimentation repose sur le principe de dilution limite de I'’échantillon initial
et chagque compartiment va recevoir en majorit¢é 0 ou 1 molécule d’ADN et en
minorité, 2 molécules ou plus. Ce concept a été ingénieusement proposé en 1992
par Sykes et al. qui ne bénéficiaient pas durant cette période, des avancées en

termes de miniaturisation technologique telles qu’on les connait aujourd’hui (Sykes et
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al, 1992). Les auteurs montraient ainsi qu’il est possible de quantifier précisément le
nombre de fragments d’ADN de départ en réalisant une dilution limite de I'échantillon
et en utilisant la loi de Poisson. Cette loi régit la distribution statistique des fragments
d’ADN au sein de différents compartiments et décrit la probabilité qu’un
compartiment contienne i molécules d’ADN en fonction du nombre total de molécule

d’ADN et du nombre total de compartiment. La formule est représentée ci-dessous :

1 A /;::f
pi,A)y=e”" =
7!

Ou:
* icorrespond au nombre de molécules d’ADN au sein d’'un compartiment
» A correspond au nombre total de molécules d’ADN sur le nombre total de
compartiment
Le format actuel des compartiments corresponds soit a des puits (volume
compris entre 750 & 850 pL pour les technologies QuantStudio™ 3D de Life
Technologies et Biomark™ de Fluidigm), soit & des goutelettes (5 pL, 500 pL et 1 nL
pour les platesformes RainDrop™ de RainDance Technologies, Naica™ de Stilla
Technologies et QX200™ de Bio-Rad, respectivement) (Perkins et al, 2017). Une
réaction de PCR a lieu au sein de chaque compartiment selon la présence ou non
d’'une molécule d’ADN et chaque compartiment va étre analysé de facon
indépendante en point final le plus souvent, c'est-a-dire que chaque compartiment
sera classé de facon binaire (0 ou 1) selon I'émission d’'un signal de fluorescence
suffisant, synonyme d'une réaction d’amplification elle-méme synonyme de la

présence d’au moins une molécule d’ADN (Figure 10).
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Compartiment positif (ADN tumoral)
Fragment d’ADN tumoral

B Compartiment positif (ADN wild-type)
El Fragment d’ADN wild-type ) o i )
Compartiment négatif(absence d’ADN cible)

f

= 1 b =

PCR et analyse

compartimentation

Figure 10. Principe de la dPCR (modifiée d’aprés Perkins et al. (Perkins et al,
2017)).

La quantification du nombre de fragments d’ADN total correspond au
« comptage » de Il'ensemble des compartiments « positifs» qui permettent
secondairement d’estimer la concentration d’ADN dans I'échantillon de départ en
fonction des différentes dilutions et volumes utilisés. Cette quantification absolue ne
nécessite pas contrairement a la PCR quantitative de réaliser en parallele une
gamme standard de calibration. Ce concept est par ailleurs tout a fait approprié pour
la détection d’événements rares et notamment d’alleles minoritaires. En effet, la mise
en évidence d'un fragment d’ADN de faible FA est possible par l'utilisation d’'une
sonde TAQMAN de fluorescence differente de celle émise pour la détection de
l'alléle majoritaire. L’analyse indépendante des compartiments permet de recueillir
distinctement le signal de fluorescence émis par I'alléle minoritaire contrairement a la
PCR quantitative ou le signal de fluorescence émis par cet allele minoritaire sera

perdu dans I'ensemble des signaux émis par les fragments majoritaires du fait d'une
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amplification de la totalité des alleles au sein d’'un seul et méme compartiment

(Figure 11).
Key: 99.9% wild type sequences
—— Wild-type sequence 0.1% mutant sequences
—— Mutant sequence g i
// et
e N
~ i ¥

Classic procedure
based ONPCR (e e —= == -

Digital procedure
compartmentalization of individual DNA

Global analysis *

Low or no signal corresponding 99.9% wild type sequences
to mutant sequence 0.1% mutant sequences

Figure 11. Comparaison d’'une méthode classique de PCR quantitative avec une
méthode de dPCR pour la détection de variants minoritares (d’apres Taly et al. (Taly
et al, 2012)).

L'autre avantage théorique de la dPCR repose sur le principe de dilution limite
qui permets de pouvoir s’affranchir ou au moins de diminuer l'effet de substances
inhibitrices présentes dans I'échantillon de départ (Hoshino & Inagaki, 2012; Dingle
et al, 2013; Nixon et al, 2014). En dehors des prélevements sanguins, cette
technologie a permis ces derniéres années la détection d’alleles minoritaires dans
d’autres types de fluides biologiques tels que les selles (Diehl et al, 2008b), la salive
(Wang et al, 2015; Uchiyama et al, 2016), I'urine (Wang et al, 2016b; Lee et al,
2017a; Siravegna et al, 2017) ou le liquide céphalorachidien (De Mattos-Arruda et al,
2015; Pan et al, 2015). La limite principale de la dPCR est I'analyse d’'une mutation

unique par test qui impose de connaitre au préalable la mutation a analyser. Pour
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s’affranchir de cette contrainte, Taly et al. ont proposé une méthode de multiplexage
capable d’analyser dans le méme temps plusieurs mutations dans la région hotspot
d’'intérét (Taly et al, 2013). L'automate utilisé dans ce travail étant capable de
reconnaitre deux types de fluorescence représentés graphiquement par deux axes
(Figure 12). Les auteurs faisaient varier la concentration des différentes sondes

spécifigues a chaque mutation mais associée au méme fluorophore.

Multiple assays and DNA sample The emulsion is End point fluorescence Data are analyzed by counting the
are mixed and compartmentalized thermocycled is measured number of droplets
into droplets to amplify targets from each droplet corresponding to each assay
VT probes specific | _A
* probes specific for (t;alizA : g
for G12V mutation . - ]
' probes specific! oy Wo-e )
: mutation gi:j for G12C ! s DN!-\D?A& o o | wild type
mutati ' =
tj ' G12V mutant yAE}\ =i - O G12A
- b oS-+ 0] O
probus specific - . w ; G1?Amutam”yﬂ> --» 0O
: for wild type | probes specific . / %
frgizs (O ! G128 mutant yaﬂé\,\ -> 0 G12v G125 G12C
mutation w H Al / .
: o12c S > @ O 0
: v\)
'
__________________________________ _, . FAM channel

Figure 12 . Principe de la méthode de multiplexage en dPCR pour la détection de
plusieurs mutations KRAS situées dans une méme région hotspot d’intérét (d’apres
Taly et al. (Taly et al, 2013)).

L'intensité de fluorescence étant proportionnelle a la concentration des différentes
sondes, chaque compartiment va émettre une fluorescence d’intensité déterminée
qui permet de délimiter secondairement un cluster et d’identifier la mutation d’intérét.
L’objectif de I'étude était d’évaluer ce test en comparaison d’'une analyse en duplex
pour la détection plasmatique de mutations KRAS chez 50 patients avec CCRm et
statut mutationnel tissulaire identifié préalablement (mutation KRAS, n=19). Les taux
de détection étaient de 74 % (14/19) et 84 % (16/19) pour les analyses multiplex et
duplex avec des FA comprises entre 0,16 % et 43 % et 0,04 % et 45,78 % pour les
échantillons positifs en multiplex et duplex, respectivement. Il existait une corrélation

significative (r°=0,98) pour la détermination de la FA entre les deux types d’analyse.
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Lors de l'initiation de ce travail de thése, l'intérét de la méthode de dPCR pour la

détection d’ADNtumc en oncologie digestive avait été peu étudié.

b) PCR spécifique d’alléle

La PCR spécifique d'allele consiste a amplifier sélectivement un alléle
minoritaire au sein d'un mélange d'alleles majoritaires et minoritaires. Le principe
repose sur la modification de séquence d'une des amorces qui doit théoriquement
venir s’hybrider a la séquence d’ADN qui contient le polymorphisme ou la mutation
d’intérét. Cette modification implique le changement d’un nucléotide de I'amorce le
plus souvent en 3’ qui va entrainer un mésappariement de ce nucléotide avec le
nucléotide apparié de I'allele majoritaire avec pour conséquence une hybridation
sous optimale de I'amorce avec cet allele et une inefficacité du processus de
réplication. L’appariement correct de I'amorce modifiee avec lallele minoritaire
induira ainsi une amplification sélective de l'alléle minoritaire. Différents acronymes
ont été décrits dans la littérature pour rapporter ce principe comme ARMS
(amplification refractory mutation system) (Newton et al, 1989), ASPCR (allele-
specific PCR) (Wu et al, 1989), ASA (allele-specific amplification) (Okayama et al,
1989), PASA (PCR amplification of specific alleles) (Sommer et al, 1989) ou PAMSA
(PCR amplification of multiple specific alleles) (Dutton & Sommer, 1991). La
sensibilité et la spécificité de cette méthode peuvent par ailleurs étre optimisées par
l'utilisation concomitante d’oligonucléotides de synthese de type peptide nucleic
acids (PNAs) (Nielsen et al, 1991) and locked nucleic acids (LNAs) (Dominguez &
Kolodney, 2005) qui vont venir s’hybrider de facon préférentielle et irréversible a la
séquence d’ADN majoritaire et inhiber sélectivement son amplification. Un exemple
de PCR spécifique d’allele optimisée est rapporté dans la Figure 13 . Le principe de

cette méthode a initialement été décrit en 1989 par Newton et al. (Newton et al,
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1989). L'objectif était de proposer une méthode simple de génotypage en alternative
au séquencage pour le diagnostic de déficit en alphal antitrypsine. Les auteurs
rapportaient qu’une modification en 3’ de I'amorce d’hybridation a la séquence
contenant la mutation entrainait un mésappariement nucléotidique vis a vie de l'allele
wild-type et I'absence d’amplification de la séquence correspondante. Cette méthode
permettait le diagnostic d’homo ou d’hétérozygotie pour les alléles d’intérét (alléles S
ou Z pour cette pathologie). L'utilisation de cette méthode a secondairement été
transposée a la détection d’ADNtumc. Plusieurs études ont ainsi rapporté la
faisabilité de détection plasmatique par cette méthode des mutations PIK3CA, KRAS
ou EGFR dans le cancer du sein, le CCR ou cancer pulmonaire non a petite cellule,
respectivement (Board et al, 2010; Spindler et al, 2012; Nygaard et al, 2013; Thierry
et al, 2014). Thierry et al. ont mis au point une optimisation de cette PCR spécifique
d’allele qu’ils ont breveté sous I'appellation de technologie Intplex® (Mouliere et al,

2014; Thierry et al, 2014) (Figure 13).

Le principe repose sur l'utilisation de 2 couples d’amorces amplifiant deux
régions courtes (entre 60 et 100 pb) et proches (distance < 300 pb) d’ADN dont l'une
contient la mutation d’intérét. L’amplification préférentielle du fragment muté est
réalisée par I'utilisation d’une sonde « bloqueuse » modifiée s’hybridant au fragment
wild-type et d’'une amorce a faible Tm s‘hybridant spécifiquement avec la séquence
d’ADN contenant la mutation. Cette méthode était utilisée pour détecter 'ADNtumc
dans une série de 95 patients avec CCRm dont le statut mutationnel KRAS/BRAF
était connu (wild-type, n=51 ; mutation KRAS, n=39 ; mutation BRAF, n=5) (Thierry et
al, 2014). La sensibilité et la spécificité de la méthode étaient de 93 % (41/44) et 98
% (50/51) pour 'ensemble des mutations analysées avec une concordance globale

de 96 % (91/95) entre les résultats de détection tissulaire et plasmatique. Deux
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technologies Cobas® de Roche et Therascreen® de Qiagen utilisant cette méthode
de PCR spécifique d'allele sont actuellement commercialisées et ont été approuvées
par la Food and Drug Administration (FDA) et 'European Medicines Agency (EMA),
respectivement pour la détection plasmatique des mutations EGFR dans le cancer
pulmonaire métastatique suite aux résultats de concordance obtenue par ces
meéthodes pour la détermination du statut mutationnel EGFR entre les échantillons

tissulaires et sanguins (Weber et al, 2014; Douillard et al, 2014a, 2014b).

Mutant allele— WT reference
specific amplicons amplicons
6126 6186 6379 6445
| | E 'f
1 ——
] |
e = P ' = - - -- - Mutant allele
L - Exon 2
- - — = --== WT allele KRAS

i - il

4= Selected low Tm primer WT referencé
-—p Selected optimal primers amplicons
@ Point mutation
Phosphate-modified
oligonucleotide blocker

Amplified DNA seguence

Figure 13 . Schéma représentant la technologie brevetée Intplex® qui correspond a
une méthode de PCR spécifique d’allele optimisée pour la détection d’ADNtumc
(d’apres Thierry et al. (Thierry et al, 2014)).
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2. Méthodes basées sur la détection d’altérations
génétiques inconnues (absence de screening
préalable)

a) Séquencage a haut débits

Le séquencage de nouvelle génération ou Next-Generation Sequencing
(NGS) correspond a I'ensemble des méthodes de séquencage apparues a partir de
2005 qui sont caractérisées par l'utilisation d’approches massivement paralléles
capables de séquencer des centaines de milliers voire des millions de fragments
d’ADN simultanément. En comparaison des techniques traditionnelles de
séquencage comme la méthode de Sanger, cette avancée a permis une diminution
majeure des couts et des délais de séquencage. A titre d’exemple, les résultats du
séquencage complet du premier génome humain ont été publiés en 2004 et ce
travail a nécessité plus de 12 ans de séquencage dans de nombreux laboratoires
pour un co(t estimé a 3 billions de dollars d’investissement (Venter et al, 2001,
International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Depuis I'avenement
du NGS et les progrés subséquents réalisés a ce niveau, le cout de séquencage d’un
génome a considérablement diminué (jusqu’a 1000 dollars) et de multiples projets
d’envergure en génomique humaine ont vu le jour (lancement du projet 1000
génomes en 2008, ainsi que des projets 100 000 génomes britanniques et asiatiques
en 2012 et 2016 respectivement). Le NGS comprends 4 étapes qui sont communes
a toutes les plates-formes (Metzker, 2010; Goodwin et al, 2016): i) la préparation de
la librairie ii) 'amplification clonale de 'ADN iii) I'étape de séquencage proprement
dite iv) I'étape d’analyse bioinformatique. Le choix des régions d’ADN a séquencer
est tres large et peut s’étendre de quelques régions cibles (détection des mutations
hotspots d’'intérét) a I'ensemble du génome. Plusieurs études ont montré la faisabilité

de ces différentes stratégies d’exploration du génome pour I'analyse d’ADNCc.
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1) Séquencage non ciblé du génome

Cette modalité de séquencage permet de mettre en évidence théoriquement
une large gamme d’altérations génétiques (mutations ponctuelles, réarrangements
chromosomiques etc.) susceptibles de survenir au sein d’'un génome d’intérét (ADN
foetal ou tumoral par exemple). Elle ne nécessite pas de connaitre préalablement la
mutation a rechercher et donc de recourir a une procédure invasive de biopsie
tissulaire. Cette stratégie a été développée initialement pour le DPN d’aneuploidie
foetale (trisomie 21 principalement) (Chiu et al, 2008; Fan et al, 2008; Bianchi et al,
2012; Palomaki et al, 2012). Par la suite, Lo et al. ont rapporté pour la premiere fois
en 2010 la faisabilité de séquencage d'un génome foetal complet dans la circulation
maternelle avec une profondeur de 65X (Lo et al, 2010). Les auteurs montraient que
'ensemble du génome foetal était représenté a taux constant dans la circulation
maternelle et réussissaient par ailleurs a porter le DPN non invasif de béta-
thalassémie (maladie a transmission autosomique récessive) a partir d'une méthode
de dosage relatif haplotypique et la connaissance préalable des polymorphismes et
haplotypes parentaux. Cette méthode a depuis été reprise pour le DPN d’autres
maladies a transmission autosomique récessive comme I'hyperplasie congénitale
des surrénales (Ma et al, 2014; New et al, 2014) ou I'amyotrophie spinale infantile
(Parks et al, 2017). L’identification de mutations de novo (absentes par définition des
patrimoines génétiques parentaux) est également une application qui a été rapportée
en cas de séquencage complet de génome feetal plasmatique (Kitzman et al, 2012).
Des stratégies similaires ont été utilisées dans le domaine de I'oncologie avec des
champs d’application assez voisins de ceux du DPN comme la détermination d’'une
aneuploidie néoplasique (McBride et al, 2010; Leary et al, 2012; Chan et al, 2013) ou

I'identification de mutations acquises sous traitement (Murtaza et al, 2013).
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2) Seéquencage ciblé du génome

Cette stratégie de séquencage complet du génome ne peut cependant étre
appliguée a tous les patients et semble actuellement plus du domaine de la
recherche en raison du codt prohibitif, du poids de I'analyse bioinformatique et d’'un
seuil de détection non adapté aux faibles FA. Dans cette situation, plusieurs
stratégies d’optimisation technologiques ont été mises en place pour améliorer la
détection de variants minoritaires a une FA proche de 0,1 % ou en deca (Figure 14).
Cette optimisation releve de plusieurs aspects comme I'amélioration des méthodes
d’analyse bioinformatique ((Pécuchet et al, 2016a, 2016b)), la capture de courts
fragments d’ADN avec mutations récurrentes (Newman et al, 2014; Paweletz et al,
2016), le séquencage en duplex (c'est-a-dire le séquencage de chaque brin d’ADN
des fragments d’ADN double brin) (Schmitt et al, 2012; Kennedy et al, 2014) ou
'optimisation du conditionnement des fragments d’ADN avant la préparation de la
librairie (Figure 14). Différentes méthodes reprenant ces astuces ont été décrites
pour I'analyse de TADNtumc comme les méthodes CAPP-seq (Newman et al, 2014,
2016), Safe-Seq (Kinde et al, 2011; Bettegowda et al, 2014) ou SiMSen-seq
((Stahlberg et al, 2016, 2017)). A titre d’exemple, CAPP-Seq est une méthode
d’analyse d’ADNtumc fondée sur la capture de courts fragments sélectionnés d’ADN.
Cette capture est réalisée par des sondes oligonucléotidiques biotinylées qui ciblent
des altérations génétiques retrouvées dans le cancer pulmonaire non a petites
cellules (CPNPC) de type : i) drivers mutations ii) single nucleotide variants identifies
par whole exome sequencing iii) réarrangements chromosomiques impliquant ALK,
ROS1 et RET. Newman et al. ont montré dans une série de 13 patients avec CPNPC
de stade | a IV que cette méthode permettait I'identification d’altérations génétiques

jusqu’a une FA de 0,02 % (Newman et al, 2014).
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Figure 14. Exemples d’optimisations technologiques mises en place pour le
séquencage a haut débit et la détection de variants rares tels que '’ADNtumc. A)
Principe de la technologie Safe-SeqS reposant sur I'assignation d’'un code barre
moléculaire spécifique (unique identification DNA sequence (UID)) a chaque
fragment d’ADN initial (d’apres Kinde et al. (Kinde et al, 2011)) B) Principe de la
méthode de séquencage en duplex ou chaque fragment d’ADN est séquencé deux
fois (brin sens et antisens) puis réparti en deux sous groupes afd ou 3a selon le sens
de séquencage de chaque brin. Une mutation est ainsi validée en cas de détection
de cette mutation au sein des deux sous groupes (d’aprés Kennedy et al. (Kennedy
et al, 2014)) C) Principe du séquencage d’ADN circulaire. Chaque fragment d’ADN
initial est circularisé aprés I'étape de dénaturation. Une polymérase spécifique est
ensuite utilisée pour 'amplification qui produit des fragments de séquence similaire
liés en tandem. Une mutation est ainsi validée en cas de détection dans I'ensemble
des fragments amplifiés (d’apres Lou et al. (Lou et al, 2013)).
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b) Cold PCR

La Cold-PCR (Coamplification at lower denaturation temperature PCR) est
une adaptation de la méthode de PCR conventionnelle qui consiste a amplifier
sélectivement les alleles minoritaires au sein d’'un mélange d'alleles wild-type et
mutés. Le principe est basé sur I'observation d'un différentiel de température de
dénaturation entre les séquences d’ADN dites homoduplex (molécule d’ADN double
brin pour laquelle la complémentarité des bases entre les brins est respectée) et
celles dites hétéroduplex (molécule d’ADN double brin pour laquelle il existe un ou
plusieurs mésappariements des bases entre les brins) (Mauger et al, 2017). Ce
meésappariement va provoquer un changement faible (0,2 a 1,5 °C) mais prévisible
de la température de fusion(Tm) (température a partir de laquelle la moitié de la
guantité d’ADN double brin va se dissocier pour former des monobrins d’ADN) qui
dépendra de la séquence d’ADN et de la position de ce mésappariement. La
température provoquant la dénaturation sélective de [I'hétéroduplex sans
dénaturation de I'homoduplex est la température critique (Tc). L'identification
ultérieure du variant minoritaire peut étre réalisée par difféerentes méthodes telles que
'analyse de courbe de fusion a haute résolution (ou high-resolution melting (HRM)),
le séquencage SANGER, le pyroséquencage, la dPCR ou le NGS (Mauger et al,
2017). 1l existe 3 types de COLD-PCR (full-COLD-PCR, fast-COLD-PCR et ice-
COLD-PCR) qui sont indiqués dans la Figure 15 et qui reposent chacune sur le

principe de dénaturation sélective des hétéroduplex a la Tc.

La méthode d’ice-COLD-PCR a été optimisée (enhanced-ice-COLD-PCR (E-
ice-COLD-PCR) par Tost et al. permettant d'atteindre une sensibilité théorique de
détection de 0,01 % en cas d’identification des mutations par pyroséquencage (How

Kit et al, 2013; How-Kit et al, 2014; How-Kit & Tost, 2015). Le principe dans I'E-ice-
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COLD-PCR est d'utiliser des nucléotides modifiés (locked nucleic acid (LNA)) dans la
sonde « bloqueur » qui va venir s’apparier avec les fragments d’ADN wild-type. Cette
modification augmente nettement la Tm et ainsi la stabilité de 'hnomoduplex LNA-
ADN qui va permettre une dénaturation compléte des séquences hétéroduplex ou

mutantes homoduplex a la température critique Tc.

A full-COLD-PCR B fast-COLD-PCR
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Figure 15. Principe des différentes approches de COLD-PCR pour 'enrichissement
des fragments mutés A) Full-COLD-PCR B) Fast-COLD-PCR C) ice-COLD-PCR
(D’aprés How-Kit (How-Kit & Tost, 2015)).
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La méme équipe a également rapporté la possibilité de multiplexer le nombre
de cibles a analyser (BRAF (codon 600), KRAS (codons 12/13) et NRAS (codon 61))
avec une sensibilité de détection comprise entre 0,01 et 0,1 % selon la mutation
analysée (Mauger et al, 2016). Cette sensibilité passait a 0,5 % lorsque la quantité
initiale d’ADN diminuait a 2,5 ng (versus 25 ng précédemment) dans une perspective
d’application a la biopsie liquide. En comparaison des méthodes d’analyse décrites
dans les précédents chapitres, la COLD-PCR est de description beaucoup plus
récente puisque la premiére publication date de 2008 (Li et al, 2008). De nombreux
travaux ont ensuite été rapportés pour confirmer son intérét dans une approche
circulante de détection de variants minoritaires tant sur le plan du DPN (Du et al,
2010; Galbiati et al, 2011, 2014, 2016) qu’en oncologie (détection des mutations
BRAF, KRAS et EGFR pour les patients avec mélanome (How-Kit et al, 2014),
cancer du pancréas (Wu et al, 2014) et pulmonaire (Hashida et al, 2014),
respectivement). Pour ce dernier champ d’application clinique, la COLD-PCR est
apparue également pertinente dans une perspective d'utilisation pronostique
(Murphy et al, 2013; Lewandowska et al, 2014) ou de monitoring du traitement de
chimiothérapie (Hashida et al, 2014; Mourah et al, 2015; Lorillon et al, 2016). Le
positionnement de cette technologie dans une perspective d’application a la biopsie
liquide reste a clarifier du fait de son développement plus récent et d'un manque de

confrontation avec les autres technigues analytiques comme la dPCR ou le NGS.
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Applications cliniques en cancerologie

L’analyse de 'ADNtumc peut relever de quasiment toutes les situations dans
le parcours de soins d’'un patient en oncologie (Figure 16 ). L’objectif de cette partie
est de dresser un état des lieux pour l'utilisation de ce biomarqueur dans quelques-
une de ces applications en les illustrant par des exemples principalement centrés

autour des cancers digestifs et du CCR en particulier.

Concentration

TUMEUR OPERABLE TUMEUR INOPERABLE
Diagnostique Diagnostique o .
Dépistage Recherche de récidive Monitoring traitement
Pronostique Pronostique Recherche de mutations de résistance
Traitement 1 Traitement 2
adjuvant
E 4

Valeurs « normale »

-

oo -o°

Temps

Figue 16 . Applications cliniques possibles de TADNtumc en oncologie.

A. Dépistage
1. Généralités
Le dépistage consiste a détecter une lésion a un stade prénéoplasique ou
néoplasique a un stade précoce chez des personnes en I'absence de symptomes ou
de signes cliniques. Il differe en ce sens du diagnostic précoce qui répond a une
démarche de nature différente, engagée sur la présence de signes cliniques ou
'estimation d’un niveau élevé de risque individuel. Avec prés de 385 000 nouveaux
cas de cancer par an et 150 000 déces, le cancer représente la premiére cause de

mortalité en France. Le dépistage constitue donc une des priorités de la lutte contre
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le cancer en figurant au premier plan des différents Plans Cancer établis jusqu’a
présent (objectif n°1 des 17 objectifs du Plan Cancer 2014-2019). Il peut étre réalisé
dans le cadre d’'une organisation collective (« dépistage organisé ») ou de facon

individuelle, a linitiative du médecin traitant notamment (« dépistage opportuniste »).

2. Application au CCR

a) Dépistage classique

Le CCR fait partie avec le cancer du sein des deux cancers pour lesquels un
dépistage organisé est actuellement disponible en France. Celui-ci est réalisé tous
les deux ans pour les personnes de 50 a 74 ans (95 % des cancers aprés 50 ans).
En I'absence de symptdmes et/ou d’antécédents personnels ou familiaux particuliers,
le niveau de risque est dit « moyen » dans cette tranche d’age. On estime qu’en
effet, la détection de ces cancers a un stade précoce permet la guérison dans 90 %
des cas. Le CCR se situe au 3° rang des cancers les plus fréquents avec prés de
42 000 cas diagnostiqués chaque année en France. |l représente également la 3°
cause de mortalité par cancer en France avec 17 500 déces par an. Le test de
dépistage organisé correspond a la recherche de sang occulte dans les selles. Cette
recherche reposait initialement sur le test au gaiac ou Hemoccult 1I® (détectant
’héme de I'hémoglobine) et est actuellement remplacé par le test immunologique
(anticorps ciblant la partie globine de I'hémoglobine) plus performant. Les études
initiales employant le test au gaiac ont montré une réduction de 15 a 20 % de la
mortalité par CCR dans la population dépistée (Hardcastle et al, 1996; Kronborg et
al, 1996; Faivre et al, 2004). L’hemoccult lI® affiche une sensibilité de 35 % et une
spécificitée de 98 % pour le diagnostic de CCR (Rosman & Korsten, 2010). La
sensibilité de ce test pour le diagnostic d'adénome avanceé (dysplasie de haut grade

et/ou taille = 1cm et/ou contingent villeux) est de 11 % (Imperiale et al, 2004).
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Récemment, les pouvoirs publics ont mis en ceuvre le remplacement par le test
immunologique plus sensible (multiplication par 2,5 du taux de détection des CCR et
par 4 le taux de détection des adénomes avancés au seuil de 150 ng
hémoglobine/mL de tampon ou 30 pg hémoglobine/g de selles) (Faivre et al, 2012a).
Le test immunologique est par ailleurs plus simple a réaliser (un seul prélévement) et
permet un taux de participation plus élevé (60 % versus 50 % pour le test au gaiac)
(van Rossum et al, 2008; Hol et al, 2010). En cas de positivité du test (4 % des cas),
une coloscopie sera secondairement réalisée. Un cancer est trouvé toutes les 12

coloscopies et un adénome avance toutes les 3 coloscopies (Faivre et al, 2012b).

b) Dépistage alternatif par ADNtumc

De fagon générale, la sensibilité de détection de I'ADNtumc augmente
proportionnellement avec le stade de la maladie indépendamment du type tumoral.
Bettegowda et al. ont étudié la capacité a détecter TADNtumc dans une série de 410
patients en fonction du stade et du type néoplasique. lIs utilisaient des méthodes de
détection ultrasensibles (dPCR (BEAMing), NGS (Safe-SeqgS)). Une détection
d’ADNtumc était possible dans 47 %, 55 %, 69 % et 82 % des patients avec un
cancer au stade I, Il, lll et IV, respectivement. Cette diminution de la capacité de
détection a un stade précoce était peu influencé par le type tumoral puisque des
résultats similaires étaient retrouvés dans les différents cancers étudiés (colorectal,
pancréas, sein notamment). En 2005, Diehl et al. ont évalué la capacité a détecter
'ADNtumc a différents niveaux du processus de carcinogénése colorectale (stade
précancéreux a cancer invasif stade | a IV) (Diehl et al, 2005). Cette série comportait
33 patients pour lesquels une mutation ponctuelle du géene APC avait préalablement
éte identifiée dans la tumeur primitive et qui était secondairement recherchée dans le

plasma par une méthode de dPCR. Une détection positive était retrouvée dans 63 %
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(5/8), 63 % (5/8) et 100 % (6/6) avec une FA moyenne mesurée a 0,04 %, 0,94 % et
11,05 % pour les cancers de stade |, Il et IV respectivement. La sensibilité diminuait
a 9 % (1/11) pour les lésions adénomateuses avec une FA égale a 0,02 % pour le
patient considéré comme positif avec un adénome de 5 cm. Les travaux ultérieurs
portant sur le dépistage du CCR par ’TADNtumc ont utilisé comme cible de détection,
’hyperméthylation de la région promotrice du gene SEPT9. Ce gene est impliqué
dans la carcinogénese de nombreux cancers comme le CCR (Lofton-Day et al,
2008), le cancer du sein (Montagna et al, 2003; Connolly et al, 2011) ou de I'ovaire
(Burrows et al, 2003; Scott et al, 2006). Cependant, I'hyperméthylation de la région
promotrice de ce géne résultant en une sous expression de la protéine
correspondante est un processus spécifigue au CCR (Model et al, 2007). Plusieurs
études rétrospectives cas témoins ont suggéré une performance intéressante de la
détection plasmatique du gene SEPT9 méthylé pour le dépistage du CCR avec une
sensibilité et une spécificité rapportées comprises entre 52 et 72 % et 90 et 95 %,
respectivement (Gritzmann et al, 2008; Lofton-Day et al, 2008; deVos et al, 2009).
Ce test sérique a ensuite été évalué dans une série prospective d’individus a risque
moyen de développer un CCR (7941 sujets inclus dans I'étude). L'objectif principal
était d’évaluer la performance de ce test pour le diagnostic de CCR en comparaison
de la coloscopie qui était réalisée chez tous les sujets (Church et al, 2014). La
sensibilité et la spécificité du test étaient de 48,2 et 91,5 %. La sensibilité pour le
diagnostic d’adénome avancé était de 11 %. La performance de ce test est
actuellement encore jugée insuffisante et les recommandations préconisent de

poursuivre le dépistage par l'utilisation du test immunologique dans les selles.
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B. Diagnostic de la maladie résiduelle
1. Surveillance conventionnelle

Le risque de récidive apres résection d’un CCR localisé est principalement
influencé par le stade avec un risque évalué a 10 %, 30 % et 55 % pour les cancers
de stade I, Il et Illl, respectivement (Manfredi et al, 2006). La récidive est
principalement métastatique (80 %) et survient majoritairement dans les 3 années
post-opératoires (Manfredi et al, 2006). Les essais randomisés comparant deux
stratégies de surveillance (« minimale » versus « renforcée ») pour la détection de
récidive ont montré des résultats discordants en termes de survie globale (SG)
(Kjeldsen et al, 1997; Schoemaker et al, 1998; Secco et al, 2002; Rodriguez-Moranta
et al, 2006; Primrose et al, 2014). Une méta-analyse publiee en 2007 montre
néanmoins une réduction du risque de mortalité d’environ 20 % en faveur d’'une
surveillance « renforcée » (Jeffery et al, 2007). Au vu du faible risque de récidive
endoluminale, il N’y a pas d’intérét a realiser une surveillance endoscopique annuelle
versus une surveillance plus espacée (c’est-a-dire a 3 ans du diagnostic) (Rodriguez-
Moranta et al, 2006). De la méme facon, il n'existe pas de données probantes
concernant l'intérét d’'un monitoring intensif de 'ACE et celui-ci ne peut étre utilisé
seul en raison principalement d’une insuffisance de sensibilité méme a un seuil faible
de détection (82% si seuil = 2,5 pg/L ; 71% si = 5 pg/L) (Nicholson et al, 2015). Les
recommandations francaises actuelles préconisent de réaliser pour les CCR de stade
Il et Il opérés, une évaluation clinique tous les 3 mois pendant 3 ans puis tous les 6
mois pendant 2 ans associée a une imagerie abdominopelvienne (échographie ou
scanner) tous les 3 a 6 mois pendant 3 ans puis tous les 6 mois pendant 2 ans et

une imagerie thoracique (scanner ou radiographie) annuelle pendant 5 ans.



Page |53

2. Surveillance par TADNtumc

L’équipe de Bert Vogelstein fut la premiere a évaluer I'intérét du monitoring
post opératoire de '’ADNtumc pour prédire le risque de récidive (Diehl et al, 2008a).
Un échantillon de plasma était recueilli avant et aprés chirurgie dans une série pilote
de 18 patients dont 16 en situation métastatique résécable. L’ADNtumc était détecté
par dPCR aprés identification tissulaire de la cible mutationnelle au sein de 4 génes
(KRAS, APC, PIK3CA et TP53). L'ADNtumc était identifié dans 100 % des cas en
pré-opératoire. Une résection chirurgicale était réalisée dans 22 cas (1, 2 ou 3
interventions chez 15, 2 et 1 patients, respectivement). Au premier temps de
prélévement post opératoire (J1), le niveau médian de décroissance de I’ADNtumc
était de 96,7 % en cas de résection compléte (17 cas) versus non significatif en cas
de résection incomplete (5 cas). Lors du deuxieme temps de préléevement post
opératoire (entre 13 et 56 jours), un échantillon de plasma était disponible dans 20
cas. En cas de détection d’ADNtumc (80 % (16/20)), une récidive ultérieure était
confirmée dans 94 % (15/16) alors que l'absence de détection précoce post
opératoire (T2) chez 4 patients était associée a une rémission compléte prolongée.
D’autres études sont venus confirmer ces données aussi bien sur le plan digestif
(CCR en particulier (Reinert et al, 2015; Tie et al, 2016) qu’extradigestif (Garcia-
Murillas et al, 2015; Pereira et al, 2015). Ainsi, Reinert et al. ont mesuré ’ADNtumc
en pré et post opératoire au sein d’'une série de 11 patients avec CCR de différents
stades (I (n=1), Il (n=5), lll (n=2) et IV (n=3)) (Reinert et al, 2015). La cible
mutationnelle correspondait a [lidentification par NGS d'un variant structurel
somatique tissulaire plus spécifigue que les mutations ponctuelles hot-spot décrites
ci-avant (Vogelstein et al, 2013). Apres un suivi de 36 mois, 6 patients présentaient

une récidive tandis que 5 patients étaient toujours en rémission. La sensibilité et la
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spécificité pour la détection de récidive de 'TADNtumc prélevés a intervalles réguliers
au cours du suivi était de 100 % (6/6) et 100 % (0/5), respectivement. Le temps
moyen de détection avant la récidive a I'imagerie était de 10 mois (extrémes compris
entre 2 et 15 mois). En comparaison, la sensibilité et la spécificité de I'ACE pour
répondre au méme obijectif était de 67 % (4/6) et 100 % (0/5) respectivement. Le
temps moyen de détection avant la récidive a I'imagerie était de 3,5 mois. Tie et al.
retrouvaient des constations similaires en évaluant lintérét de I'ADNtumc pour
prédire le risque de récidive chez 230 patients opérés d’'un cancer colique de stade
II. ADNtumc était analysé par NGS (Safe-Seq) a partir de 4-10 semaines en post
opératoire puis tous les 3 mois sur une période de 2 ans (Tie et al, 2016). L’ADNtumc
et I'ACE étaient positifs dans 85 % (23/27) et 41 % (11/27) des cas lors du diagnostic
de récidive avec un temps meédian de 167 et 61 jours avant le diagnostic
radiologique. La présence d’ADNtumc en post opératoire permettait de prédire trés
significativement le risque de récidive chez les patients avec et sans chimiothérapie
adjuvante (HR=11 [IC 95 % ; 1,8-68] et HR=18 [IC 95 % ; 7,9-40]) et constituait la
variable prédictive de la recidive la plus forte en analyse multivariée (HRa=28 [IC 95

% : 11-68]).

C. Identification de mutations prédictives
d'efficacité
Dans la perspective d’'une médecine personnalisée prenant en compte les
spécificités moléculaires tumorales, la détection d’ADNtumc se positionne comme un
outil prometteur permettant d’individualiser le choix d'une thérapie ciblée en

identifiant des mutations prédictives de [l'efficacité/résistance du traitement a

l'initiation ou acquises durant la séquence thérapeutique.
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1. Détection tissulaire
a) Géneéralités

L'avénement des thérapies ciblées offre un espoir supplémentaire dans le
traitement des cancers mais complexifie le choix de la stratégie thérapeutique. Le
co(t important et la toxicité de ces molécules sont deux arguments supplémentaires
pour favoriser [lidentification de biomarqueurs prédictifs d’efficacité. La
caractérisation de ces biomarqueurs pourrait s'apparenter a « un chimiogramme » de
facon équivalente a l'antibiogramme d’'une bactérie pour tester sa sensibilité aux
antibiotiques. Le Tableau 2 montre les principales altérations génétiques prédictives
d’efficacité ou de résistance aux traitements qui sont actuellement recherchées en
routine au sein des plateformes de génétigue somatique des cancers. A titre
d’exemple, les mutations activatrices des genes KRAS et NRAS constituent un
mécanisme clairement reconnu de résistance aux anticorps monoclonaux anti-EGFR
dans le CCRm (Lievre et al, 2006; Di Fiore et al, 2007; Amado et al, 2008; Karapetis
et al, 2008; Douillard et al, 2013). La recherche de ces altérations est actuellement
réalisée au sein de I'ADN extrait du tissu tumoral et comporte plusieurs écueils. En
premier lieu, I'obtention de ce matériel génétique repose sur la réalisation d’'une
procédure invasive de biopsie tissulaire avec un risque non négligeable de
complications et des contraintes organisationnelles pouvant retarder de quelques
semaines le parcours diagnostique. Par ailleurs, la cellularit¢ tumorale des
prélevements est variable et peut affecter l'analyse subséquente du statut
mutationnel (Hlinkova et al, 2013; da Cunha Santos & Saieg, 2015). Cela implique de
renouveler la procédure invasive une deuxieme fois et retarde par conséquent
'analyse du statut mutationnel et de ce fait, la possibilité d’introduction de la thérapie

ciblée. La derniere limite repose sur le concept d’hétérogénéité clonale intratumorale.
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oL Trastuzumab
Cancer du sein Amalglégtlon 10279 20,5 % Pertuzumab
Lapatinib
Cancer Amplification 0
gastrique HER? 777 26,7 % Trastuzumab
Mutations 21726 44,3 % .
CCR KRAS Panitumumab
Mutations Cetuximab
0
NRAS 16757 6,7 %
M“Lalt}ons 1088 65,3 %
GIST MUtations Imatinib
0,
PDGFRA 1053 29,1 %
Gefitinib
Mutations Erlotinib
0,
EGFR 26409 12,0% Afatinib
Cancer Osimeritinib
pulmonaire Translocation 0 Crizotinib
ALK 22667 2.8 % Ceritinib
Trars(';’;i‘“on 14268 1.3% Crizotinib
Vemurafenib
Mutations Dabrafenib
A 0,
Mélanome BRAF 5270 38,6 % Cobimetinib
Trametinib
Détection Imatinib
0,
BCR-ABL 8324 L7.5% Dasatinib
Leucémie Mutations Nilotinib
ABL 816 23,8 % Bosutinib
Ponatinib
Leucemie Mutations
lymphoide TP53 741 17,9 % Idelalisib
chronique

Tableau 2. Biomarqueurs prédictifs de réponse ou de résistance a une thérapie
ciblée et nombre de recherches réalisées par les plateformes de génétique
moléculaires ou les laboratoires d’'oncogénétique en 2015.
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b) Hétérogenéiteé clonale

L’existence d’'une hétérogénéité cellulaire intratumorale est connue depuis
plus de 30 ans par les anatomopathologistes (Heppner & Miller, 1983). La
démonstration que cette hétérogénéité cellulaire macroscopique est la traduction de
sous population clonale au profil génétique et épigénétique différent est de
description beaucoup plus récente (Greaves & Maley, 2012; Aparicio & Caldas,
2013; Jamal-Hanjani et al, 2015). Cette hétérogénéité se traduit par la possibilité
d'un statut mutationnel distinct au sein des différents sites tumoraux d’'un méme
individu (Figure 17). A titre d’exemple, Gerlinger et al. ont évalué cette hétérogénéité
en analysant par NGS de 2 a 7 sites distincts par piece de néphrectomie chez 4
patients affectés par un carcinome a cellule claire ainsi que deux sites métastatiques
chez un de ces patients (Gerlinger et al, 2012). Les auteurs montraient que seules
31 a 37 % des mutations étaient communes a I'ensemble des sites tumoraux et que
le profil d’expression ARN variait significativement selon le site tumoral ou il était
analysé classant le patient en bon ou mauvais pronostic d’aprés une signature
d’expression génique qui avait été rapportée précédemment (Brannon et al, 2010).
L’analyse mutationnelle des différents sites tumoraux permettait de construire un
arbre phylogénétique représentant I'évolution clonale et sous clonale des mutations
(Figure 18A) de facon tout a fait similaire a la théorie établie a la fin des années
1970 par Nowell et al. (Figure 18B) (Nowell, 1976). Cette hétérogénéité clonale
intratumorale a été décrite dans de nombreux autres types tumoraux (cancer du
poumon (de Bruin et al, 2014; Zhang et al, 2014), du sein (Navin et al, 2011; Nik-
Zainal et al, 2012; Shah et al, 2012), pancréatique (Campbell et al, 2010; Yachida et
al, 2010), prostatique (Haffner et al, 2013; Carreira et al, 2014), CCR (Thirlwell et al,

2010)).
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Figure 17 . Différents types d’hétérogenéité tumorale A) Hétérogénéité tumorale
interpatients B) Heétérogénéité clonale au sein de la tumeur primitive C)
Hétérogénéité clonale entre les sites métastatiques D) Hétérogénéité clonale au sein
d’'une métastase (D’apres Jamal-Hanjani (Jamal-Hanjani et al, 2015)).
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Figure 18. Représentation de I'hétérogéneéité tumorale et de I' évolution clonale
phylogénétique A) Patient affecté par un carcinome rénal a cellule clair métastatique
avec séquencage d’exomes de différents sites tumoraux (Tumeur primitive, R1 & R9
et sites métastatiques, M1 a M2) montrant la répartition des mutations au sein de
chaque site (D’aprés Gerlinger et al.(Gerlinger et al, 2012)). B) Modele d’évolution
clonale phylogénétique proposé par Nowell et al. a la fin des années 70. L’acquisition
successive d'altérations génétiques va entrainer un désavantage (cercle hachuré) ou
un avantage (cercle clair) sélectif a l'origine de la mort ou de I'expansion clonale
correspondante, respectivement (D’apres Nowell et al. (Nowell, 1976)).
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Ce concept d’hétérogénéité clonale permets de mieux appréhender les
résistances survenant en cours de traitement par lintermédiaire de sous clones
minoritaires portant de facon intrinséque une mutation de résistance. Les nouvelles
méthodes ultrasensibles de détection permettent d’identifier ces sous clones qui
passaient auparavant inapercus par les technologies usuelles d’analyse. Laurent-
Puig et al. ont ainsi étudié la prévalence de mutations tissulaire KRAS par dPCR
chez les patients avec CCRm traités par anti-EGFR et dont le statut mutationnel
tumoral avait initialement été identifie comme wild-type (Laurent-Puig et al, 2015).
Parmi les 136 patients dans cette situation, une mutation KRAS a pu étre de
nouveau identifiée chez 22 patients (16,2 %) dont 12 patients avec une FA entre
0,01 et 0,1 %, 5 patients entre 0,1 et 1 % et 5 patients > 1 %. Les auteurs
introduisaient dans ce travail une notion nouvelle quantitative pour prédire la
résistance au traitement puisque seules les mutations KRAS avec une FA supérieure
au seuil de 1 % permettaient de prédire une progression précoce aux anti-EGFR. Il
s’agit ici d’'un concept totalement nouveau prenant en compte la quantité de clones
de résistance puisque jusqu’alors la simple identification d'une mutation de
résistance méme a faible FA (entre 1 et 10 %) avait montré un impact en termes de
résistance au traitement anti-EGFR (Tougeron et al, 2013). De la méme facon, la
pression de sélection exercée par les thérapies ciblées permet de faire émerger
certains clones minoritaires résistants a ce traitement. Ainsi, l'identification tissulaire
de mutations KRAS qui était indétectable lors du diagnostic initial et qui sont
retrouvées ultérieurement dans le tissu métastatique a progression est également un
mécanisme qui a été rapporté pour expliquer la résistance acquise aux anti-EGFR
(Misale et al, 2012). Des mécanismes similaires de résistance ont été mis en

évidence pour d’autres types tumoraux avec l'identification tissulaire a progression
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de mutations EGFR (T790M) chez les patients traités par inhibiteur de tyrosine
kinase pour un adénocarcinome pulmonaire métastatique (Kobayashi et al, 2005;
Balak et al, 2006; Kosaka et al, 2006) ou de mutations ESR1 en cas de traitement
prolongé par anti-aromatase pour un cancer du sein métastatique hormonosensible
(Li et al, 2013; Merenbakh-Lamin et al, 2013; Robinson et al, 2013; Toy et al, 2013;
Jeselsohn et al, 2014).

Les données rapportées ci-dessus reflétant I'hétérogénéité clonale dans
'espace et dans le temps (hétérogénéité spatiotemporelle) montrent bien qu'il n'est
pas envisageable dans une perspective future de personnalisation du traitement de
recourir aux biopsies tissulaires de fagon exhaustive ou itérative. La réalisation d’'un
prélevement sanguin (« biopsie liquide ») pour répondre a cette finalité semble
constituer en théorie une approche alternative prometteuse pour dresser la

cartographie précise de cette hétérogénéité.

2. Détection circulante

a) Concordance tissu/plasma

En dehors des conditions préanalytigues et analytiques utilisées qui
influencent fortement les résultats de détection, d’autres éléments tels que le stade
tumoral ou I'hétérogénéité clonale doivent étre pris en compte lorsqu’on compare les
résultats de concordance entre la détection tissulaire et plasmatique. Dans le cas du
CCRm, les études les plus récentes ayant évalué cette problématique pour la
détermination du statut KRAS montrent des résultats de concordance compris entre
90 % et 96 % (Thierry et al, 2014; Bettegowda et al, 2014; Tie et al, 2015; Vidal et al,
2017; Grasselli et al, 2017). Dans le cas du cancer pulmonaire localement avanceé ou
meétastatique, une méta analyse reprenant les données de 27 études et pres de 4000

patients a été publiée recemment (Qian et al, 2016). Celle-ci rapportait une sensibilité
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de 60 % et une spécificité de 94 % pour la détection des mutations EGFR circulantes
en comparaison des résultats tissulaires. Les cancers pulmonaires avec les
mutations EGFR et les CCR avec les mutations KRAS et BRAF sont ainsi les
cancers pour lesquels il existe le plus de données de comparaison tissu/plasma.
Plusieurs arguments peuvent expliquer cette donnée comme [lincidence
épidémiologique (lere et 4e cause de décés par cancer dans le monde soit
1589 900 et 693900 déces, respectivement) (Torre et al, 2015), la sanction
thérapeutique qui en résulte (thérapie ciblée validée en lere ligne métastatique pour
ces 2 types tumoraux selon le statut mutationnel du gene d’intérét) et la fréquence
des mutations hot spot pour ces deux cancers (mutations EGFR (principalement
délétion de I'exon 19 et mutation ponctuelle L858R de I'exon 21) et mutations KRAS
(principalement exon 2) retrouvées dans 25 a 30 % et 35 & 40 % des cancers
pulmonaires et colorectaux, respectivement (Forbes et al, 2017). Pour le cancer
pulmonaire, la difficulté d’obtention d’échantillon biopsique de qualité suffisante
(cellularité tumorale) lors de I'endoscopie bronchique expligue également pourquoi
l'intégration de 'ADNtumc dans les outils diagnostiques de routine est la plus aboutie
(Vanderlaan et al, 2014). L'EMA et la FDA ont ainsi autorisé I'analyse plasmatique
des mutations EGFR en alternative a I'analyse tissulaire comme facteur décisionnel a
la mise en route du traitement anti-EGFR. Depuis septembre 2014, cette possibilité a
ainsi été ajoutée en complément du libellé de l'autorisation de mise sur le marché
(AMM) pour le gefitinib puis I'erlotinib et enfin, 'osimertinib en indiquant que « Si un
échantillon de tissu tumoral n’est pas analysable, I'ADN tumoral circulant obtenu a
partir d'un échantillon de sang (plasma) peut alors étre utilisé avec un test validé ». Il
s’agit ici d’'une avancée considérable pour l'intégration de ce biomarqueur dans la

pratiqgue quotidienne.
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b) Identification plasmatique de mécanismes de
résistance secondaire au traitement

La mise en évidence de mutations acquise prédictives de résistance
secondaire au traitement impose par définition de renouveler au moins une
deuxieme fois la procédure invasive d’obtention de matériel génétique. Les limites a
ce nouveau prélevement tissulaire sont ici plus nombreuses. Les données
d’évolution clonale et d’hétérogénéité tumorale spatiotemporelle sont accentuées lors
de la pression de sélection exercée par les thérapies ciblées (Ulz et al, 2016). Le
premier risque est d’induire un biais de sélection dans la représentation des sous
clones tumoraux et de méconnaitre le meécanisme majoritaire (mutation de
résistance) a l'origine de l'acquisition de cette résistance. Il s’agit d'un élément
important a prendre en compte dans la situation ou plusieurs thérapies ciblées
pourraient étre proposées dans le méme temps a un patient ou que celui-ci serait
affecté par plusieurs cancers. Par ailleurs, I'organisation de cette nouvelle biopsie (et
les risques inhérents qui lui sont associées) peut étre plus compliquée a mettre en
ceuvre dans la mesure ou le site de progression tumorale est souvent plus difficile
d’accés et quelquefois inaccessible a une « simple » endoscopie (la tumeur primitive
a lorigine de l'analyse initiale du statut mutationnel a pu étre enlevée durant la
séquence de traitement). La détection circulante de ces mutations a été récemment
rapportée par plusieurs études avec par exemple lidentification plasmatique a
progression des mutations ESR1 (Guttery et al, 2015; Sefrioui et al, 2015; Schiavon
et al, 2015; Wang et al, 2016a) ou de la mutation T790M de I'EGFR (Kuang et al,
2009; Mack et al, 2009). Dans le cas du CCRm, ce concept a généré de nouvelles
informations comme le fait que l'identification plasmatique de mutations de résistance
précede en général de plusieurs mois la progression clinique, que la levée de la

pression de sélection est associée a une diminution des clones de résistance aux
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anti-EGFR et que dans cette situation, la reprise du traitement anti-EGFR peut de
nouveau étre efficace (Hata et al, 2013; Arena et al, 2015; Morelli et al, 2015;
Siravegna et al, 2015). Si ces études rapportaient jusqu’a présent la faisabilité de
détecter dans le plasma des mutations hot spots reconnues de résistance au
traitement, Murtaza et al. sont allés plus loin en identifiant des mutations
plasmatiques de novo acquises sous traitement (Murtaza et al, 2013). Les auteurs
réalisaient un séquencage plasmatique d’exomes tumoraux a linitiation et en cours
de traitement a différents temps. L'étude était réalisée chez 6 patients affectés par un
cancer du sein (n=2), du poumon (n=1) ou de I'ovaire (n=3) avec un suivi portant sur
1 a 2 ans. Cette étude permettait de mettre en évidence des mutations connues de
résistance augmentant progressivement sous traitement telles que les mutations des
genes MED1 (S1179X), GAS6 (epissage) ou EGFR (T790M) mais également des
mutations de signification indéterminée apparue sous traitement et non rapportées
jusque la. Il s’agit ici d'une étude de faisaibilité qui ne peut s’appliquer a la totalité
des patients du fait notamment des conditions expérimentales nécessaires
(échantillons de sang avec une FA importante du fait de la faible profondeur
associée au sequencage d’exomes). Cette étude ouvre néanmoins la porte a de
nouvelles voies de recherche en montrant la possibilité d’identifier de fagon non

invasive de nouveaux mécanismes de résistance au traitement.

D. Evaluation de I'efficacité du traitement
a) Evaluation standard

L'évaluation de I'efficacité du traitement carcinologique en oncologie digestive
repose principalement sur I'imagerie notamment la tomodensitométrie et des critéres

d’évaluation standardisés dits « Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
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(RECIST) » ont été mis en place a cet effet pour permettre une meilleure
reproductibilité dans la prise en charge des patients (Therasse et al, 2000). Ces
critéres ont fait 'objet d’'une actualisation en 2009 (version dite 1.1) et sont fondés
sur la mesure de la plus grande dimension des lésions tumorales en considérant au
maximum 5 Iésions dont deux par organe (Eisenhauer et al, 2009). Avec ce systeme
d’évaluation, une progression tumorale est définie par une augmentation d’au moins
20 % de la somme des plus grands diamétres des Iésions cibles par rapport a la plus
petite valeur observée de cette somme (NADIR) et/ou I'apparition non équivoque
d’'une nouvelle lésion tumorale. Dans le cas contraire, I'évaluation correspond a un
contrdle tumoral reflétant soit une réponse objective soit une stabilité tumorale. Cette
reconnaissance sans équivoque de la progression tumorale est importante en
pratique pour le clinicien puisque c’est elle qui va le guider dans le changement de
traitement carcinologique. Ce systeme unanimement utilisé comprend néanmoins
plusieurs limites. En effet, il existe un manque de reproductibilité interobservateurs
dans I'évaluation des lésions non cibles telles que la lymphangite carcinomateuse,
linfiltration epiploique péritonéale ou les épanchements (Sharma et al, 2012). Par
ailleurs, ce systeme d’information morphologique ne prend en compte que la taille
totale des lésions et pas les remaniements structurels associés a la viabilité
tumorale. Il a ainsi été montré que ces critéres n’étaient pas adaptés a I'évaluation de
nouvelles modalités thérapeutigues comme les thérapies ciblées antiangiogéniques
ou certains types de tumeur solide comme les Gastrolntestinal Stromal Tumor (GIST)
ou une augmentation paradoxale et transitoire du volume tumoral peut étre observée
et néanmoins associée a une réponse objective (Choi et al, 2007). Pour cette raison,
de nouvelles modalités d’imagerie fonctionnelle sont a I'étude et évaluent la

perfusion, le métabolisme ou la densité tumorale. Ces méthodes basées sur
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'échographie, la tomodensitométrie, I'RM ou la tomographie par émissions de
position, semblent prometteuses et susceptibles d’apporter des informations
complémentaires a I'imagerie morphologique tradionnelle selon RECIST 1.1. Elles ne
relevent cependant actuellement pas de la pratique quotidienne du fait d'un manque

de standardisation et des traitements complexes de I'image qu’elles nécessitent.

b) Evaluation par TADNtumc

L'autre grand axe de recherche concernant I'évaluation de la réponse
tumorale est représenté par I'étude des biomarqueurs circulants correspondant soit
aux marqueurs tumoraux classiques comme l'antigene carcino-embryonnaire (ACE)
ou le carbohydrate antigen 19.9 (CA19.9) soit a des biomarqueurs de
développement plus récent comme les cellules tumorales circulantes (CTC) ou
’ADNCc. Plusieurs études ont étudié le niveau de variation de I’ADNtumc ou ADNtotc
sous traitement et ont montré des résults de concordance intéressants par rapport au
résultat de I'évaluation par I'imagerie apres 2 a 3 mois de traitement. Ce monitoring
par TADNtumc a été rapporté pour plusieurs types de tumeur solide métastatique
comme par exemple le mélanome (Shinozaki et al, 2007; Gray et al, 2015; Lee et al,
2017Db), le cancer pulmonaire (Oxnard et al, 2014; Lee et al, 2016; Riediger et al,
2016; Guibert et al, 2017), le cancer du sein (Dawson et al, 2013; Takeshita et al,
2016; Visvanathan et al, 2017) ou le CCRm (Tie et al, 2015; Garlan et al, 2017,
Herbst et al, 2017; Toledo et al, 2017; Vidal et al, 2017). A titre d’exemple, Tie et al.
ont évalué lintérét d’'un monitoring rapproché de I'’ADNtumc (mesuré a l'initiation et
immédiatement avant la deuxieme cure (C2; 2 a 3 semaines)) pour prédire le
résultat de I'évaluation scannographique réalisée a 8-10 semaines chez 53 patients
traités en lere ligne pour un CCRm (Tie et al, 2015). Une cible mutationnelle

tissulaire était identifiee par NGS chez 52 (98 %) patients et celle-ci était retrouvée
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dans le plasma de 48 (92 %) patients a linitiation du traitement. Le niveau de
variation d’ADNtumc était significativement corrélé au pourcentage de variation des
diameétres tumoraux (p=0,01). Une diminution d’ADNtumc = 10 fois la valeur initiale
était identifiée par la courbe ROC comme le seuil le plus performant pour prédire la
survenue d'une réponse objective radiologique a S8-10. Les valeurs prédictives
positives et négatives de ce seuil étaient de 74 % et 65 %, respectivement. Cette
méthode d’évaluation par 'ADNtumc semble par ailleurs réalisable quelquesoit la
modalité de traitement carcinologique (traitement systémique versus localisé (chimio
ou radioembolisation par exemple); chimiotherapie versus radiothérapie, traitement
cytotoxiqgue conventionnel versus thérapie ciblée etc.) constituant ainsi une
différence avec I'imagerie conventionnelle et les criteres RECIST 1.1. A la différence
des marqueurs tumoraux conventionnels, le monitoring par ADNtumc semble
susceptible d’apporter une information plus précoce, sensible et spécifique. Ainsi,
Dawson et al. ont évalué I'intérét d’'un monitoring par I' ADNtumc, les CTC et le
marqueur tumoral conventionnel carbohydrate antigen 15.3 (CA15.3) pour prédire le
résultat de I'évaluation a 3 mois chez 30 patientes traitées pour un cancer du sein
meétastatique (Dawson et al, 2013). A linitiation du traitement, le CA15.3 était positif
dans 78 % des cas alors qu’une détection de CTC et d’ADNtumc était retrouvée dans
87 % et 96 % des cas, respectivement. Le monitoring par ADNtumc apparaissait en
outre comme le plus sensible et le plus précoce parmi les 3 marqueurs pour identifier
la progression scannographique. Ces résultats préliminaires devront bien sur étre
confirmés sur des séries indépendantes pour valider notament les seuils

préalablement identifiés.
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Objectifs des travaux de these

L’ensemble des données rapportées dans [lintroduction suggére que
’ADNtumc constitue un biomarqueur prometteur susceptible d’optimiser la prise en
charge du patient en oncologie. L'objectif de cette these était double et s’articule
autour de deux grandes parties : i) optimiser le développement préanalytique et
analytique relatif a la détection d’ADNtumc ii) évaluer l'intérét clinique de ce
biomarqueur dans différentes situations d’oncologie digestive. Les travaux présentés
ci-apres ont été realisés au sein de I'équlpe de Recherche en ONcologie (équipe 3
de l'unité INSERM U1245) avec la collaboration de Me Ludivine Beaussire et sous
'encadrement du Dr Nasrin Vasseur.

Dans la premiére partie, nous souhaitions évaluer l'intérét de la méthode de
dPCR pour la détection dADNtumc :

1. directement a partir du plasma sans étape d’extraction (travail n°1)
2. a partir d’échantillons de plasma hépariné (travail n°2)
3. en comparaison de I'E-ice-COLD-PCR qui constitue une autre

meéthode ultrasensible de détection (travail n°3).

Dans la deuxieme partie, nous souhaitions évaluer l'intérét clinique de la
détection d’ADNtumc par la méthode de dPCR :
4. sur le plan diagnostique au sein d'une série de patients avec
découverte récente d’'une tumeur solide pancréatique (travail n°4).
5. sur le plan pronostique au sein de séries de patients suivis pour
CCRm ou AP (travaux n°4 a 6).
6. sur le plan prédictif de réponse au traitement au sein d’'une série de

patients avec CCRm traités par chimiothérapie (travail n°6).
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Méthodes et Résultats
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Détection d’ADNtumc par dPCR directement a
partir du plasma (Travail n°1)

A. Rationnel

Parmi les conditions préanalytiques relatives a la détection d’ADNtumc,
'extraction d’ADN est la plus longue et la plus colteuse des étapes. Celle-ci
représente la moitié du codt total de détection au sein de notre unité de recherche.
Depuis l'arrivée des technologies ultrasensibles de détection d’ADNtumc telles que la
dPCR et dans une perspective d’utilisation a grande échelle de ce biomarqueur, la
justification de cette étape nous semblait importante a reconsidérer. L’'objectif était
d’évaluer la faisabilité de détection d’ADNtumc directement a partir du plasma. Les
résultats de détection d’ADNtumc étaient comparés sur les plans qualitatifs (taux de
détection) et quantitatifs (détermination de FA) pour les échantillons avec et sans

étape d’extraction au sein du méme groupe de patient.

B. Méthodes

L'analyse d’ADNtumc était réalisée a partir de 43 échantillons de plasma
prélevés a différents temps du suivi oncologigue de 17 patients traités pour un
CCRm et issus de la cohorte prospective Cocacolon (travail n° 6). Les patients
étaient sélectionnés sur la base d’'une mutation tissulaire identifiée préalablement et
secondairement utilisée pour la détection d’ADNtumc (KRAS (n=13), NRAS (n=2) ou
BRAF (n=2)). La détection était réalisée par une plateforme de dPCR (QuantStudio™
3D Digital PCR System) a partir de 2,5 puL de plasma ou 4 ng d’ADN issus de I'éluat

d’extraction.
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C.Résultats

Nous avons montré sur le plan qualitatif que les taux de détection d’ADNtumc
entre les deux sous groupes (« plasma » et « extraction ») étaient comparables (88
% (38/43) et 93 % (40/43), respectivement) avec un taux de concordance globale a
91 % (39/43). Sur le plan quantitatif, nous montrions que les FA moyennes entre les
Sous groupes n’'étaient pas significativement différentes (16,9 % + 18,9 et 18,5 % +
18,9 pour les sous groupes « extraction » et « plasma », respectivement, p=0,24)
avec une corrélation significative dans la détermination de la FA entre les deux sous

groupes (r*=0,82; p<0,0001).

D. Valorisation
Ce travail a été accepté sous forme de Short communication a Clinical
Biochemistry (Impact Factor=2,43 (2016), rang C (SIGAPS, 2016) :
D. Sefrioui , L. Beaussire, A. Perdrix, F. Clatot, P. Michel, T. Frebourg, F. Di Fiore, N.
Sarafan-Vasseur. Direct circulating tumor DNA detection from unpurified plasma

using a digital PCR platform. Clin Biochem 2017; 50:963-966.



Page |75

Apport de I'héparinase pour la détection et la
quantification d’ADNtumc par dPCR a partir
d’échantillons de plasma hépariné (Travail n°2)

A. Rationnel

En conditions préanalytiques optimales, [Il'analyse d’ADNtumc est
préférentiellement réalisée sur plasma EDTA. De nombreuses biobanques de
plasma utilisant des tubes héparinés ont cependant été constituées a I'occasion
d’essais cliniqgues en oncologie. L'analyse d’ADNtumc au sein de ces collections est
problématique en raison de [linhibition de la réaction de PCR par I'héparine.
Plusieurs études ont montré la possibilité d’amplifier les acides nucléiques de
différents agents infectieux a partir d’échantillons de plasma hépariné et apres apport
d’héparinase. L'objectif de notre étude était de développer une méthode d’analyse

d’ADNtumc basée sur I'addition d’héparinase aux échantillons de plasma hépariné.

B. Méthodes

L'étude était réalisée a partir de 194 échantillons de plasma hépariné collectés
au sein de deux cohortes rétrospectives de patients avec : (1) AP (n=50) (2) cancer
du sein métastatique (CSM) (n=144). L’ADNtumc était analysé par dPCR a partir des
mutations KRAS et ESR1 pour les patients avec AP et CSM, respectivement. Une
etape de préamplification avec ou sans héparinase (H+ et H-, respectivement)
précedait la réaction de dPCR. L’analyse d’ADNtumc était interprétable si le nombre
de copies d’ADNtotc était > 200 copies/puL (mélange réactionnel) en dPCR apres la
préamplification. En I'absence d’héparinase, ce seuil discriminait les échantillons en
deux groupes : i) inhibition de la PCR par I'héparine (< 200 copies/uL, groupe I+) ii)

absence d'inhibition de la PCR par I'héparine (= 200 copies/uL, groupe I-).
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C.Résultats

Une inhibition de la PCR (groupe I+) était trouvée pour 117/194 (60 %)
patients, soit 26/50 (52 %) avec AP et 91/144 (63 %) patients avec CSM. L’addition
d’héparinase améliorait I'efficacité de la PCR (= 200 copies/uL) pour tous ces
échantillons. Ce traitement permettait de détecter 'ADNtumc chez 13/26 (50%) et
22/91 (24%) patients avec AP et CSM, respectivement. En I'absence d’inhibition de
la PCR (groupe I-), I'addition d’héparinase ne modifiait pas les résultats d’analyse
d’ADNtumc sur les plans qualitatifs et quantitatifs. En effet, les taux de détection
d’ADNtumc étaient similaires chez les patients avec AP (17/24 (87%)) et CSM (18/53
(35%)) en conditions H+ et H-, respectivement. Par ailleurs, les FA d’ADNtumc
étaient significativement corrélées (KRAS: r’= 0.859, p<0.0001 ; ESR1: r’= 0.886,
p<0.0001). Ces résultats suggérent que l'addition d’héparinase permet de lever
inhibition de I'héparine sur la réaction de PCR et de détecter et quantifier

précisément ’ADNtumc par dPCR dans les échantillons de plasma hépariné.

D. Valorisation

Ce travail a été présenté en congrés sous forme de communications
affichées (10émes journées scientifigues du Cancéropbdle Nord-Ouest 2017,
European Society for Medical Oncology 2017), de communication orale (5th QPCR
and digital PCR congress 2017) et a également été accepté sous forme d’article
original pour Clinica Chimica Acta (Impact Factor=2,87 (2016), rang B (SIGAPS,
2016) :
D. Sefrioui, L. Beaussire, F. Clatot, J. Delacour, A. Perdrix, T. Frebourg, P. Michel,
F. Di Fiore, N. Sarafan-Vasseur. Heparinase enables reliable quantification of
circulating tumor DNA from heparinized plasma samples by droplet digital PCR. Clin

Chim Acta 2017; 472:75-79.
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Etude comparative de la détection dADNtumc pa r
les méthodes de dPCR et E-ice-COLD-PCR (Travalil
n°3)
A. Rationnel
L "ADNtumc est présent en quantité variable dans la circulation sanguine.
L'identification de ce biomarqueur nécessite [l'utilisation de technologies
ultrasensibles capables de détecter jusqu’a un fragment d’ADN tumoral parmi 10 000
fragments d’ADN wild-type (FA a 0,01 %). Plusieurs méthodes de détection ont été
rapportées pour répondre a cet objectif comme par exemple la dPCR, la PCR
spécifigue dalléle, la COLD PCR ou des méthodes optimisées de NGS. Peu
d’études ont comparé directement la performance de ces méthodes pour la détection
d’ADNtumc. Dans ce contexte, I'objectif de ce travail était de comparer deux
méthodes de détection ultrasensibles (dPCR et E-ice-COLD-PCR) sur les plans

gualitatifs et quantitatifs pour la détection d’ADNtumc.

B. Méthodes

La detection d’ADNtumc était réalisée a partir de 29 patients traités par
chimiothérapie pour un CCRm et issus de la cohorte prospective Cocacolon (travail
n° 6). Le statut mutationnel tissulaire KRAS était préalablement déterminé par la
méthode de SNaPshot® (statut KRAS muté, n=28 et statut KRAS wild-type, n=1).
L’ADNc était extrait a partir d’'un prélevement de 1 a 2 mL de plasma EDTA et
analysé en parallele par dPCR et E-ice-COLD-PCR. L'analyse par dPCR était
réalisée sur deux plate-formes (dPCR 1 (QuantStudio™ 3D Digital PCR System) et
dPCR 2 (QX200™ Droplet Digital™ PCR System)) et basée sur la connaissance du

statut mutationnel tissulaire KRAS. L’analyse par E-ice-COLD-PCR était réalisée en
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aveugle de la connaissance du statut mutationnel tissulaire KRAS et des résultats de
dPCR. La détermination du statut mutationnel circulant KRAS par E-ice-COLD-PCR

était réalisée par pyroséquencage.

C.Reésultats

Ce travail a permis de montrer que les méthodes de dPCR et E-ice-COLD-
PCR affichent des résultats proches sur les plans qualitatifs et quantitatifs pour la
détection d’ADNtumc. Aucune mutation circulante n’était identifiée chez le patient
avec statut tissulaire KRAS wild-type. Pour les 28 patients avec une mutation
tissulaire KRAS, les trois plates-formes affichaient des taux de détection voisins
(24/28 (86 %), 22/28 (79 %) et 21/28 (75 %) pour la dPCR 1, la dPCR 2 et I'E-ice-
COLD-PCR, respectivement). L’absence de détection d’ADNtumc pour 3 patients en
E-ice-COLD-PCR correspondait a des échantillons de faible FA proche de la limite
de détection en dPCR (0,15 a 0,45 %). Les déterminations de FA étaient également
concordantes entre les 3 méthodes (r°=0,94 entre dPCR 1 et E-ice-COLD-PCR ;

r’=0,96 entre dPCR 2 et E-ice-COLD-PCR ; r’=0,98 entre dPCR 1 et dPCR 2).

D. Valorisation
Ce travail a été accepté sous forme d’article original pour Clinica Chimica Acta

(Impact Factor=2,87 (2016), rang B (SIGAPS, 2016)) :

D. Sefrioui, F. Mauger, L. Leclere, L. Beaussire, F. Di Fiore, J.F. Deleuze, N.
Sarafan-Vasseur, J. Tost. Comparison of the quantification of KRAS mutations by
digital PCR and E-ice-COLD-PCR in circulating-cell-free DNA from metastatic

colorectal cancer patients. Clin Chim Acta 2016; 465:1-4.
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Intérét diagnostique du CA19.9, de 'ADNtumc et
des CTC chez les patients avec tumeur solide
pancréatique (Travail n°4)

A. Rationnel

L’AP représente la majorité des Iésions malignes pancréatiques (90 %). Au
moment du diagnostic, 80 % des AP sont inopérables en raison du caractere
localement avancé ou métastatique et dans cette situation, la prise en charge initiale
releve d'un traitement de chimiothérapie. Du fait des diagnostics différentiels
possibles (autres tumeurs malignes (ex : tumeur endocrine, métastase de tumeur
solide) ou lésion bénigne), I'obtention d’une preuve histologique avant la mise en
route du traitement est indispensable. Celle-ci est habituellement obtenue par une
echoendoscopie biliopancréatique (EEBP) avec cytoponction. Cet examen comporte
de nombreuses limites telles que la nécessité d'une anesthésie générale, le
caractere invasif avec un risque de complications entre O et 5 % des cas et une non
contributivité pour 20 a 30 % des procédures. Notre équipe a préecédemment montré
gue la détection de CTC était associée a une sensibilité de 55 % et une spécificité de
100 % pour le diagnotic d’AP chez les patients avec diagnostic récent de TSP
(lwanicki-Caron et al, 2013). Dans ce contexte, nous souhaitions évaluer I'intérét
d’'une biopsie liquide analysant les CTC en combinaison a 'ADNtumc et au CA19.9
pour le diagnostic d’AP chez les patients avec TSP en alternative a 'EEBP avec

cytoponction.

B. Methodes

Un total de 68 patients avec TSP a été inclus entre janvier 2011 et mars 2014.

Un prélevement de sang était réalisé systématiquement avant chaque EEBP et
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comprenait un tube EDTA pour la recherche de CTC et un tube hépariné pour le
dosage du CA19.9. L’analyse d’ADNtumc était réalisée a partir du reliquat de plasma
hépariné utilisé pour le dosage de CA19.9. Nous utilisions une étape de
préamplification avec addition d’héparinase pour optimiser la détection d’ADNtumc
(travail n°2). Cette détection était réalisée par dPCR avec un kit multiplex analysant
les 7 mutations KRAS suivantes: ¢.34G>A, ¢.34G>C, ¢.34G>T, ¢.35G>A, ¢.35G>C,
c.35G>T et ¢.38G>A. Une analyse simplex était également réalisée pour tous les
échantillons détectés positivement en analyse multiplex. La performance
diagnostique de chaque biomarqueur de méme gue leur combinaison était comparée

a celle de 'EEBP avec cytoponction.

C.Resultats

Les TSP correspondaient a 58 tumeurs malignes (52 AP et 6 autres lésions
malignes) et 10 Iésions bénignes (masse pseudotumorale de pancréatite chronique
calcifiante principalement (n=9)). La sensibilité et la spécificité de '’ADNtumc pour le
diagnostic d’AP étaient de 65 % et 75 %. Celles-ci apparaissaient moins
performantes que le CA19.9 (79 % et 93 %), les CTC (67 % et 80 %) ou 'EEBP avec
cytoponction (73 % et 88 %). La positivité d’au moins deux biomarqueurs sur trois
était associée a une sensibilité de 78 % et une spécificité de 91 %, soit un rendement
diagnostique légerement supérieur a celui de 'EEBP. L’ADNtumc était le seul
biomarqueur associé avec la SG et conférait une valeur pronostique péjorative en
cas de détection positive chez les patients avec AP (5,2 mois versus 11 mois en

'absence de détection, p=0,01).
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D. Valorisation

Ce travail a été présenté en congres sous forme de communications affichées
(European Society for Medical Oncology 2016, Journées Francophones
d’'HépatoGastroEntérologie et d’Oncologie Digestive 2017), de communications
orales (United European Gastroenterology Week 2014, Carrefour Pathologie 2015)
et a été accepté sous forme d’article original pour British Journal of Cancer (Impact

Factor=6,18 (2016), rang B SIGAPS (2016)) :

D. Sefrioui , F. Blanchard, E. Toure, P. Basile, L. Beaussire, C. Dolfus, A. Perdrix, M.
Paresy, M. Antonietti, I. Iwanicki-Caron, R. Alhameedi, S. Lecleire, A. Gangloff, L.
Schwarz, F. Clatot, J.J. Tuech, T. Frébourg, F. Jardin, J.-C. Sabourin, N. Sarafan-
Vasseur, P. Michel and F. Di Fiore. Diagnostic value of CA19.9, circulating tumour
DNA and circulating tumour cells in patients with solid pancreatic tumours. Br J

Cancer 2017; 117:1017-1025.
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Intérét pronostique de la détection d’ADNc par
dPCR chez les patients avec CCRm (Travail n°5)

A. Rationnel
A Tinitiation de ce travail de these, peu de travaux avaient étudié I'impact
clinigue de I'ADNc dans le CCRm. L’objectif de ce travail était double en évaluant
d’'une part, l'intérét de la dPCR pour la détection et la quantification d’ADNc en
comparaison de méthodes alternatives de fluorimétrie (ADNtotc) et de PCR
spécifiqgue d'allele (ADNtumc) et d’autre part, I'intérét pronostique de la détection

d’ADNCc chez les patients avec CCRm.

B. Méthodes

Un total de 34 patients a été inclus dans ce travail entre avril et juin 2013. Le
prélevement de sang (2 tubes EDTA de 4 mL) était réalisé a l'initiation (n=2) ou en
cours de traitement de chimiothérapie (n=32). L'analyse d’ADNtotc était réalisée par
dPCR (QuantStudio™ 3D Digital PCR System) et fluorimétrie aprés extraction
plasmatique d’ADN. L’analyse d’ADNtumc était réalisée par dPCR et PCR spécifique
dalléle (castPCR™ Technology) & partir des mutations KRAS de I'exon 2. Les
résultats d’'analyse d’ADNc par dPCR étaient également confrontés aux données

clinigues notamment de SG.

C.Résultats
Parmi les 34 patients inclus, I'analyse tissulaire du gene KRAS permettait
d’identifier une mutation pour 16 patients (c.34G>T (n=1) ; ¢.35G>A (n=8) ; ¢.35G>C
(n=3) ; ¢.35G>T (n=2) ; c.38G>A (n=2)) et 'absence de mutations pour 18 patients.
Les taux de détection d’ADNtumc par dPCR et PCR spécifique d’alléle étaient de

11/16 (69%) et 9/16 (56%), respectivement. Une corrélation significative était
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retrouvée entre les deux méthodes de dPCR et fluorimétrie pour la quantification
d’ADNtotc (r=0,91 ; p<0,001) ainsi qu'entre les quantités d’ADNtotc et d’ADNtumc
mesurées par dPCR (r?=0,8 ; p<0,001). Enfin, nos résultats montraient un impact
pronostic péjoratif de la détection d’ADNtotc et d’ADNtumc. En effet, la SG des
patients était significativement et inversement corrélée a la quantité d’ADNtotc (4,8
mois (concentration> 70 ng/mL (275° percentile)) versus 8,2 mois (concentration
entre 20 et 70 ng/mL (entre 50° et 75° percentile)) versus 11,3 mois (concentration
entre 11 et 20 ng/mL (entre 25° et 50° percentile)) versus médiane non
atteinte (concentration < 11ng/mL (<25° percentile)); p=0,024). La SG était
également significativement diminuée en présence d’ADNtumc (11,8 mois versus

médiane non atteinte en 'absence d’ADNtumc, p=0,04).

D. Valorisation

Ce travail a été présenté en congrés sous forme de communication
affichée (American Society of Clinical Oncology Gastrointestinal 2014, Journées
Francophones d’HépatoGastroEntérologie et d’Oncologie Digestive 2014, European
Society for Medical Oncology 2014) et accepté sous forme d’article original pour
Digestive and Liver Disease (Impact Factor=3,06 (2016), rang C SIGAPS (2016)) :
D. Sefrioui , N. Sarafan-Vasseur, L. Beaussire, M. Baretti, A. Gangloff, F. Blanchard,
F. Clatot, J.C. Sabourin, R. Seshoué, T. Frebourg, P. Michel, F. Di Fiore. Clinical
value of chip-based digital-PCR platform for the detection of circulating DNA in

metastatic colorectal cancer. Dig Liver Dis 2015; 47:884-890.
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Impact pronostique et prédictif de réponse au
traitement de 'ADNc, de 'ACE, du CA19.9 et des
CTC chez les patients traités par chimiothérapie
pour un CCRm (résultats de I'étude prospective
COCACOLON) (Travail n°6).

A. Rationnel

Plusieurs études ont montré que le monitoring individuel de 'ACE, du CA19.9
ou des CTC conféere un intérét pronostique et prédictif de la réponse au traitement
chez les patients avec CCRm. Nous montrions ainsi que la pente de 'ACE au seuil
de 0,05 est associé a une valeur prédictive négative de 95,3 % pour prédire la
progression a la chimiothérapie dans une série de 122 patients traités pour un CCRm
(Iwanicki-Caron et al, 2008). A l'initiation de cette étude, peu de travaux avaient été
réalisés sur la détection d’ADNtumc dans le CCRm. Notre équipe a montré la
faisabilité et I'impact pronostique potentiel de cette détection (Di Fiore et al, 2008 ;
Lefebrure et al, 2010). L’objectif principal de I'étude Coca-Colon était de confirmer la
valeur seuil de 0,05 de la pente de I'ACE pour prédire la progression a la
chimiothérapie. Les objectifs secondaires étaient d'évaluer I'impact pronostique et

prédictif de la réponse au traitement du CA19.9, des CTC et de '’ADNCc.

B. Méthodes
Il s’agit d’'une étude prospective ayant inclus 192 patients entre novembre
2010 et aodt 2014. L’étude incluait les patients avec CCRm, stade OMS 0-2,
concentration d’ACE = 5 ng/mL et/ou de CA19.9 = 30 Ul/mL, naif de chimiothérapie
ou a linitiation d’'une nouvelle ligne. Un échantillon de sang était prélevé avant
chaque cure de chimiothérapie (C1 a C4) pour 'ACE et le CA19.9 et avant traitement

(C1) puis a 6 semaines (C3 ou C4) pour 'ADNc et les CTC. L’ADNtotc était analysé
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par fluorimétrie et TADNtumc par dPCR (QuantStudio™ 3D Digital PCR System). Les
mutations cibles étaient préalablement identifiées au sein du tissu tumoral par la
méthode de SnapShot®. Les CTC étaient analysées par étude cytomorphologique
aprés une étape d’enrichissement basée sur la taille (méthode ScreenCell®). Le
niveau médian prétraitement (avant C1l) et la cinétique de chacun de ces
biomarqueurs (seuil de 0,05 pour 'ACE et niveau médian pour le CA19.9, les CTC et
’ADNC) était confonté aux résultats de I'évaluation a 3 mois ainsi qu’aux données de

survie sans progression (SSP) et de SG.

C.Résultats

L’objectif principal de cette étude est atteint puisque la cinétiqgue de I'ACE au
seuil > 0,05 était significativement associé a la progression a 3 mois (76 % versus 17
% en cas de pente < 0,05 (p<0.0001, ORa =16.64)) avec une sensibilité et une
spécificité pour prédire la progression de 46 % et 95 %, respectivement. La cinétique
de I'ACE (seuil > 0,05) constituait un facteur indépendant péjoratif de SSP (HRa
=3,47, p<0,0001) et de SG (HRa =2,17, p<0,0015). Un échantillon de plasma était
disponible a C1 pour 172/192 (89,6 %) patients avec une concentration médiane
d’ADNtotc de 24,4 ng/mL. Une mutation tissulaire de KRAS, NRAS ou BRAF était
retrouvée pour 88 (51,2 %) de ces 172 patients. Le taux de détection d’ADNtumc
était de 82/88 (93,2 %) avec un niveau médian de FA de 14,3 %. En analyse
multivariée, les niveaux medians d’ADNtotc et d’ADNtumc a C1 constituaient des
facteurs indépendants de progression a 3 mois (ORa=2,4, p=0,01 et ORa=3.15,
p=0,01, respectivement), de SSP (HRa=1,87, p=0,0002 et HRa=1,78, p=0,0124,
respectivement) et de SG (HRa=2,36, p<0,0001 et HRa=2,17, p=0,0022,
respectivement). Les cinétigues d’ADNtotc et d’ADNtumc constituaient également

des facteurs indépendants de progression a 3 mois (ORa=3,6, p=0,03 et ORa=4,81,
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p=0,0133) alors que seule la cinétigue d’ADNtotc impactait significativement sur la

SG (HRa=2,03, p=0,0066).

D. Valorisation

Ce travail a été présenté en congrés sous forme de communications
affichées (Journées Francophones d’HépatoGastroEntérologie et d’Oncologie
Digestive 2013, European Society for Medical Oncology 2013, American Society of
Clinical Oncology 2016, European Society for Medical Oncology 2016), de
communication orale (9 émes journées scientifigues du Cancéropble Nord-Ouest
2016) et a été soumis sous forme d’article original pour Journal of Clinical Oncology
(Impact Factor=24 (2016), rang A SIGAPS (2016)) :

D. Sefrioui , L. Beaussire, A. Gillibert, E. Toure, F. Blanchard, C. Bazille, A. Perdrix,
F. Ziegler, A. Gangloff, M. Hassine, C. Elie, A.L. Bignon, A. Parzy, P. Gomez, C.
Thill, F. Clatot, J.C. Sabourin, T. Frebourg, J. Benichou, K. Bouhier-Leporrier, M.P.
Gallais, N. Sarafan-Vasseur, P. Michel and F. Di Fiore. Clinical impact of a serial
measurement of CEA, CA19.9, circulating DNA and circulating tumor cells in a cohort
of patients treated for a metastatic colorectal cancer (Coca Colon Study). J Clin

Oncol 2017, submitted
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Discussion

Aspects préanalytiques et analytiques

La perspective d’'une implémentation en pratique quotidienne de I’ADNtumc
nécessite d’harmoniser les pratiques préanalytigues dévolues a ce biomarqueur.
Plusieurs travaux se sont focalisés sur cet aspect et des recommandations ont été
publiées pour le conditionnement préanalytique optimal de ces échantillons ((El
Messaoudi et al, 2013; Bronkhorst et al, 2015). Quelques réserves doivent
cependant étre soulevées vis-a-vis de ces recommandations qui sont basées pour un
certain nombre d’entre elles sur des études publiées au début des années 2000 et
gui ne prennent pas nécessairement en compte les progrés technologiques réalisées
durant les dix dernieres années concernant I'analyse d’ADNtumc. L’autre élément a
considérer concerne le type d’application clinique pour laguelle TADNtumc va étre
analysé puisque la nécessité de connaitre précisément la FA de I'échantillon ne
semble pas aussi importante selon gu’il s’agit d’'un monitoring sous traitement ou
d'un test diagnostique avant la mise en route d’'une thérapie ciblée. En effet, cette
dimension gquantitative n’est actuellement pas requise dans I'exemple du CCRm
avant la mise en route du traitement anti-EGFR. Dans cette situation, il est
actuellement recommandé de déterminer le statut mutationnel RAS simplement sur
le plan qualitatif. Fort de ces considérations, nous menions un travail pilote de
détermination du statut plasmatique RAS et BRAF par une métode de dPCR avec ou
sans étape d’extraction plasmatique d’ADN dans une série de patients suivis pour un
CCRm avec statut mutationnel RAS tissulaire connu. Nous montrions d’'une part, un
taux de deétection d’ADNtumc assez proche de ceux publiés dans la littérature dans

cette situation clinique (Thierry et al, 2014; Tie et al, 2015; Garlan et al, 2017; Vidal et



Page |139

al, 2017) et d’'autre part, un taux de concordance élevé a 91 % (n=39/43) pour la
détection d’ADNtumc entre les échantillons plasmatiques avec et sans extraction. Ce
travail comporte plusieurs limites comme la connaissance du statut mutationnel
préalablement a l'analyse d’ADNtumc et l'absence d’échantillons avec statut
RAS/BRAF wild-type. Par ailleurs, la majorité des échantillons (n=29/43) présentait
une FA > 0,5 % (aprés extraction) qui pourrait expliquer le taux de concordance
élevé dans la détermination du statut mutationnel circulant. En effet, les 4 cas
discordants étaient retrouvés systématiquement pour les échantillons avec une FA <
0,5 %. Enfin, une discordance importante était parfois retrouvée lors de la
détermination de la FA entre les échantillons avec et sans extraction qui peut en
partie étre expliqué par le faible volume de plasma utilisé (2,5 uL) et la concentration
variable d’ADNtotc. Ainsi, plus la concentration d’ADNtotc et la FA sont faibles, plus
le risque de biais d’échantillonnage des fragments d’ADN muté est important. |l s’agit
néanmoins de la premiere étude a montrer la faisabilité de détecter 'ADNtumc sur la
base de mutations ponctuelles hotspots et directement a partir du plasma. Nos
résultats suggérent que cette approche est possible en cas d'utilisation d'une
méthode ultrasensible de détection telle que la dPCR et particulerement pour les
échantillons avec une FA élevée (> 0,5 %). Au vu du rationnel qui sous-tend ce
travail (colt d’analyse, délai de rendu de l'analyse), il semblerait intéressant de
confirmer ces résultats prometteurs sur une série indépendante avec un plus large
effectif et en considérant les limites décrites ci-avant notamment dans une
perspective d'application diagnostique avant la mise en route du traitement anti-
EGFR.

Le deuxiéme travail original présenté dans ce manuscrit consistait & proposer

I'héparine comme alternative d’anticoagulant a 'lEDTA pour la détection plasmatique
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d’ADNtumc. Les résultats de notre étude montrent que I'ajout d’héparinase restaurait
systématiquement l'efficacité de la PCR inhibée dans plus de la moitié des
échantillons héparinés (117/194) et permettait la détection d’ADNtumc dans une
proportion équivalente aux échantillons héparinés sans inhibition. De plus, nous
retrouvions un taux de détection équivalent et une FA proche pour I’ADNtumc
détecté a partir d’'un sous groupe de patient (n=8) avec échantillons disponibles de
plasma EDTA et hépariné avec ajout d’héparinase. Les taux de détection d’ADNtumc
décrits dans notre étude pour les mutations KRAS et ESR1 (62 % et 27,8 %
respectivement) étaient par ailleurs assez proches des taux de détection rapportés
dans la littérature a partir d’'une typologie similaire de patients. Il s’agit de la premiére
étude & montrer la faisabilité de détection d’ADNtumc a partir d’échantillons de
plasma hépariné. Le protocole décrit dans ce travail et basé sur I'addition
d’héparinase pourrait ainsi permettre I'utilisation des tubes héparinés collectés et
conservés depuis de nombreuses années au sein des biobanques de plasma.

Un des problemes récurrents qui se posent lors de la détection d’ADNtumc
concerne la concentration initiale d’ADNc. En effet, cette concentration est souvent
basse et constitue un élément limitant puisque la sensibilité d’'une méthode d’analyse
dépend en partie de la quantité de fragments d’ADN d’intérét. Cette considération est
particulierement importante pour les travaux réalisés dans le cadre de cette thése
gu’il s'agisse de détecter 'ADNtumc a partir d'un faible de volume de plasma,
directement sans étape d'extraction ou a partir d’'un échantillon hépariné. Pour
s’affranchir de cette limite, nous avons ainsi utilisé une méthode de préamplification
gui consiste a augmenter la concentration d’ADN au niveau d’une région génomique
d’intérét qui va étre analysé lors de la réaction de dPCR. Nous avons montré dans le

travail n°4 (Supplementary Material) que cette étape de préamplification ne
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retentissait pas sur les plans qualitatifs et quantitatifs pour la détermination de la FA.
D’autres équipes ont également montré la faisabilité de cette approche et la
possibilité de multiplexer les régions a préamplifier (Andersson et al, 2015;
Castellanos-Rizaldos et al, 2015; Jackson et al, 2016). Jackson et al. montraient
ainsi l'efficience d'une étape de préamplification pour améliorer la quantité de
matériel génétique de départ (Jackson et al, 2016). lls utilisaient un nombre restreint
de cycles multiplex (n=9) (TP53 (R273C), SMAD4 (R361G) et KRAS (G12S)) et une
polymérase de haute fidélité pour optimiser la détection d’ADNtumc jusqu’a une FA
de 0,01 %. Il s’agit ici d’'une avancée importante qui permet d’augmenter la sensibilité
de la méthode de détection, de réaliser des réplicats et offre la possibilité de détecter
plusieurs mutations d’intérét au sein d’'un méme échantillon.

En dehors des options proposées ci-dessus, les pratigues concernant les

conditions préanalytiques tendent progressivement a s’harmoniser en situation

prospective (Figure 19).

Unité de Transport Unité de
prelevement conditionnement
Type de prélevement Conditions de
¥'Plasma>Sérum fransport
vEDTA v'Délai < 6 heures Centrifugation Stockage Extraction ADN
v Agents (EDTA) v'2 étapes v'—80°C (ou - v'Kit commercial
conservateurs v' Délai < 5 jours v(C1:<1600¢g 20°C) adapté a
v'Héparine (si ajout (Cell-Free DNA (10 min) v Décongélation | | 'ADNtumc
d'héparinase) BCT® de v'C2:16000¢g minimale (n<2) v Analyse
(Sefrioui et al, 2017a) STRECK) (10 min) (avant v'Aliquots p!asmahque
v Température ou aprés (=1mL) ++ directe sans
ambiante décongélation) extraction si FA
>0,5%
(Sefrioui et al,
2017b)

Figure 19. Recommandations préanalytiques actuelles pour l'analyse d’ADNtumc
(les pratiques optionnelles issues de ce travail de these sont indiquées en rouge).
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I en va differemment des méthodes de détection d’ADNtumc puisque de
nombreuses technologies ont été rapportées. Le choix d’'une méthode va dépendre
de nombreux criteres parmi lesquels figurent principalement la connaissance
préalable du statut mutationnel, la capacité de multiplexage, le colt et le délai de
rendu des résultats. Les méthodes de dPCR et de NGS sont ainsi assez opposées
en termes d’avantages et d’inconvénients et l'utilisation de I'une ou l'autre de ces
méthodes ne semble pas dévolue aux mémes types d’application. Pour la détection
de mutations connues hotspot, plusieurs méthodes de sensibilité théoriguement
eéquivalentes sont utilisées comme la dPCR, la E-ice-COLD-PCR ou la PCR
spécifiqgue d’'alléle optimisée (technologie brevetée Intplex® par exemple). Au vu de
ce marché fortement concurentiel, nous souhaitions donc confronter les résultats de
détection de nos deux plate-formes de dPCR avec la technologie émergente d’E-ice-
COLD-PCR. Nous montrions dans le travail n°3, que les plates formes de dPCR et
d’E-ice-COLD-PCR affichaient une concordance parfaite en termes de taux de
détection, de détermination du statut mutationnel et de la FA pour les échantillons
avec une FA > 0,4 % déterminée en dPCR. En dessous de ce seuil, la dPCR affichait
une supériorité par rapport a I'E-ice-COLD-PCR. En effet, le taux de détection
d’ADNtumc était de 3/9 (33 %) pour I'E-ice-COLD-PCR et pour ces 3 échantillons
positifs, la concordance entre les réplicats était médiocre et < 50 %. Les résultats de
ce travail permettent donc de positionner la dPCR comme une méthode de détection
plus sensible que I'E-ice-COLD-PCR. La méthode de dPCR nécessite cependant de
connaitre préalablement et précisément la mutation a rechercher. L’E-ice-COLD-PCR
permets de son c6té une détermination fiable du statut mutationnel KRAS circulant
jusqu'a une FA proche de 0,4 % et en aveugle du résultat de I'analyse tissulaire.

Cette méthode pourrait dans ce contexte s'inscrire dans une perspective
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diagnostique plasmatique avant la mise en route du traitement anti-EGFR. Cette
perspective semble d’autant plus réalisable qu'une étude récente de faisabilité a
montré la possibilité d’'une détection multiplex avec I'analyse dans le méme temps
d’autres génes d’intérét comme BRAF et NRAS sans perte de sensibilité de détection

(Mauger et al, 2016).

Intéréts cliniques

Actuellement, la réalisation d’'une biopsie tissulaire représente le plus souvent
une étape incontournable du parcours initial de soins d'un patient en oncologie
digestive. L’obtention d’une preuve histologique permet en effet d’orienter la prise en
charge thérapeutigue notamment dans le cas des tumeurs localement avancées ou
meétastatiques inacessibles a une prise en charge chirurgicale premiere. Dans I'AP,
cette situation représente la majorité des cas (= 80 %) et I'obtention du diagnostic
repose sur la réalisation d’'une EEBP avec cytoponction sous anesthésie générale.
Les résultats de notre travail n°5 montrent que la biopsie liquide comprenant
'analyse combinée de 3 biomarqueurs (CA19.9, CTC et ADNtumc) constitue une
alternative prometteuse avec une sensibilité et une spécificité équivalente a 'EEBP
(78 % versus 73 % et 91 % versus 88 %) pour le diagnostic d’AP. En situation
cholestastique (55 % des cas dans notre étude), la performance diagnostique de
'analyse combinée des 3 marqueurs était exactement superposable a celle de
'EEBP (sensibilité et spécificité de 78 % et 100 %, respectivement) et légerement
supérieure a celle du CA19.9 seul (74 % et 67 %) d’interprétation délicate dans cette
situation. Le choix des mutations KRAS comme cible de détection pour '’ADNtumc
était basée d’une part sur la fréquence importante de mutations hotspot au niveau de
ce géne dans 'AP et d’autre part, la rareté de ce type de mutations dans les types

tumoraux les plus frequemment pourvoyeurs de métastases pancréatiques (DeWitt
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et al, 2005; Sweeney et al, 2009). Les mutations KRAS sont par ailleurs rarement
retrouvées au niveau des clones hématopoiétigues impliqués dans les formes
précoces de myélodysplasies (a l'origine de potentiels faux positifs d’ADNtumc)
(Genovese et al, 2014; Jaiswal et al, 2014; Xie et al, 2014). Nous retrouvions un taux
de détection de 65 % pour 'ADNtumc chez les patients avec AP. Ce taux se situe
dans la fourchette supérieure des taux de détection rapportés jusqu’a présent dans
la littérature (Tableau 3). Cela peut en partie étre expligué par l'optimisation des
conditions préanalaytiques (étape de préamplification notamment), la méthode
ultrasensible de détection utilisée (dPCR) et la typologie de patients inclus dans
'étude (naifs de traitement carcinologique au moment du prélevement, stade
localement avancé/métastatique pour 75 % des patients). Dans la continuité de ce
travail, une étude prospective est actuellement en cours pour confirmer sur une série
indépendante la valeur diagnostique de la biopsie liquide en comparaison de 'EEBP
avec cytoponction pour les patients se présentant avec une masse pancréatique
tissulaire (NCT02072616). L'analyse a visée diagnostique de I'ADNtumc peut
€galement trouver son intérét dans d’autres situations oncologiques complexes
comme la présence d'une récidive en cas de multiples antécédents néoplasiques,
d'une découverte de cancer métastatique avec plusieurs primitifs synchrones ou
d’adénocarcinome de primitif indéterminé. Ainsi, Forshew et al. ont illustré ce concept
en prenant le cas d’'une patiente opérée simultanément de deux tumeurs primitives
synchrones ovariennes et colorectales (Forshew et al, 2012). Une récidive inopérable
pelvienne de localisation difficile d’acces se présentait 5 ans plus tard et I'analyse
comparative du profil mutationnel entre la biopsie liquide et les tissus tumoraux
primitifs permettaient de trancher en faveur de [lorigine ovarienne (mutation

commune au niveau du géne TP53 (p.R273H), absence des mutations circulantes



Page | 145

(Allenson et Localisé 15/33 (45,5 %)
al, 2017) 65 dPCR (Biorad) KRAS LA 4/13 (30,8 %)
| M+ 11/19 (57,9 %)
(Del Re et al, . LA 1/4 (25 %)
2017) 27 dPCR (Biorad) KRAS M 18123 (78.3 %)
Localisé
(Cohen et al, NGS (Safe- i
2017) 221 Seqs) KRAS (stacljlt)a let | 66/221 (30 %)
(Chggf;t % | 188 | dPCR (Biorad) KRAS M+ | 136/188 (72,3 %)
(Pietrasz et al, dPCR KRAS,TP53, LA 6/36 (16,6 %)
2017) o (Raindance) | Shnoa e M+ 44168 (64,7 %)
PIK3CA,STK11 (70
(Brychta et al dPCR (Thermo Localisé 11/38 (28,9 %)
y2016) |4 Fisher KRAS LA 1/6 (16,7 %)
Scientific) M+ 1/1 (100%)
(Hadzaonlz)e ‘81 105 | dpCR (Biorad) KRAS Localisé | 33/105 (31 %)
Localisé
(Kinugasa et _ (n=2) i
al, 2015) 75 dPCR (Biorad) KRAS LA (n=5) 47175 (62,6 %)
M+ (n=68)
(Earl et al Localisé 3/10 (30 %)
2015) ’ 31 dPCR (Biorad) KRAS LA 1/8 (12,5 %)
M+ 4/13 (30,8 %)
i Localisé 9/108 (8,3 %)
(Tazkgu1 ;t al, 259 (Ra?: dC;ice) KRAS LA 8/44 (18,2 %)
M+ 63/107 (58,9 %)
dPCR —
0
(Bettegowda (BEAMing) Localisé 59/116 (50,9 %)
etal, 2014) | °° NGS KRAS LA 0/5 (0 %)
, 0,
(SafeSeqs) M+ 30/34 (88,2 %)

Tableau 3. Taux de détection d’ADNtumc chez les patients avec AP

dPCR, PCR digitale ; NGS, Next-Generation Sequencing ; LA, localement avance ;

M+, métastatique
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retrouvées au niveau tissulaire colorectal telles que PIK3CA (p.E545K), KRAS
(p.G12V) ou TP53 (p.R248W). En I'absence d’altération génétique connue, plusieurs
travaux récents ont par ailleurs montré que I'analyse du profil de méthylation ou de
'empreinte nucléosomique de '’ADNc pouvait informer sur son origine tissulaire
majoritaire et orienter ainsi fiablement sur l'origine du cancer primitif ((Lehmann-
Werman et al, 2016; Snyder et al, 2016; Song et al, 2017). Ces données soulignent
le rationnel majeur a l'utilisation de la biopsie liquide dans une stratégie diagnostique
qui permettrait de simplifier et de raccourcir significativement la prise en charge des
patients lors du diagnostic initial ou d’'une récidive éventuelle.Le deuxieme aspect
gue nous avons étudié au sein des travaux n°4 a 6 est la valeur pronostique associé
a la présence d’ADNc. Il ressort ainsi de nos études de fagon systématique un
impact pronostique péjoratif en présence d’ADNc que I'on analyse la concentration
totale d’ADN ou sa fraction tumorale circulante. Nous avons montré dans le travail
n°5 sur une série de 34 patients avec CCRm que la survie de ces patients était
proportionnellement corrélée avec la concentration d’ADNtotc (temps médian de SG
a 4,8 mois, 8,2 mois, 11,3 mois et non atteint pour les quartiles >75 % (70 ng/mL),
50-75 % (20-70 ng/mL), 25-50 % (11-20 ng/mL) et < 25 % (11 ng/mL)
respectivement; p=0,024). Ce résultat a également été retrouvé dans le travail n°6
sur une méme typologie de patients avec un effectif cependant plus large (n=192). A
linitiation du traitement, les niveaux medians d’ADNtotc (24,4 ng/mL) et d’ADNtumc
(14,3 %) constituaient des facteurs indépendants de SSP (HRa=1,87, p=0,0002 et
HRa=1,78, p=0,0124, respectivement) et de SG (HRa=2,36, p<0,0001 et HRa=2,17,
p=0,0022, respectivement) et apparaissaient en ce sens plus discriminants que
'ACE, le CA19.9 ou les CTC. Ces données ont également été rapportées par

plusieurs études récentes et les principaux résultats sont indiqués en Tableau 4.
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(Vidal et al, 22 >1 dPCR ADNtumc (RAS), 43,6 vs 19,7,
2017) - (BEAMing) >1% p=0,04
(Grasselli et S dPCR ADNtumc (RAS),
al, 2017) o6 =1 (BEAMing) >0,1% 27.8vs 16,4
ADNtumc (KRAS,
(Garlan et 82 >1 dPCR BRAF, TP53, WIF1, 33,4 vs 36,8 vs
al, 2017) - (Raindance) NPY), 0,1 et 10 6,8, p<10™
ng/mL
ADNtotc (KRAS), 28,5vs 18,1,
7 =1 PCR .
(El 9 qapC mediane (26 ng/mL) p=0,009
Messaoudi ADNtumc (KRAS,
et al, 2016) 43 >1 thRleSf)\ BRAF), médiane 31’6_35023’3’
P (3,1 ng/mL) P=0,
115 >0 dPCR ADNtUme (RAS), ¢ 5 s 4.6 vs 2,7
(Tabernero (BEAMInQ) tertiles (NR)
et al, 2015) -
166 >0 gPCR ADNtot_c (LINE-1), |[6,4vs5,3vs4,4vs
guartiles (NR) 2,4
. ADNtotc (gCYG),
(Spindleret | 2 >2 gPCR médiane (13200 | 7,8 vs 4,7, p=0,02
al, 2014b)
alleles/mL)
(Spindler et ADNtotc (gCYG), 4
al, 2014a) | ©°° 2 aPCR 7100 allelesimL. | 58 VS 74, p<10
(Spindler et > ADNtumc (KRAS),
al, 2013) 55 =2 PCR SA médiane (NR) 9,3 vs 3,3, p<0,01
35 3 PCR SA ADNtumc (KRAS), |9,8vs4,7vs4,7vs
(Spindler et quartiles (NR) 2,1, p=0,0008
al, 2012)
36 3 gPCR ADNto'tc (9CYG) 14,5vs 9,4 vs 3,9
guartiles (NR) vs 3,6, p<10

Tableau 4. Impact pronostique de 'ADNc (baseline) chez les patients avec CCRm.

ADNtotc, ADN total circulant, ADNtumc, ADN tumoral circulant, CT, chimiothérapie;
dPCR, PCR digitale ; NR, non renseigné ; PCR SA, PCR spécifique d’allele ; gPCR,

PCR quantitative ; SG, survie globale
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Une méta-analyse regroupant les résultats de plusieurs de ces études (notamment le
travail n°5) a été publiée récemment et conforte le réle pronostique défavorable
associé a la concentration d’ADNtotc (Spindler et al, 2017). Un total de 10 cohortes
correspondant & 1076 patients avec CCRm était inclus. 1l n’y avait pas de différences
significatives pour la concentration médiane d’ADNtotc entre les différentes études et
la présence d’un niveau bas d’ADNtotc (inférieur a la médiane de chaque étude) était
significativement associée a une meilleure SG (HR=2.39, IC 95% 2,03-2,82,
p<0,0001). Dans le CCR localisé (stade ll-1l), nous finalisons actuellement une étude
sur la valeur pronostique préopératoire de I'’ADNc (NCT02556281, Programme
Hospitalier de Recherche Clinique 2009/066/HP). Les inclusions sont actuellement
terminées (n=293) et les résultats permettront d’évaluer la pertinence de ce
biomarqueur dans cette indication (en comparaison des CTC prélevées
concomitamment). Cette valeur pronostique de 'ADNc ne semble pas étre une
spécificité du CCR puisqu’elle a également été décrite dans de nombreux autres
types tumoraux et notamment I’AP. Nous montrions ainsi dans le travail n°4 que la
présence d’ADNtumc conférait une survie diminuée aux patients avec AP tous
stades confondus (5,2 versus 11 mois ; p=0,01). L’hypothése sous jacente est que
'ADNCc serait le reflet de I'extension néoplasique et le témoin direct de I'agressivité
tumorale dans la circulation sanguine. L’évolution de cette derniére entrainerait
parallelement un relargage des fragments d’ADN dans la circulation sanguine. Une
méta-analyse a été récemment publiée et comprenait 39 études, 4052 patients avec
10 types de tumeurs solides différentes (Ocafia et al, 2016). Un impact pronostic
péjoratif était la encore retrouvé en analyse multivariée a la fois pour I’ADNtotc
(HRa=1,91, IC 95 % [1,59-2,29], p<0,001) et TADNtumc (HRa=2,70, IC 95% [2,02-

3,61], p<0,001). Il n'y avait pas de différences d’'impact pronostique entre les types
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tumoraux tant pour 'ADNtotc que pour '’ADNtumc. La limite actuelle a I'évaluation
pronostique prospective de '’ADNc comme outil décisionnel est I'absence de seull
guantitatif validé ainsi que le manque de standardisation des conditions pré-
analytiques et analytiques utilisées.

Le troisieme et dernier aspect clinique que nous avons étudié dans ce travail
de thése est le monitoring sous chimiothérapie de la maladie métastatique par
'’ADNc. Nous avons étudié ainsi dans le travail n°6, le niveau de variation sous
chimiothérapie de I'’ADNtotc et ADNtumc en comparaison du niveau de variation
d’autres biomarqueurs comme I'ACE, le CA19.9 et les CTC afin de prédire le résultat
de I'évaluation scannographique a 3 mois selon les criteres RECIST 1.1. Nous
montrions qu’une variation entre SO et S6 de la concentration d’ADNtotc (seuil > -
0,067) ou de sa fraction tumorale (seuil > - 0,73) consituaient des facteurs
indépendants de progression tumorale (ORa=3,6 ; IC95 %=1,17-11,12 et ORa=4,81 ;
IC 95 %=1,39-16,69, respectivement). La cinétique de I'ACE au seuil > 0,05
apparaissait néanmoins encore supérieure aux niveaux de variation d’ADNc pour
prédire la progression (OR=16,64; IC 95 %=5,89-47,03). D’autres études ont
également montré que le niveau de variation d’ADNtumc chez les patients avec
CCRm était prédictif du résultat de I'évaluation scannographique a 2-3 mois. Ainsi,
Tie et al. montraient qu'une réponse objective a la chimiothérapie était plus
fréguemment observée en cas de décroissance d’un facteur = 10 de ’ADNtumc entre
SO et S2-3 (14/19 (74 %) versus 8/23 (35 %) en cas de décroissance <10, p=0,016)
(Tie et al, 2015). Dans ce travail, le niveau de variation entre SO et S2-3 de
I’ADNtumc apparaissait plus discriminant que celui de 'ACE pour prédire la réponse
a la chimiothérapie (ROC AUCaapnume=0,73, p=0,004 versus ROC AUCaace=0,52,

p=0,83). Par la suite, Garlan et al. retrouvaient des résultats similaires dans une série
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de 73 patients avec CCRm traités en lere ou 2° ligne de chimiothérapie. La
présence d'une variation = 80 % d’ADNtumc entre CO et C1l/C2 et/ou une
concentration d’ADNtumc <0,1 ng/mL a Cl1 ou C2 permettaient de prédire
significativement la réponse objective a la chimiothérapie (41 % versus 0 % en
'absence de I'un de ces criteres, p<0,001) (Garlan et al, 2017). Nous participions a
ce travail en procurant une série indépendante de validation (n=35) qui confirmait la
pertinence de ce score composite pour discriminer les patients de « bons » et
« mauvais » pronostics (SSP médiane de 6,5 versus 1,8 mois, p<0,05 et SG
meédiane de 14,7 versus 6,9 mois, p<0,02). L’étude du niveau de variation de
'ADNtumc semble donc constituer une piste intéressante pour le monitorig des
patients sous chimiothérapie mais ouvre la voie a de nombreuses questions comme
notamment le timing des prélévements, le choix du seuil et celui du critéere de
jugement (évaluation de la réponse ou de la progression). L'intérét de 'ADNtumc
dans cette indication devra par ailleurs étre évalué par rapport a celui de I'ACE utilisé
depuis de nombreuses années en routine. Dans ce contexte, nous avons initié
I'étude prospective multicentrique COCAMACS (NCT02872779) qui évalue l'intérét
de I’ADNtotc, de 'ADNtumc et de I'ACE chez les patients débutant une lere ligne de
chimiothérapie pour un CCRm. Chaque biomarqueur sera prélevé a S0, S2, S4 et
S12 et leur résultat sera confronté au résultat de I'évaluation scannographique a 3

mois.
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Perspectives et conclusion

La détection non invasive de mutations prédictives d'efficacité ou de
résistance au traitement semble étre I'application clinique la plus proche d’étre utilisé
en situation diagnostique de routine. La FDA et TEMA ont déja approuvé les tests
diagnostiques Cobas® et Therascreen® pour la détection circulante plasmatique des
mutations EGFR dans l'adenocarcinome pulmonaire. Cette mesure constitue le
premier pas de l'implémentation en pratique quotidienne de ce biomarqueur. Dans le
CCRm, de nombreuses études de faisabilité ont montré la concordance entre
'analyse tisulaire et plasmatique pour la détermination du statut mutationnnel
RAS/BRAF. L'étude francaise PANIRINOX (NCT02980510) évalue le taux de
réponse complete des patients avec CCRm traités par bi ou trichimiothérapie + anti-
EGFR et a franchi le pas de sélectionner les patients éligibles sur la base de leur
statut mutationnel circulant RAS/BRAF.

Pour le diagnostic de maladie résiduelle, plusieurs études rétrospectives de
faible effectif ont montré l'intérét de monitorer TADNtumc en postopératoire pour le
diagnostic fiable, sensible et précoce de récidive aprés exérese curative de CCR
(Diehl et al, 2008a; Reinert et al, 2015; Tie et al, 2016; Schgler et al, 2017). Notre
eéquipe a réecemment obtenu le financement du PHRC ASPIK (étude PRODIGE 50,
PHRC K15-090) qui évaluera l'intérét de I'aspirine versus placebo en association au
traitement adjuvant chez les patients opérés d’'un cancer colique de stade Il et Il &
haut risque comportant une mutation du gene PIK3CA (soit un screening de plus de
2000 patients pour inclure les 264 patients attendus dans I'étude). Nous avons
déposé une demande de financement pour la réalisation de I'étude ancillaire
CLASSIC qui consistera a évaluer pour les 1000 premiers patients screenés la valeur

prédictive négative de l'absence de détection d’ADNtumc pour le diagnostic de
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récidive. Ce monitoring par 'ADNtumc sera réalisé tous les 6 mois pendant 3 ans et
confonté aux données du suivi standard postopératoire (ACE et imagerie).

Enfin, de nombreuses questions restent encore en suspends notamment dans
la compréhension physiopathologique du relargage d’ADNc. En effet, I'explication
exacte de ce relargage reste pour l'instant non résolue de méme que la question
d'un relargage différentiel entre les différents sites tumoraux (primitifs ou
métastatiques). Concernant cette derniére question, plusieurs éléments de réponse
pourront étre apportés par I'étude autopsique de modéles humains (ou animaux) telle
gue proposée dans I'étude CASCADE (Cancer Tissue Collection After Death) qui
permets I'accés aux tissus tumoraux de patients avec un cancer en phase terminale
(Alsop et al, 2016). D’autres questions subsistent comme : existe-t-il un rythme
circadien de libération d’ADNc et si oui, quels sont les facteurs phyiologiques
intervenant dans cette libération ? Comment évolue la cinétique de relargage d’ADNc
aprés l'administration d’'un traitement (chimioithérapie, radiothérapie) ? Par quels
moyens ce relargage doit —il étre appréhendé (ADNtumc, ADNtotc, intégrité) ?

En conclusion, TADNtumc se positionne comme un biomarqueur susceptible
d’étre utilisé a chaque étape du parcours de soins en oncologie. La conception de
plusieurs études prospectives interventionnelles I'utilisant comme outil décisionnel de
méme que son intégration aux études ancillaires de nombreux essais thérapeutiques
rendent compte de l'intérét de la communauté scientifique a son égard. Plusieurs
colloques spécifiques dédiés ont par ailleurs vu le jour dont le symposium
international circulating nucleic acids in plasma and serum (CNAPS). Ces études et
manifestations scientifiques sont fondamentales pour améliorer les connaissances
sur TADNtumc de méme que pour avancer sur la standardisation des conditions

préanalytiques et analytiques dévolues a ce biomarqueur.
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