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1-Objectifs de thése

1-1Justification scientifique et description générale

1-1-1 Etat actuel des connaissances sur la pathologie

Le cancer du pancréas (CP) est I'un des plus létaux avec un taux de survie a 5 ans
<5%, tous stades confondus. Selon l'Institut national contre le cancer, il y a eu plus
de 11000 cas en 2012 soit une augmentation de plus de 4,7%/an entre 2005 et 2012.
Son incidence augmente encore et il pourrait devenir la deuxiéme cause de déceés par
cancer d’ici 2025 en Europe et aux Etas Unis[1]. Le pronostic reste mauvais malgré
les progres du diagnostic par imagerie a haute résolution et les traitements avec de
nouveaux protocoles de chimiothérapie (gemcitabine, FOLFIRINOX et nab-paclitaxel).
En effet, une grande majorité des patients (85%) consultent tardivement pour des
tumeurs localement avancées et / ou avec des meétastases. Ceci s’explique par
I'absence de symptdmes spécifiques et de marqueurs précoces pour cette maladie par
ailleurs trés agressive. Pour ces patients, la survie globale a doublé au cours des 15
dernieres années (la survie médiane est passée de 6 a 12 mois), mais la survie a 5

ans reste inférieure a 3%[2,3].

1-1-2 Etat des connaissances sur les traitements/stratégies/procédures de référence
et a I'étude.

A coété du caractére agressif du CP se pose en pratique clinique le probléme majeur
du temps de latence entre la suspicion du cancer et la mise en place du traitement. En
particulier, dans le cadre de traitements néoadjuvants a la chirurgie, une preuve
histologique est obligatoire avant d’engager tout traitement, malgré les progrés de
'imagerie médicale. Or, le délai d’obtention d’'une réponse non ambigué peut encore

aggraver le retard de la prise en charge. De plus les données de la littérature
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confirment que l'allongement du délai de prise en charge diagnostique gréve le
pronostic[4,5]. L’écho-endoscopie ponction est 'examen de référence pour I'obtention
de cette preuve histologique avec une sensibilité variant de 75 a 98 % et une spécificité
variant de 71 a 100% [6]. Néanmoins, sa valeur prédictive négative varie selon les
séries de 33 a 85%. Ceci rend compte d’'un taux de faux négatifs de 50% en moyenne,
impliquant des biopsies itératives morbides et des anesthésies répétées[6]. De plus,
le rendement de I'’écho-endoscopie avec ponction est influencé par I'expérience de
'opérateur et la taille de la tumeur. Par ailleurs, le seul marqueur circulant biologique
actuellement utilisé en routine est le dosage du CA 19-9 sanguin, mais il n’est pas
recommandé par la HAS pour le diagnostic car peu sensible et peu spécifique
respectivement 68 et 70%][7].

1-2 Hypothéses de la recherche et résultats attendus

Les tumeurs primaires relarguent dans le sang des fragments de la tumeur primaire
comme les cellules tumorales circulantes CTCs, des acides nucléiques ou des EVs,
qui témoignent de sa présence, et dont I'identification et la quantification constituent
un nouveau champ d’analyse de biomarqueurs circulants appelé biopsie liquide[8],
lorsqu’ils sont recherchés dans les fluides biologiques comme le sang.

La détection de CTCs, de ctDNA et d’exosomes GP1C" pourrait constituer une biopsie
liquide, non invasive, facilement réalisable en amont ou en absence d’examen
anatomo-pathologique concluant pour le diagnostic de [I'adénocarcinome
pancréatique. De nombreuses publications récentes concernant le cancer du sein, le
cancer colorectal et le cancer de la prostate ont montré que la recherche de CTCs
avec la méthode CellSearch® (approuvée FDA-USA)[9] était un outil trés prometteur
et trés performant pour I'évaluation du pronostic des patients [10,11]. De plus,

I'identification de mutations dans les CTCs est utile pour prédire la résistance au
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traitement de certaines tumeurs comme cela a été démontré pour le cancer du sein
[12]. Ce test pronostique est actuellement implanté en routine dans la pratique clinique
et approuvé par la FDA pour le monitoring du cancer du sein, prostate et colon[13].
Des études récentes ont montré que des CTCs sont détectables dans le cancer du
pancréas mais lorsque ce travail a débuté, il y avait peu de données sur la sensibilité
et la spécificité de la détection de CTCs dans le sang périphérique et portal chez les
patients résécables d’emblées [14,15].

L'ADN tumoral circulant (ctDNA) dans le plasma est une cible potentielle non invasive
pour le diagnostic du CP. Le ctDNA, qui porte des mutations génétiques spécifiques,
a été utilisé pour analyser les altérations de séquences somatiques dans divers
cancers grace au séquencgage de nouvelle génération (NGS) ou a la PCR digitale
(ddPCR)[16]. Récemment, plusieurs études ont montré la faisabilité et la valeur
clinique de l'utilisation du ct DNA pour dépister et détecter d'éventuelles altérations
geéneétiques dans de multiples cancers[17]. Mais peu d'études avaient étudié I'utilité
clinique du ctDNA dans le cancer du pancréas en dehors des stades avancé et

métastatique[14].

Les exosomes, sécrétés par toutes les cellules saines et cancéreuses, contiennent
des biomolécules fonctionnelles (y compris des protéines, des acides nucléiques et
des lipides). lls se distinguent des corps apoptotiques et des microvésicules par leur
taille, leur origine et leur composition hétérogéne. Les exosomes de 30-150 nm de
diameétre sont des vésicules extracellulaires générées par le bourgeonnement de la
membrane vers l'intérieur (endocytose), ce qui conduit a la formation de corps
multivésiculaires et a leur libération par exocytose. Les exosomes sont des médiateurs

importants pour les communications intercellulaires. lls régulent le
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microenvironnement de la cellule émettrice, mais peuvent étre capté par des cellules
cibles d’organes distants[18]. En cancérologie, il a été démontré que les exosomes
peuvent promouvoir le développement du cancer, stimuler la transition épithélio-
mésenchymateuse, en particulier pour le cancer du pancréas, stimuler I'angiogénése,
activer les fibroblastes dans le stroma, générer une niche pré-métastatique et inhiber
les réponses immunitaires de I'héte[19, pour revue]. Ces fonctions sont probablement
liees au contenu spécifique des exosomes. lls sont caractérisés par des marqueurs
spécifiques de leur nature exosomale, mais aussi du type cellulaire qui les a émis. De
facon trés intéressante, ils peuvent aussi porter des marques de [I'état
physiopathologique de la cellule émettrice. Le diagnostic et le suivi du cancer par le
biais des exosomes ont été largement encouragés en raison de I'apparente facilité
d'isolement et d'identification des exosomes dans les fluides corporels, en particulier
le sang périphérique[20]. Dans ce sens, la publication de Melo et al[21], a permis
d’'identifier des exosomes Glypican-1" (GPC1+) comme marqueurs diagnostiques,
prédictifs et pronostiques de 'adénocarcinome canalaire pancréatique. Le GPC1 est
un protéoglycane de type héparane sulfate normalement présent a la surface
cellulaire. Les héparan sulfates sont des coactivateurs de voies impliquant des
facteurs de croissance dépendants la liaison a I'néparine (comme les FGFs). lIs sont
surexprimés dans les cancers du pancréas. Ces protéines jouent un réle dans le

contréle de la division cellulaire et de la régulation de la croissance[21].

Ainsi, la détection de I'ensemble des éléments de biospie liquide (CTCs, ctDNA,
exosomes GP1C") dans le sang de patients atteints d’adénocarcinome pancréatique
semble étre une approche particulierement prometteuse a ajouter dans l'arsenal

pauvre des outils diagnostiques actuellement disponibles.



15

1-3 Objectifs de la recherche

1-3-10bjectif principal

L’objectif principal était d’estimer la sensibilité diagnostique des méthodes
CellSearch®, Oncoquick® et Rosettesep ™ pour la détection de CTC, la méthode
ddPCR pour la détection d’ADN tumoral circulant (recherche de KRAS muté) et la
détection/quantification des GP1C+ dans le sang portal et périphérique, dans le
diagnostic de cancer du pancréas, chez les patients avec suspicion de cancer de la
téte du pancréas résécable d’emblée.

1-3-2 Objectifs secondaires

Les objectifs secondaire etaient :

D’estimer les performances diagnostiques des différentes procédures de

détection des CTCs, de ctADN et GP1C+ dans le sang périphérique dans le
diagnostic du cancer du pancréas.

- De comparer les performances diagnostiques des différentes procédures entre
elles dans le sang portal. Comparer les performances diagnostiques des
procédures selon si elles portent sur le sang portal ou le sang périphérique

- De comparer les éléments tumoraux détectés avec les parametres clinico-
biologiques en lien avec et les outils diagnostiques conventionnels utilisé pour
le suivi de la maladie (évaluation TDM de la tumeur taille et envahissement
locorégional et métastatique, dosage CA 19-9)

- D’evaluer I'association entre I'évolution du patient a 15 mois (décés, récidive,
localisation secondaire) et le nombre de CTC détectées la quantité de ctDNA et

d’exosomes GP1C+.
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Présentation du manuscrit
Le manuscrit se présente sous la forme de quatre articles :
-Deux articles de revues :

le premier article étudie la littérature sur les modalités diagnostiques du CP. Une
premiére partie de dernier effectue un rappel des modalités diagnostiques avec les
outils de la pratique clinique courante (ie dosage du CA 19-9, scanner, IRM, écho-
endoscopie ponction). Nous avons ensuite fait une revue de la littérature sur les
travaux fait sur I'étude des éléments circulant (ie ct DNA, CTC, onco-exosomes et
tumor educated platelets) et leurs valeurs diagnostique et pronostique dans le CP.

Le second article étayant I'intérét d’effectuer des biopsie liquide au plus proche de la
tumeur. En effet eu égard au caractére rare des éléments circulants plusieurs travaux
ont eu comme hypothése de ponctionner les vaisseaux de drainage des organes
atteint. ACet article détaille la littérature concernant 'adénocarcinome canalaire du
pancréas du cancer colorectal et la ponction de la veine porte, le carcinome
hépatocellulaire et la ponction de la veine porte et des veines sus-hépatiques enfin le
cancer du poumon non petites cellules et la ponction des veines pulmonaires.

-Deux articles originaux :

Nous avons congu un essai clinique prospectif (PANC-CTC# NCT03032913) visant a
détecter les cellules tumorales circulantes (CTC), ’ADN tumoral circulant (ADNCct) et
les onco-exosomes chez les patients atteint de CP et chez les patients d’'un groupe

témoin sans antécédent de cancer, opérés d’'une pathologie bénigne en appliquant
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différentes méthodes. Pour les CTCs, il s’agissait de I'enrichissement et détection de
CTCs par la méthode CellSearch© (méthode de référence approuvé par la FDA),
meéthode d’enrichissement de CTCs RosetteSep® et OncoQuick® puis quantification
de ’ADN tumoral par dd-PCR. Les exosomes ont été isolés puis caractérisés avec le
taux d’expression de Glypican-1(marqueur spécifique du CP Melo et al. Nature 2015).
Le statut de mutation KRAS des tumeurs primaires, a également été recherché sur les
pieces opératoires. Tous les patients de I'étude (groupe témoin et groupe CP) ont eu
un prélévement de sang périphérique, les patients du groupe CP ont eu un
prélevement de

sang portal en peropératoire.

Ainsi la premiére étude consistait a évaluer les performances diagnostique avec la
détection des exosomes GPC1 positif et de 'ADN tumoral circulant. De plus nous
avons étudié la corrélation du taux d’exosomes GPC1 positif avec les paramétres
pronostique clinique et anatomopathologique.

La seconde étude constistait a aborder les résultats de détection des éléments
circulant dans son ensemble. Nous avons ainsi etudié l'intérét d’'une approche
« combinée de biospsie liquide » a travers trois méthodes d’enrichissement/détection

des CTC et le taux d’exosomes GPC1 positifs.
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Revue de la littérature : la biopsie liquide dans I'adénocarcinome canalaire
pancréatique

Résumé

Le cancer du pancréas est un probléme de santé publique et médical en raison de son
incidence croissante, de I'absence d'outils de diagnostic précoce et de son agressivite.
Malgré les progrés récents de la chimiothérapie, le taux de survie a 5 ans demeure
inférieur a 5 %. Les biopsies liquides sont particulierement intéressantes d'un point de
vue clinique parce qu'il s'agit de biomarqueurs non invasifs libérés par les tumeurs
primaires et les métastases, qui reflétent a distance le fardeau de la maladie. Des
études pilotes ont été menées chez des patients atteints de cancer du pancréas afin
d'évaluer la détection des cellules tumorales en circulation, de I'ADN tumoral circulant,
des exosomes et des « tumor educated pletelets ». Il existe une hétérogénéité des
méthodes d'isolement des éléments tumoraux circulants ainsi que de la cible utilisée
pour leur identification. Les performances pour le diagnostic du cancer du pancréas
varient en fonction de la technique mais aussi du stade de la maladie : 30 a 50% des
tumeurs résécables sont positives contre 50 a 100% dans les cas localement avancés
et/ou métastatiques. Une valeur pronostique significative est démontrée dans 50 a
70% des études cliniques pilotes, quel que soit le type de biopsie liquide. C'est un
outil prometteur, mais de vastes études prospectives font défaut, y compris des
cohortes homogénes de patients atteints de cancer du pancréas. Une approche
possible pourrait étre la combinaison de plusieurs méthodes pour détecter les

éléments tumoraux circulants.
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2-1Summary

Pancreatic cancer is a public health and medical problem because of its increasing
incidence, the absence of early diagnostic tools as well as its aggressiveness. Despite
recent progress in chemotherapy, the 5-year survival remains below 5%. Liquid
biopsies are of particular interest for a clinical point of view because they are non-
invasive biomarkers released by primary tumours and metastases, remotely reflecting
disease burden. Pilot studies have been conducted in pancreatic cancer patients
evaluating the detection of circulating tumour cells, cell-free circulating tumor DNA,
exosomes and tumor-educated platelets. There is a heterogeneity of the methods for
isolation of circulating tumor elements as well as the target used for their identification.
The performances for the diagnosis of pancreatic cancer vary depending of the
technique but also the stage of the disease: 30 to 50% of resectable tumor are positive
versus 50 to 100% in locally advanced and/or metastatic cases. A significant
prognostic value is demonstrated in 50 to 70% of pilot clinical studies, whatever the
type of liquid biopsy. It is a promising tool, but large prospective studies are lacking,
including homogeneous cohorts of pancreatic cancer patients. One possible approach

might be the combination of several methods for detecting circulating tumour elements.

Keywords: pancreatic ductal adenocarcinoma; circulating tumor cells; circulating cell

free tumor DNA,; extracellular vesicles; exosomes; KRAS oncogene; liquid biopsy.
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2-2Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cancer is a real public health problem and
a medical and scientific challenge because of its increasing incidence, the absence of
reliable early biomarkers, the absence of preventive screening and efficient therapies
to defeat these aggressive and highly heterogeneous neoplasms [1-3]. The only
curative treatment is surgery, which is only possible in 15% of cases. For other
patients, the tumour is already metastatic at time of diagnosis or locally advanced.
Despite application of chemotherapy protocols such as FOLFIRINOX, which increases
survival after palliative or adjuvant therapies, the 5-year survival remains below 5% [4—
6]. In parallel with the search for new treatments, several challenges must be
undertaken to help alleviate the dismal prog