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Continue d'avancer, ne t'arrête pas. Car avancer, c'est aller vers la perfection. Marche, sans 

craindre les épines ou les pierres tranchantes dont est parsemé le sentier de la vie. 

KHALIL GIBRAN 
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RESUME 

 

Après sa découverte en 1948, l'ADN circulant (ADNcir) a été étudié dans divers domaines. Il 
est devenu un biomarqueur émergent, en particulier en oncologie, un domaine dans lequel 
plusieurs travaux ont récemment cherché à étudier son intérêt dans le dépistage et la 
détection précoce du cancer. La première partie de ma thèse a été consacrée à l’étude des 
caractéristiques quantitatives et structurelles de l’ADNcir, en prenant en compte son origine 
(ADNcir nucléaire et mitochondrial) et sa structure (fragmentation et profil de taille), pour le 
dépistage et la détection précoce du cancer. Deux paramètres, le Ref A 67 (concentration 
totale d’ADNcir nucléaire) et le MNR (Rapport entre la concentration de l’ADNcir 
mitochondrial et nucléaire), ont été quantifiés par q-PCR dans un modèle murin puis validés 
dans les milieux des cellules en culture pour évaluer leur potentiel à discriminer un état sain 
d’un état cancéreux. Ces deux paramètres ont été quantifiés chez l’Homme, en prenant en 
compte d'autres paramètres quantitatifs et structurels de l'ADNcir, après réajustement en 
fonction de l’âge, dans le plasma de 289 individus sains, 99 individus à risque de cancer 
colorectal (CCR) et 983 patients atteints de CCR (n = 791), de cancer du sein (n = 169) et 
d'autres cancers (hépatocellulaire, pancréatique, ovarien et lymphome) (n = 23). Par une 
approche d’apprentissage automatique, nous avons combiné ces différents paramètres dans 
un modèle de prédiction en utilisant des arbres de décision pour la classification des patients 
sains et cancéreux. Nous avons obtenu des résultats très encourageants, en particulier pour 
les cancers de stades précoces. Cette méthode semble prometteuse pour une détection 
précoce et non invasive du cancer. L'ajout d'autres biomarqueurs, comme le profil de taille ou 
le profil de méthylation de l'ADNcir, pourrait encore en augmenter le potentiel.  

La deuxième partie de ma thèse a été consacrée à l’étude de la relation entre la quantité 
d’ADN extracellulaire d’origine nucléaire et mitochondriale dans le milieu de culture 
d’embryons, et la qualité de ces embryons lors d’une fécondation in vitro (FIV).  En effet, il a 
été montré qu’un embryon libère de l’ADN extracellulaire dans le milieu de culture lors d’une 
FIV, et que cet ADN pourrait être un biomarqueur prédictif de la qualité de l’embryon et servir 
comme test génétique préimplantatoire (PGT) non invasif. Nous avons détecté le gène SRY 
dans le milieu de culture afin de déterminer le sexe de l’embryon, ce qui constitue une 
information importante dans les cas des maladies génétiques liées au sexe. Nous avons 
également entrepris de détecter la présence de la mutation Delta F508 du gène CFTR 
responsable de la mucoviscidose par analyse de l’ADN extracellulaire issu d’embryons à 
risque, afin d’évaluer son potentiel en tant que PGT non invasif.  
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ABSTRACT 

 

After its discovery in 1948, circulating DNA (cirDNA) was studied in various fields. It has 
become an emerging biomarker, particularly in oncology, and several studies have recently 
sought to investigate its interest in cancer screening and early detection. The first part of my 
thesis was devoted to the study of the quantitative and structural characteristics of cirDNA, 
taking into account its origin (nuclear and mitochondrial cirDNA) and its structure 
(fragmentation and size profile), for the screening and early detection of cancer. Two cirDNA 
parameters, the Ref A 67 (total nuclear cirDNA concentration) and the MNR (Mitochondrial to 
Nuclear Ratio), were quantified by q-PCR in a mouse model and further validated in cell culture 
media to assess their potential to discriminate between a healthy and a cancerous state. These 
two variables were evaluated by taking into account other quantitative and structural 
parameters of cirDNA, after age adjustment, in the plasma of 289 healthy individuals, 99 
individuals at risk of colorectal cancer (CRC) and 983 patients with CRC (n = 791), breast cancer 
(n = 169) and other cancers (hepatocellular, pancreatic, ovarian and lymphoma) (n = 23). 
Through a machine learning approach, we combined these different parameters into a 
prediction model using decision trees for the classification of healthy and cancer patients. We 
have obtained very encouraging results, especially for early-stage cancers. This method seems 
promising for early and non-invasive cancer detection. The addition of other biomarkers such 
as the size profile of the cirDNA or the detection of methylation markers could further increase 
its potential.  

The second part of my thesis was devoted to the study of the relationship between the 
quantity of extracellular DNA of nuclear and mitochondrial origin in the embryo culture 
medium, and the quality of these embryos during in vitro fertilization (IVF). It has been shown 
that an embryo releases extracellular DNA into the culture medium during IVF, and that this 
DNA could be a predictive biomarker of embryo quality and thus be used as a non-invasive 
preimplantation genetic test (PGT). We detected, as well, the SRY gene in the culture medium 
to determine the sex of the embryo, which is an important information in the case of gender-
related genetic disorders. We also tried to detect the presence of the Delta F508 mutation of 
the CFTR gene responsible for cystic fibrosis, by analyzing extracellular DNA from high-risk 
embryos to assess its potential as a non-invasive PGT.  
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I. Introduction générale : L'ADN circulant  
 

A. Découverte, historique, et généralités 

 

L’ADN extracellulaire (ADNcf pour cell-free DNA) provient de L’ADN nucléaire (ADNnu) et/ou 

mitochondrial (ADNmt) libéré hors de la cellule. In vivo, ces molécules peuvent se retrouver 

dans les fluides non circulants (lait, urine…), et in vitro dans le surnageant de culture de 

cellules, d’organoïdes ou d’embryons (Figure 1). Ils sont également présents dans les fluides 

biologiques circulants, comme le sang et la lymphe, et constituent ainsi l’ADN extracellulaire 

circulant (ADNcir). 

 

Figure 1: L’ADN extracellulaire 

 

Il y a plus de 70 ans, Mandel et Metais furent les premiers à démontrer la présence d’acides 

nucléiques dans le sang d’individus sains et de patients atteints de cancer (1), mais ce n'est 

que trente ou quarante ans plus tard que certains groupes se sont vraiment intéressés à ce 

composé biologique. 

En 1963, Stroun et Anker ont montré qu’une hétérogreffe peut provoquer des modifications 

susceptibles de se transmettre à la descendance chez des plantes génétiquement stables (2, 

3). Ils ont ainsi émis l’hypothèse que ces modifications sont dues à un transfert d’ADN de la 
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plante « mentor » à la plante « pupille », et que cette information est transmise à la 

descendance. Les auteurs ont corrélé cette observation aux « gemmules » de Darwin. En effet, 

Darwin avait suggéré que toutes les unités du corps, en plus d'avoir le pouvoir de croître par 

division cellulaire, rejettent des « gemmules » minuscules qui sont dispersées dans le système 

(4). Cette hypothèse était basée sur l’observation selon laquelle, dans le cas d’une hybridation 

par greffe, les tissus des plantes contiennent une matière formatrice, connue pour être l’ADN 

aujourd’hui, capable de se combiner avec celle d'un autre individu, et de reproduire chaque 

unité de l'organisme entier d’origine.  

En 1966, Tan et al. ont montré que l’ADN circulant était présent dans le sang de patients 

atteints de lupus érythémateux disséminé (5), entraînant la formation d’anticorps anti-ADN. 

Par la suite, l’intérêt pour l’ADN circulant a augmenté dans le domaine du diagnostic prénatal, 

en particulier lorsque Lo et al. ont mis en évidence, en 1997, de l’ADN d’origine fœtale dans 

la circulation sanguine de femmes enceintes (6). 
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B. Domaines d’intérêt de l’analyse de l’ADN circulant 

 

La découverte des ADN circulants en 1948 (1) a conduit à des recherches approfondies quant 

à son utilisation dans divers domaines. Il est en particulier devenu un biomarqueur émergent 

en oncologie, et a fait l’objet de nombreuses recherches translationnelles et cliniques. 

L’analyse de l’ADN circulant est actuellement utilisée en pratique clinique dans le diagnostic 

prénatal et constitue un biomarqueur prometteur dans d'autres domaines, tels que les 

maladies auto-immunes, le trauma, le sepsis, l'infarctus du myocarde et autres (Figure 2). 

 

Figure 2: Les domaines d’intérêt de l’ADN circulant 

 

1. L’ADN circulant en oncologie 

 

En 1977, Leon et al. (7) ont démontré que la concentration d'ADN circulant chez les patients 

atteints de cancer est supérieure à celle des individus sains. Stroun et al. (8) ont ensuite 

identifié et caractérisé l'ADN circulant d'origine tumorale dans le sang des patients cancéreux. 

En 1989, Stroun et Anker (9) ont montré que chez ces patients, l’ADN circulant est composé 

en partie d’ADN circulant d’origine tumorale portant les altérations génétiques et 

épigénétiques propres aux cellules tumorales, caractérisant ainsi, à partir de cet ADN, les 

altérations moléculaires propres à la tumeur. 

L’intérêt de la communauté scientifique en oncologie pour les ADN circulants a donc grandi à 

mesure que cet analyte permettait de fournir des informations relatives au diagnostic, au 
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pronostic et au théranostic, faisant naître la notion de « biopsie liquide » pour la gestion du 

cancer et la prise en charge des patients cancéreux (10, 11). Cette partie sera développée 

dans la partie III du manuscrit « ADN circulant et dépistage du cancer ». 

L'analyse de la biopsie liquide est une analyse non invasive de la tumeur, disponible en une 

simple prise de sang, et pouvant être examinée régulièrement au cours du traitement, ce qui 

permet de contourner les difficultés rencontrées aujourd'hui en pratique clinique, concernant 

les limites de l’analyse du tissu tumoral (12) ou encore le suivi des résistances acquises en 

réponse aux thérapies ciblées (13, 14). De plus, elle fournit une idée globale de la tumeur en 

prenant en compte son hétérogénéité. Plusieurs techniques sont en cours de développement 

afin de détecter et caractériser ces ADNcir chez les patients cancéreux, comme le séquençage, 

la PCR digitale et d’autres approches (15, 16).  

 

2. Le diagnostic prénatal 

 

 

Figure 3: La présence d’ADN d’origine fœtale dans le circulation des femmes enceintes (17) 

 

La présence d'ADN d'origine fœtale dans le plasma des femmes enceintes a été montrée par 

Lo et al. (6) (Figure 3). Cette découverte a permis par la suite de développer des méthodes 

non invasives pour le diagnostic prénatal (18), de génotyper le fœtus chez les femmes 

enceintes (19, 20), et d'éviter ainsi les risques associés à certaines pratiques comme les 

amniocentèses par exemple (21). Cette découverte a favorisé la recherche dans ce domaine 

et a contribué à la réalisation de certains tests cliniques comme la détection d'aneuploïdies 

chromosomales chez le fœtus (22, 23), l'évaluation du sexe du fœtus (24), et le génotypage 

du rhésus D fœtal (25). Cette partie sera développée dans la partie IV du manuscrit. 
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3. Autres domaines 

 

Outre le cancer et le diagnostic prénatal (26), l'analyse des ADN circulants a été évaluée dans 

d’autres domaines comme celui des maladies auto-immunes. Plusieurs groupes ont en effet 

démontré, chez les patients atteints de lupus érythémateux systémique, une maladie auto-

immune chronique touchant de nombreux organes et caractérisée par la formation d’auto-

anticorps contre l’ADN double brin et d’autres composants nucléaires par exemple, que le 

taux d'ADN circulant dans le plasma était supérieur à celui des individus sains (27–29). En 

outre, les variations de sa concentration reflétaient les changements dans la progression de 

la maladie, particulièrement lors d’une détérioration de l’état de santé des malades (30). 

L’analyse de l’ADN circulant s’est également révélée utile dans les cas du rejet ou des lésions 

des greffes d'organes solides grâce à la détection de l’ADN provenant du donneur dans le sang 

du receveur (31). L’ADN du donneur a été quantifié en détectant des différences de SNP 

(single-nucleotide polymorphism) (32) ou d’autres signatures génétiques (33) dans le plasma 

des receveurs de transplantation cardiaque par exemple. Cet ADN augmente 

considérablement avant les événements de rejet. Des résultats similaires ont été observés 

pour la greffe du foie où la détermination de l’ADN circulant relatif au donneur dans le plasma 

reflétait la santé de l’organe (34) et a permis une discrimination plus précoce et sensible d’un 

rejet aigu (35). Dans le cas de la transplantation rénale, des études ont également montré que 

cet ADN peut être utilisé pour évaluer les lésions et le rejet des allogreffes (36, 37). 

En outre, il a été démontré que l'ADN circulant fournit une grande précision pronostique chez 

les patients atteints de sepsis grave (38, 39), infection générale de l'organisme résultant de la 

présence d’agents pathogènes dans le sang ou les tissus. 

Enfin, chez des patients atteints d'infarctus du myocarde, les taux d’ADN circulant nucléaire 

(40) et mitochondrial (41) étaient supérieurs à ceux des contrôles. Des données disponibles 

suggèrent aussi que les taux d’ADNcir pourraient fournir des informations pronostiques pour 

l'évaluation de la gravité et de l'issue d’un accident vasculaire cérébral (42, 43).  
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A. Origines, structures et fonctions des ADN circulants 

 

1. Origines et structures des ADN circulants 

 

L’ADN circulant est présent dans la circulation des individus sains comme dans la circulation 

des femmes enceintes et des patients atteints de différentes pathologies (cancer et autres) 

(44, 45). Il provient majoritairement des cellules tumorales, des cellules saines, des cellules du 

système immunitaire, des cellules fœtales, et même des cellules du microenvironnement 

tumoral. 

Bien que l’origine de l’ADN circulant soit étudiée depuis plusieurs années, le mécanisme de 

libération n’est pas encore élucidé. Une hypothèse est celle de plusieurs sources et 

mécanismes qui conduiraient à la présence de cet ADN sous différentes formes et structures 

(Figure 4) (44–47): 

 

 

Figure 4: Différentes origines et structures des ADN circulants (48) 

 



I. Introduction générale : l’ADN circulant 

 
25 

a) La mort cellulaire 

 

· Apoptose 

De nombreuses études suggèrent que la mort cellulaire par apoptose est l’une des principales 

sources d’ADN circulant. Ce processus de mort cellulaire programmée se caractérise par des 

changements morphologiques de la cellule et des mécanismes biochimiques ATP-dépendants 

(49). L’apoptose provoque le clivage systématique de l’ADN génomique en multiples de 160 à 

180 paires de bases (pb) (50), et par la suite, la libération de mono- (~166pb) et poly-

nucléosomes (~332pb, 498pb) dans la circulation (46, 51, 52). L’ADNcir dans le plasma 

présente fréquemment une disposition en échelle (ladder pattern) en électrophorèse qui 

rappelle souvent celle des cellules apoptotiques. D’ailleurs, en 1990, Rumore et al. (53) ont 

montré que les ADN circulants présents dans le plasma de patients atteints de Lupus 

érythémateux disséminé présentent une taille comprise entre 160 et 180 pb.  

Le nucléosome est donc l’une des principales structures sous laquelle se présentent les ADN 

circulants. Un nucléosome est composé d’un octamère d’histones (2H2A, 2H2B, 2H3 et 2H4) 

associé à de l’ADN double brin enroulé autour de ce complexe protéique contenant l’histone 

H1. Chaque nucléosome est relié à l’autre par de l’ADN double brin : le linker DNA (Figure 5). 

L’ADN enroulé autour de l’octamère d’histones mesure 147 pb, et le linker DNA qui assure la 

liaison entre chaque nucléosome, mesure de 20 à 90 pb. 

 

Figure 5: Représentation schématique d'un nucléosome (source Wikipedia) 

Les corps apoptotiques constituent une autre structure des ADNcir. Ils sont formés lors de la 

phase tardive de l'apoptose, mesurent entre 1 et 5 µm et contiennent de l'ADN dégradé lors 

de l'apoptose (54). 
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· Nécrose 

La nécrose est une autre source possible d’ADNcir. Elle survient plus rapidement que 

l'apoptose, mais l'élimination des cellules nécrotiques est plus lente. Elle entraine une 

digestion non spécifique de l’ADN, produisant de larges fragments qui sont généralement 

supérieurs à 10 000pb (46, 47, 51).  

L’ADN mitochondrial (ADNmt) peut être libéré par les deux mécanismes de mort cellulaire 

(apoptose et nécrose). En outre, les mitochondries peuvent être éliminées par autophagie, 

appelée mitophagie (55), soit pour réguler leur nombre, soit pour éliminer spécifiquement 

celles qui sont endommagées, ce mécanisme contribuant à la libération d’ADN mitochondrial 

dans la circulation (56). 

 

· Phagocytose 

La phagocytose joue un rôle important dans la libération des ADN extracellulaires par tous les 

mécanismes de dégradation et de mort cellulaire (45).  Des études in vivo (57) et in vitro (58) 

ont montré l’importance des macrophages pour la génération d’ADNcf par des cellules mortes 

et mourantes. Les cellules nécrotiques, les vésicules autophagiques, les corps apoptotiques, 

etc… subissent une phagocytose, entraînant la libération de fragments d'ADN génomique et 

mitochondrial dans la circulation (45). Parfois les macrophages ne réussissent pas à les digérer, 

ce qui peut causer leur mort et la libération de leur propre ADN ainsi que celui des cellules 

phagocytées dans la circulation.  

 

· NETose 

La NETose est un processus rapide de désintégration nucléaire et de mort cellulaire. Elle est 

limitée aux neutrophiles et survient lorsque le système immunitaire est confronté à des 

attaques infectieuses ou à des états physiologiques particuliers (45). Elle induit la formation 

de NET (neutrophil extracellular DNA traps) (59), des structures en forme de filet composées 

de chromatine remodelée d’origine nucléaire et mitochondrial et contenant des granules 

antimicrobiennes des neutrophiles (44). Ces structures ont pour fonction principale de capter 

et d’éliminer les pathogènes, et il a été montré qu’elles ont des effets biologiques et 
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physiopathologiques particuliers. Une production inappropriée ou une exposition prolongée 

aux NETs pourrait mener à la production d'auto-anticorps, et leur persistance, due à une faible 

dégradation à cause de la présence d’une mutation au niveau du gène de la DNase1 ou la 

DNase1-like 3 par exemple, est associée au Lupus érythémateux disséminé (60, 61). De 

nouvelles preuves suggèrent que les NETs sont aussi impliqués dans la propagation du cancer 

en piégeant les cellules tumorales circulantes, facilitant ainsi le processus de métastase (62). 

Récemment, il a également été mis en évidence qu’après un exercice physique intense, les 

neutrophiles sécrétaient beaucoup de NETs, en plus de la sécrétion d’ADNcir par les myocytes, 

et de fortes concentrations d’ADN circulant sont observées (63).  

 

b) La sécrétion active 

 

Le mécanisme de la sécrétion active de l’ADN circulant a été démontré par Stroun et al. (52, 

64, 65). Les auteurs ont en effet mis en évidence la synthèse et la sécrétion spontanée par des 

cellules saines telles que les lymphocytes et les cellules d’oreillette de grenouille d’un 

complexe ADN-ARN-glycoprotéines qu’ils ont appelé virtosome (66). Le virtosome est un 

complexe nucléolipoprotéique présent dans le cytoplasme et contenant de l’ADN, de l’ARN 

ainsi que l’ADN et l’ARN polymérases. La fraction d’ADN du virtosome est nouvellement 

synthétisée dans le noyau et partage des caractéristiques communes avec l’ADN métabolique 

qui correspond à des copies de gènes supplémentaires formés pour la production rapide 

d’ARN messagers et qui seront détruits ultérieurement (67). Il a donc été proposé que l’ADN 

métabolique servirait de précurseur de l’ADN présent dans les virtosomes (68). 

Des études in vitro ont également montré que les cellules normales (69) en culture peuvent 

libérer activement de l’ADN dans le milieu de culture. La concentration de cet ADN atteint un 

certain plateau quel que soit le temps d’incubation, même après le lavage des cellules et leur 

ré-incubation dans un milieu neuf, ce qui suggère qu’un mécanisme de régulation pourrait 

être impliqué pour contrôler la libération d’ADN extracellulaire. 

Une autre forme de libération active de l’ADN circulant est celle de l'ADN contenu dans des 

vésicules extracellulaires, comme les exosomes et les microvesicules. Les exosomes sont 

libérés par exocytose, ont une taille comprise entre 30 et 100 nm et portent des fragments 
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d’ARN et d'ADN (70). Une étude a montré que l'ADN exosomal représente l'ensemble du 

génome et reflète le statut mutationnel des cellules tumorales parentales (71). Guescini et al.  

ont également rapporté que les exosomes dérivés d'astrocytes et de cellules de glioblastome 

peuvent transporter l'ADN mitochondrial (72). Les microvésicules ont une taille de 50 à 1000 

nm, et sont libérés dans l’espace extracellulaire par le bourgeonnement et la fission de la 

membrane plasmique (73). Ceux provenant des cellules tumorales et contenant des 

substances oncogéniques sont appelées oncosomes (74). 

La découverte de la sécrétion active de l’ADNcir a ainsi remis en cause l’hypothèse selon 

laquelle l’apoptose serait l’origine majeure et la plus pertinente de l’ADN dans la circulation. 

 

c) La dégradation des cellules sanguines 

 

Lui et al. ont émis l’hypothèse que la mort des cellules hématopoïétiques serait 

principalement responsable de la présence de l'ADNcir chez les individus sains (75). Pour 

tester cette hypothèse, les auteurs ont utilisé un modèle de greffe de moelle osseuse de sexe 

opposé. Sun et al., quant à eux, ont effectué un séquençage au bisulfite du génome sur des 

échantillons de plasma provenant de femmes enceintes, de patients atteints d'un carcinome 

hépatocellulaire et de sujets ayant subi une greffe de moelle osseuse ou de foie, et ont 

comparé le profil de méthylation avec plusieurs types de tissus (76). Dans la majorité des 

échantillons, les globules blancs étaient les contributeurs majeurs de l’ADNcir dans le plasma. 

D’autre part, Snyder et al. ont montré que le profil de fragmentation de l’ADNcir, selon le 

positionnement des nucléosomes, peut être utilisé pour identifier son origine (77). Ils ont 

observé que, chez les sujets sains, l'espacement des nucléosomes de l'ADNcir était le plus 

fortement corrélé avec les caractéristiques épigénétiques des cellules lymphoïdes et 

myéloïdes. 
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d) La dégradation d’agents pathogènes 

 

La dégradation d’agents pathogènes, comme les bactéries et les virus, peut être à l’origine de 

faibles niveaux d’ADN dans la circulation. Les ADN du virus d’Epstein Barr et du virus du 

papillome humain par exemple ont été détectés dans des cas de carcinome nasopharyngé (78, 

79) et de col de l’utérus (80) respectivement, et sont devenus des marqueurs potentiels pour 

le dépistage et le suivi des patients atteints de ces cancers. 

 

e) ADN lié à la surface des cellules 

 

De l’ADN peut se lier à des récepteurs membranaires, comme le récepteur TLR-9 (Toll-like 

receptor 9) présent à la surface des leucocytes (81) et des érythrocytes (82). Cet ADN lié à la 

surface peut être soit nu, soit associé à des structures vésiculaires, soit lié à des 

macromolécules (44), et peut être, par la suite, internalisé dans la cellule. Il a été montré, in 

vitro, que des fragments d’ADN se trouvent à la surface des cellules HeLa (lignée cellulaire du 

carcinome cervical humain) et des cellules A431 (lignée cellulaire du carcinome squameux) 

(83). Une hypothèse a été émise suggérant que l’ADNcir activement libéré par les cellules se 

fixe d'abord aux membranes cellulaires en se liant aux protéines de liaison, et lorsque la 

capacité des cellules à se lier à l'ADN devient saturée, il se détache des cellules et pénètre 

dans la circulation sanguine (84). 
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2. L’ADN mitochondrial 

 

L’ADN circulant est constitué non seulement d’ADN génomique d’origine nucléaire (ADNnu) 

mais aussi d’ADN mitochondrial (ADNmt), d'où l’importance d’étudier ce dernier quand il 

s'agit d'une étude de l'ADN circulant global.  

 

a) Propriétés de l'ADN mitochondrial 

 

Les mitochondries jouent un rôle essentiel dans le métabolisme énergétique de la cellule. Ces 

organelles fonctionnent de manière semi-autonome: elles possèdent leur propre génome 

dont elles sont capables d'assurer la réplication et la transcription (85, 86).  

L'ADN mitochondrial (ADNmt) est un ADN circulaire bicaténaire (brin lourd et brin léger), de 

16 569 pb. Il est présent à raison de plusieurs centaines de copies par cellule : en effet, il existe 

2 à 10 copies d'ADNmt dans chaque mitochondrie, et des centaines de mitochondries par 

cellule. Cet ADN comprend 37 gènes qui codent pour 13 polypeptides de la chaine respiratoire 

mitochondriale, ainsi que pour 22 ARN de transfert (ARNt) et 2 ARN ribosomaux (ARNr) 

nécessaires à la synthèse de ces polypeptides dans la mitochondrie (Figure 6).  

Ces gènes comprennent : 

- le complexe I de la NADH déshydrogénase constitué de 7 sous-unités ND1 à ND6 et ND4L 

- le complexe III du cytochrome b 

- le complexe IV du cytochrome c oxydase (complexe IV de la chaîne respiratoire) constitué de 

3 sous-unités COI à COIII 

- le complexe V des ATP synthases 6 à 8. 

L'ADN mitochondrial est caractérisé par l'absence quasi-totale d'introns. La région D-Loop est 

la seule région non codante de cet ADN. Cette région est constituée de 1121 pb et correspond 

à un site essentiel pour la réplication et la transcription du génome mitochondrial. Elle 

contient le point d'origine de la synthèse du brin lourd par où commence la réplication de 
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l'ADNmt, ainsi que la majorité des promoteurs de la transcription de ce génome et plusieurs 

sites de fixation de certains facteurs de transcription. 

 

Figure 6: La mitochondrie et les différents gènes codés par l'ADN mitochondrial 

 

Le taux de mutations de l'ADNmt est de dix à 200 fois supérieur à celui de l'ADNnu (87) ce qui 

est dû à plusieurs facteurs : 

- Le taux important de ROS (reactive oxygen species ou espèces réactives de l'oxygène) 

générées dans la mitochondrie au cours de la phosphorylation oxydative, exposant d’avantage 

l'ADNmt à ces agents mutagènes. 

- Les systèmes de réparation de l'ADNmt moins développés et moins efficaces que ceux de 

l'ADNnu. 

-  Les erreurs de réplication de l'ADN polymérase γ mitochondriale qui, bien que hautement 

fidèle (moins d'un nucléotide erroné inséré sur 250 000 nucléotides synthétisés), est 

responsable d'erreurs de réplication conduisant à des insertions ou des délétions et à un 

décalage du cadre de lecture. 
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b) ADN mitochondrial circulant 

 

Outre les travaux menés sur l’ADNcir d’origine nucléaire, plusieurs études récentes ont 

démontré la présence d’ADN mitochondrial dans la circulation, la première étant celle 

démontrant la présence de la mutation au niveau du gène tRNALeu(UUR) de l’ADN mitochondrial, 

qui correspond à une substitution d’une adénine par une guanine à la position 3243, dans le 

plasma et le sérum de patients atteints de diabète du type 2 (88).  

Par la suite, des mutations somatiques de l'ADN mitochondrial circulant, ainsi que des 

altérations du nombre de copies, ont été détectées dans divers types de tumeurs (89) (voir 

partie III A : Caractéristiques de l’ADN circulant tumoral/ ADNcir mitochondrial en 

oncologie). L’ADNcir mitochondrial a donc logiquement été étudié en tant que biomarqueur 

non invasif de diagnostic et de pronostic en oncologie. De plus, plusieurs études ont montré 

que le taux d’ADNcir mitochondrial diffère significativement entre patients atteints de cancer 

et individus sains (90).  

D’autres pathologies, comme en cas de traumatisme (91) ou de maladie mentale comme la 

dépression majeure (92), ont été associées à une augmentation mesurable de l'ADNmt 

plasmatique. L’ADNcf mitochondrial semble également être associé à la 

neurodégénérescence, avec des diminutions significatives dans le liquide céphalo-rachidien 

de patients atteints de la maladie de Parkinson (93), d’Alzheimer (94), et de la sclérose en 

plaque (95).  

Enfin, en raison de sa similarité avec l’ADN bactérien et de sa capacité à stimuler les réponses 

immunitaires innées par l’intermédiaire du récepteur TLR-9, l’ADN mitochondrial circulant a 

suscité un intérêt en tant que déclencheur de l’inflammation (96, 97) (voir partie I/C/3 : 

Aspects fonctionnels des ADN circulants).  
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3. Aspects fonctionnels des ADN circulants 

 

Les ADN circulants peuvent jouer différents rôles dans l’organisme en tant que messagers 

intercellulaires, déclencheurs du système immunitaire ou facteur favorisant l’apparition de 

métastases dans le cas du cancer. 

 

a) Messagers intercellulaires 

 

L’ADNcir a la capacité d’agir comme messager intercellulaire. Mittra et al. (98) ont en effet 

montré que l’ADN isolé du plasma de patients sains ou atteints de différents types de cancers, 

puis utilisé pour traiter plusieurs lignées cellulaires murines, avait été incorporé dans ces 

cellules et s’était localisé dans le noyau. Cette incorporation avait causé des cassures double 

brin et une activation de l'apoptose des cellules traitées. Des résultats similaires ont été 

obtenus après l’injection d’ADN circulants d’origine humaine chez des souris Balb/c (98). 

D’ailleurs, l’ADN extracellulaire peut être reconnu par diverses protéines de liaison à l’ADN 

localisées à la surface des cellules et peut être internalisé pour être soit dégradé en 

mononucléotides dans la cellule, soit transporté dans le noyau (99). 

Il a été suggéré que le virtosome contenant de l’ADNcir, peut entrer dans d’autres cellules et 

modifier leur biologie, en causant par exemple des changements immunologiques et même la 

transformation de cellules normales en cellules cancéreuses (66, 100). Le rôle des vésicules 

extracellulaires dans la communication intercellulaire a aussi été démontré (101). Ces 

vésicules peuvent être internalisées par les cellules réceptrices, et leur contenu dérivant de la 

cellule d’origine, dont l’ADN et l’ARN, peut y être transféré. Waldenström et al. ont par 

exemple montré que des vésicules extracellulaires dérivées de cardiomyocytes murins adultes 

peuvent transférer de l’ARNm, mais aussi de l’ADN, aux fibroblastes (102).  

Ermakov et al. ont, quant à eux, indiqué que l’ADN extracellulaire peut participer au 

« Bystander effect » induit par une exposition des lymphocytes et des cellules endothéliales 

aux rayons X (103). Cet effet fait référence au transfert d’information de cellules exposées à 

des agents nocifs physiques ou chimiques vers des cellules adjacentes non exposées (67). En 

effet, en cas de stress oxydatif, les cellules mourantes libèrent leur ADN « oxydé » endommagé 
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(104). Cet ADN extracellulaire serait un médiateur de signal de stress qui favoriserait le 

« Bystander effect ». On pourra supposer qu’un processus similaire se produit dans le corps 

humain suite à une radiothérapie, et que lorsque l’ADNcir oxydé est libéré par les cellules 

tumorales mourantes irradiées, il pénètre dans la circulation et est transporté vers les organes 

éloignés, exerçant ainsi un effet systémique (104). 

 

b) Immunité  

 

L’ADN extracellulaire est capable d’activer le système immunitaire et d’induire une réponse 

inflammatoire. En raison de son origine bactérienne, l’ADN mitochondrial peut par exemple 

servir de DAMP (damage-associated molecular pattern) lorsqu’il est libéré des cellules (105). 

Cet ADN peut en particulier se lier au récepteur TLR9 des leucocytes par l’intermédiaire des 

motifs CpG hypométhylés (81) et déclencher une réaction inflammatoire. Poli et al. ont par 

ailleurs montré que l’interleukine 26 (IL-26) qui s’exprime dans les cellules musculaires lisses, 

peut se lier à l’ADN extracellulaire génomique ou mitochondrial libéré par les cellules 

mourantes, ainsi qu’aux NETs. Le complexe déclenche la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires par les monocytes par l’intermédiaire de la voie STING et de l’inflammasome 

(106) (Figure 7) pour attirer les cellules immunitaires. 

 

Figure 7: Le rôle de l’IL-26 dans l’induction d’une réponse inflammatoire par liaison à l’ADN 

extracellulaire (106) 
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c) Génométastase  

 

Il a été suggéré que la propagation métastatique du cancer peut éventuellement être 

favorisée par de l’ADN d’origine tumorale circulant dans le sang (107). Différentes études ont 

en effet montré que des fragments d’ADNcir peuvent pénétrer dans les cellules et modifier la 

biologie de ces cellules réceptrices(108). En particulier, il a été montré que l’ADNcir présent 

dans le plasma de patients cancéreux peut permettre le transfert d’oncogènes à des cellules 

en culture in vitro et favoriser leur transformation (109). De même, l’ADN extracellulaire 

présent dans le sérum de patients atteints de cancer du côlon ou dans le milieu de culture de 

cellules SW480 (cellules humaines de cancer colorectal), est capable d’induire la 

transformation de cellules murines NIH3T3 par leur simple incubation avec ce sérum ou ce 

surnageant (110). García-Olmo et al. ont ainsi proposé la théorie de « génométastase » (111) 

selon laquelle les métastases pourraient survenir par transfection de cellules sensibles situées 

dans des organes cibles éloignés avec des oncogènes dominants circulants issus de la tumeur. 

Cette théorie est en accord avec le mécanisme de transfert horizontal d’ADN entre différentes 

cellules de l’organisme (112, 113).  
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II. Objectifs de la thèse 
 

Mon projet de thèse a pour but général de valider l’analyse combinée des ADN circulants 

d’origine nucléaire et mitochondriale à des fins diagnostiques. Deux modèles d’études ont été 

utilisés pour atteindre cet objectif : d’une part l’étude des ADN extracellulaires dans le 

domaine du cancer, et d’autre part dans le domaine de la procréation assistée.  

 

Objectif n°1 : 

Le cancer figure parmi les premières causes de décès dans le monde en raison de sa détection 

à des stades tardifs, sans apparition de symptômes (114). Les mécanismes responsables de sa 

progression ne sont pas encore complètement élucidés, mais une détection précoce pourrait 

considérablement augmenter les chances de succès du traitement et donc, de survie des 

patients. Actuellement, les tests pour la détection précoce du cancer ne sont pas efficaces, du 

fait d’une faible sensibilité en partie en raison de l'hétérogénéité inter et intra-tumorale. 

L’ADN circulant s’est avéré être un biomarqueur émergent pour la détection précoce du 

cancer ce qui a poussé plusieurs équipes à travailler sur la mise au point de tests de dépistage 

du cancer à partir d’une simple analyse sanguine (115). Différentes approches ont été 

utilisées, comme, par exemple, l’association de la détection d’altérations génétiques au 

niveau de l’ADNcir avec des marqueurs protéiques (116), la détection d’ADN viral dans le 

plasma (79), ou encore l’analyse du méthylome de l’ADNcir (117). Toutefois, les questions 

concernant leur sensibilité et leur spécificité, en particulier dans le cas des stades précoces du 

cancer, peuvent affecter leur fiabilité. 

Notre équipe a pour ambition de développer un test de dépistage ou de détection précoce du 

cancer selon une approche différente. Le premier objectif de ma thèse était donc d’étudier 

les caractéristiques quantitatives et structurelles de l’ADNcir pour le dépistage et la 

détection précoce du cancer, en prenant en compte l’origine (ADNcir nucléaire et 

mitochondrial) et la structure (fragmentation et profil de taille) de cet ADN.  

Les objectifs spécifiques sont détaillés dans la partie III « ADN circulant et dépistage du 

cancer » du manuscrit.  
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Objectif n°2 : 

Les technologies de procréation assistée, notamment la fécondation in vitro (FIV), permettent 

une grossesse quand le couple rencontre des problèmes de fertilité. Elles consistent à faciliter 

la fécondation d’un ovule par un spermatozoïde dans un milieu favorable à leur survie ex-

utero. L’embryon formé quelques jours après fécondation est alors implanté dans l’utérus de 

la mère. Actuellement, l’évaluation de la qualité de l’embryon et le choix de l’embryon à 

implanter sont basés sur sa morphologie (118). Cette simple observation est probablement la 

cause du taux élevé d’échecs d’implantation, et l’utilisation d’autres biomarqueurs capables 

de refléter la qualité de l’embryon et son potentiel d’implantation serait pertinent. Or, il a été 

montré que l’embryon libère de l’ADN extracellulaire dans le milieu de culture lors d’une FIV 

(119, 120), cet ADN pouvant être un biomarqueur prédictif pour la qualité de l’embryon. Le 

premier aspect du deuxième objectif de ma thèse était donc d’étudier la relation entre la 

quantité d’ADN extracellulaire d’origine nucléaire et mitochondriale dans le milieu de 

culture des embryons, et la qualité et la viabilité de ces embryons lors d’une FIV. 

En outre, une FIV peut également être indiquée pour des couples à risque vis-à-vis de certaines 

maladies génétiques graves afin d’éviter leur transmission à la descendance. Dans ce cas, un 

test génétique préimplantatoire (PGT pour preimplantation genetic testing) est utilisé pour 

détecter, chez l’embryon, des altérations génétiques ou des anomalies chromosomiques 

connues pour être à l’origine de l’apparition de ces maladies (121). Ce test est souvent invasif 

et s’effectue en réalisant une biopsie de cellule de l’embryon, une procédure assez discutable 

d’un point de vue éthique. Dans ce contexte, l’ADN extracellulaire présent dans le milieu de 

culture pourrait représenter une alternative efficace et non invasive. Le deuxième aspect du 

deuxième objectif de ma thèse était d’évaluer la pertinence de l’utilisation de l’ADN 

extracellulaire pour détecter des séquences spécifiques de l’embryon dans le milieu de 

culture, comme la détection du gène SRY pour la détermination du genre de l’embryon dans 

le cas des maladies génétiques associées au sexe, ou l’identification d’embryons porteurs 

de la mutation responsable de la mucoviscidose chez des couples à risque porteurs de cette 

mutation.  

Les objectifs spécifiques sont détaillés dans la partie IV « ADN extracellulaire et diagnostic 

préimplantatoire » du manuscrit. 
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III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 

Après sa découverte en 1948 (1), l’intérêt pour l’ADN circulant a augmenté notamment en 

oncologie. Le nombre croissant d’études publiées pour valider son utilisation en pratique 

clinique en témoigne, et indique que l’analyse de l’ADNcir peut avoir un rôle pertinent et 

décisif pour la prise en charge non invasive des patients atteints de cancer.  La détection et la 

caractérisation des altérations génétiques et épigénétiques de cellules tumorales à partir de 

l'analyse de l'ADN circulant dans le plasma (122), ainsi que l’étude quantitative et qualitative 

de cet ADN, peut en effet permettre de diagnostiquer, surveiller la récidive et évaluer la 

réponse au traitement par une simple prise de sang (123). 

 

A. Caractéristiques de l’ADN circulant tumoral 

 

1. Origine cellulaire 

 

L’ADNcir dans le sang des patients cancéreux peut avoir différentes origines cellulaires. La 

quantité basale d’ADNcir dans le sang des individus sains a permis de démontrer que les 

cellules saines (globules blancs et autres) libèrent de l’ADN dans la circulation (75–77). En 

outre, la détection d’altérations génétiques et épigénétiques dans l’ADNcir libéré par la 

tumeur (122) suggère que les cellules cancéreuses sont une source importante d’ADNcir 

tumoral. Cependant, la tumeur n’est pas uniquement constituée de cellules malignes, mais 

également de cellules du microenvironnement tumoral, comme les cellules stromales, les 

lymphocytes et d’autres cellules immunitaires qui peuvent constituer une source potentielle 

d’ADNcir (44). Ainsi, l’ADNcir d’un patient atteint de cancer peut provenir des cellules saines, 

des cellules malignes ou encore des cellules du microenvironnement tumoral (Figure 8). 
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Figure 8: Origines cellulaires de l'ADNcir dans le sang d'un patient atteint de cancer (44) 

 

2. Profil de taille et fragmentation de l’ADNcir tumoral 

 

L’étude de la taille des ADN circulants est pertinente, d'une part pour améliorer leur détection, 

et d'autre part pour mieux comprendre leur structure et leur origine. D’une manière générale 

la taille de l’ADNcir est de 160-180 pb chez les patients atteints de cancer, ce qui correspond 

à la taille d'un mononucléosome dégradé et libéré généralement par apoptose (124, 125). 

Cependant, plusieurs travaux ont montré que la taille de ces ADN circulants était supérieure 

à 10 000 pb, suggérant une origine nécrotique qui est associée à une dégradation de la 

chromatine et, de fait, à une libération de fragments de grande taille (51).  

En utilisant différentes approches expérimentales, des études récentes ont démontré que 

l’ADNcir d’origine tumorale était plus court que l’ADNcir sauvage (126–128) (Figure 9). 

L’utilisation d’un modèle de souris xénogreffées par des cellules cancéreuses d’origine 

humaine (129) a permis de discriminer l’ADNcir d’origine non tumorale de l’ADNcir d’origine 

tumorale, et les résultats ont été confirmés en étudiant les profils de taille de cet ADNcir dans 

le plasma de patients atteints de cancer colorectal métastasique (126, 130). Les résultats ont 

en effet montré que ce profil de distribution de taille peut permettre de discriminer des 

individus sains de patients cancéreux, puisque que la proportion d'ADNcir de taille inférieure 
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à 100pb est plus élevée chez les patients cancéreux alors que la proportion des fragments de 

taille supérieure à 400pb est plus élevée chez les individus sains. 

 

Figure 9: Comparaison de la distribution de taille des fragments d’ADNcir à partir 

d’échantillons cliniques d’individus sains et de patients atteints de CCR (A) et de l’ADNcir 

tumoral et non-tumoral des souris xénogreffées par des cellules cancéreuses humaines et des 

souris contrôles non-xénogreffées (B)  (126) 

 

Underhill et al. ont par ailleurs montré un décalage de la taille des fragments d’ADNcir dans le 

plasma des patients sains (167pb) par rapport aux patients cancéreux (134-144pb) (131). La 

cause de ce raccourcissement n'est pas entièrement élucidée, mais les explications possibles 

incluent des différences dans la compaction des nucléosomes ou le mode d'action des 

nucléases entre les cellules hématopoïétiques (qui contribuent à la majorité de l'ADNcir chez 

les individus sains) et d'autres tissus d'origine (123). D’après Sanchez et al., la majorité de 

l'ADNcir détectable dans le sang de patients cancéreux indique une empreinte nucléosomique 
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(132). Leurs résultats valident l’utilisation de la Q-PCR ou du séquençage du génome après 

préparation de librairie simple brin (SSP-S pour Whole-genome sequencing of single-stranded 

DNA library preparation) pour l’obtention d’un signal analytique optimal de l’ADNcir (Figure 

10). 

 

Figure 10: Structure et fragmentation de l’ADNcir chez un patient cancéreux en ce qui 

concerne le profil de taille déterminé par SSP-S  (132) 

 

Ainsi, les différences concernant la longueur des fragments d’ADNcir pourraient être 

exploitées pour augmenter la sensibilité de la détection des acides nucléiques tumoraux (133) 

en sélectionnant, par exemple, les fragments ayant une taille entre 90 et 150pb (134). De plus, 

une analyse de la distribution de la taille des fragments d'ADNcir, selon le positionnement des 

nucléosomes, pourrait permettre d’identifier la source de ces acides nucléiques circulants 

(77). 

Des résultats comparables ont été obtenus à partir d’échantillons de sang de femmes 

enceintes, montrant des différences de profil de taille de l’ADNcir d’origine maternelle ou 

fœtale (135, 136), ou encore de patients ayant subi une transplantation d’organe, montrant 

des différences de profil de taille de l’ADNcir provenant du donneur ou du receveur (137). 
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3. ADNcir mitochondrial en oncologie 

 

· Mitochondrie et cancer 

Comme évoqué précédemment, l’ADNcir est composé d’ADN d’origine nucléaire (ADNnu) et 

mitochondriale (ADNmt).  Or, des altérations de l’ADN mitochondrial ont été associées à des 

dysfonctionnements de la mitochondrie et à la promotion de la carcinogenèse (138). 

En effet, depuis longtemps, la mitochondrie a été suspectée de jouer un rôle important dans 

le développement et la progression des cancers, et l'influence fondamentale du métabolisme 

mitochondrial sur toutes les étapes de l'oncogenèse a finalement été reconnue (139). Ainsi, 

des mutations somatiques et germinales de l'ADNmt ont été signalées dans une grande variété 

de cancers (140, 141) (Figure 11). De plus, une méta-analyse a révélé que de nombreuses 

mutations de cet ADN au niveau des cellules cancéreuses, soit inhibent ou altèrent la 

phosphorylation oxydative et servent à stimuler la transformation néoplasique, soit facilitent 

l’adaptation des cellules cancéreuses aux changements bioénergétiques de l’environnement. 

 

 

Figure 11: Les mutations au niveau des gènes de l’ADN mitochondrial dans différents types 

de cancers (141) 
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Ces mutations peuvent être à l'origine d'un dysfonctionnement de la chaine respiratoire 

mitochondriale, ce qui peut mener à la libération de taux anormalement élevés de ROS et ainsi 

causer des dommages oxydatifs de l'ADNmt, qui, à leur tour, vont altérer la respiration et 

générer des taux importants de ROS, provoquant ainsi un stress oxydatif continu, favorable 

au processus de la cancérogenèse (87).  

En plus des différentes mutations qui peuvent s’accumuler au niveaux des régions codantes 

et non codantes de l’ADNmt, différentes études ont révélé des altérations du nombre de 

copies d’ADNmt dans un grand nombre de cancers (87). Ces altérations sont soit des 

augmentations soit des diminutions du nombre de copies, selon le type du cancer (142). 

 

· ADNcir mitochondrial et cancer 

Différents travaux se sont intéressés à la quantification de l’ADNcir d’origine mitochondriale 

dans le plasma de patients atteints de plusieurs types de cancer (89). Cette quantification 

semble avoir une signification pronostique, bien que la tendance de la relation entre taux 

d’ADNcir mitochondrial et tumeur varie selon le type de cancer. 

Certaines études ont, par exemple, mis en évidence une augmentation de la quantité d’ADNcir 

d’origine mitochondriale chez des patients cancéreux par rapport à des individus sains. Une 

quantification à partir du sérum, dans le cas de tumeurs urologiques (cancer de la vessie, de 

la prostate et carcinome des cellules rénales) par exemple (143), a ainsi montré que le taux 

d’ADNmt circulant augmente significativement chez les patients cancéreux par rapport aux 

individus sains. De plus, l’intégrité de l’ADNmt circulant était plus élevée dans les cas de cancer 

du rein et de la vessie en comparaison du groupe contrôle et cancer de la prostate. Des 

résultats similaires ont été observés dans le cas du cancer du testicule (144), bien que 

l’intégrité de l’ADNmt était, dans ce cas, similaire chez les patients atteints de cancers et les 

individus sains. En revanche, dans le cas du cancer épithélial de l’ovaire, les taux d’ADNcir 

mitochondrial étaient significativement plus élevés chez les patients cancéreux alors que 

l’intégrité était diminuée (145). Enfin, une autre étude a quantifié le nombre de copies 

d’ADNmt dans le sang total et le plasma (ADNmt encapsulé ou non dans des exosomes) (146). 

Une augmentation du nombre de copies a été détectée chez les patients de stade avancé par 
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rapport aux individus sains, mais cette augmentation n’était pas significative pour l’ADNmt 

libre circulant. 

D’autres travaux, comme ceux concernant le sarcome d’Ewing (un cancer des os affectant 

principalement les enfants et les adolescents) (147), ou le carcinome hépatocellulaire lié au 

virus de l’hépatite B (148) ont montré que la concentration d'ADNmt circulant était 

significativement inférieure chez les patients cancéreux en comparaison des individus sains  . 

En outre, des études comparatives entre le taux d’ADNcir nucléaire et mitochondrial ont été 

réalisées pour différents types de cancers. Une étude menée par Kohler et al. (149), a montré 

que le taux d’ADNcir d’origine nucléaire est significativement plus élevé chez les patients 

cancéreux (vs des contrôles sains) et celui d'ADNmt circulant est trouvé supérieur chez les 

individus sains. Meddeb et al. ont publié des résultats similaires dans le cas du cancer 

colorectal (150). En revanche, les travaux de Lu et al. (151) et Jiang et al. (128) ont montré que 

les concentrations d’ADNcir nucléaire et mitochondrial étaient plus élevées dans des cancers 

rénaux et hépatocellulaires respectivement par rapport aux individus sains. 

Finalement, l’ensemble de ces résultats contradictoires et variables sur la quantification de 

l’ADNmt circulant dans le plasma des patients cancéreux ne permettent pas de conclure quant 

au potentiel de l’ADNmt circulant comme biomarqueur. 
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B. Utilité clinique de l’analyse de l’ADN circulant en oncologie 

 

L’analyse de l’ADNcir a été évaluée dans diverses études pour étudier son application et son 

intérêt clinique en oncologie (123, 152). Il s’est avéré que l’ADNcir peut être un biomarqueur 

utile à toutes les étapes de la prise en charge des patients atteints de cancer, depuis le 

diagnostic et la détection précoce, le pronostic, la détection de la maladie minimale résiduelle, 

le choix du traitement, jusqu’à la surveillance de la réponse au traitement ainsi que l’évolution 

clonale et l’apparition de résistance (Figure 12). 

 

Figure 12: Les applications potentielles de l'ADN circulant durant la prise en charge d'un 

patient cancéreux (152) 

 

Actuellement, l'analyse moléculaire est réalisée à partir du tissu tumoral pour apporter des 

informations sur la présence de facteurs génétiques prédictifs. Cette méthode nécessite du 

temps, est coûteuse, et présente certaines limitations comme le manque de tissu ou le faible 

pourcentage de cellules tumorales prélevées pour l’analyse. De plus, les résultats sont 

fonction de la pièce du tissu prélevée qui ne fournit pas d’idée globale de la tumeur étant 

donné l'hétérogénéité clonale intra et inter-tumorale entre tumeur primaire et métastases 

appariées. L'analyse de l'ADN circulant ou analyse de la biopsie liquide permet de s’affranchir 

de ces limitations liées à l'analyse du tissu et pourrait même la remplacer, tout en étant rapide, 
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facile à mettre en œuvre, non invasive, sensible, spécifique, reproductible et peu coûteuse 

(12). De plus, cette approche permet de détecter l'ensemble des clones, de palier au problème 

d'hétérogénéité clonale et de refléter ainsi l’hétérogénéité de la tumeur dans sa globalité. 

Enfin, parallèlement à l’analyse qualitative, l’analyse quantitative de l’ADN circulant peut 

également apporter des informations de valeur diagnostique et pronostique. 

 

 

1. Stade de la tumeur et pronostic 

 

La classification ou le sous-typage du cancer semble possible par analyse de l’ADNcir. En effet, 

la concentration en ADNcir corrèle avec la taille de la tumeur (153, 154) et le stade de la 

maladie (155, 156). Cette corrélation indique une valeur pronostique potentielle de l’ADNcir. 

Ainsi, la fréquence allélique de mutants du gène TP53 a été calculée dans le plasma de 

patientes atteintes de carcinome ovarien séreux de haut grade (153). Cette fréquence 

corrélait avec le volume tumoral. De même, Bettegowda et al. (155) ont montré que de 

l’ADNcir tumoral muté était détectable à des concentrations relativement élevées chez plus 

de 80% de patients atteints de différents types de cancers métastatiques, et à des 

concentrations plus faibles mais détectables chez une fraction non négligeable de patients 

atteints de cancers localisés. Des résultats similaires ont été publiés par Newman et al. dans 

le cas du cancer du poumon non à petites cellules (156), où l’ADNcir tumoral a été détecté 

chez 100% de patients de stades II à IV et 50 % de stade I de la maladie avec une bonne 

corrélation entre le taux de cet ADN et la taille de la tumeur. 

La valeur pronostique de l’ADNcir a également été évaluée pour différents types de cancer. 

Une concentration élevée d’ADNcir global et d’ADNcir tumoral, ainsi qu’une charge 

mutationnelle plus élevée et un indice de fragmentation plus réduit dans le plasma de patients 

atteints de cancer colorectal, corrélaient avec une survie globale plus courte (157) (Figure 13).  
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Figure 13: L’effet de la concentration d’ADNcir tumoral (mA) (A), la charge mutationnelle 

(mA%) (B), la concentration totale d’ADNcir (Ref A KRAS) (C), et de l’indice de fragmentation 

de l’ADNcir (D) sur la survie globale des patients mutés pour les gènes KRAS ou BRAF (157) 

 

De plus, la présence d’ADN tumoral circulant dans le plasma de patients atteints 

d’adénocarcinome du pancréas a été associée à une survie sans progression et une survie 

globale plus courtes (158). Cet ADN a été identifié par une approche de séquençage de 

nouvelle génération (next-generation sequencing) et par PCR digitale (droplet digital PCR) en 

ciblant des mutations caractéristiques de ce type de cancer. La valeur pronostique de l’ADNcir 

a également été mise en évidence dans le cas du lymphome folliculaire (159), du mélanome 

(160), et d’autres types de cancer. 
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2. Surveillance de la réponse au traitement 

 

La découverte de biomarqueurs spécifiques et l’identification de facteurs génétiques 

permettant de prédire la réponse au traitement font partie des objectifs dans le domaine de 

la recherche en oncologie. Un exemple est l'identification des mutations du gène KRAS qui 

reflètent une résistance aux thérapies ciblées utilisant les anticorps monoclonaux anti-EGFR 

(cetuximab, panitumumab) dans le cancer colorectal métastatique (161, 162). Thierry et al. 

ont montré, dans ce contexte, que la détection de mutations du gène KRAS par l’analyse de 

l’ADNcir dans le plasma de patients atteints de cancer colorectal présentait une spécificité de 

98% et une sensibilité de 92%, ainsi qu’une concordance de 96% avec l’analyse du tissu 

tumoral, et que ce test devrait pouvoir remplacer cette dernière (12). 

Des études de suivi des patients pendant le traitement ont également montré qu’un taux 

d’ADNcir plus faible est corrélé à une réponse positive au traitement dans divers types de 

cancers, alors qu’un taux plus élevé est corrélé à une réponse faible. Par ailleurs, le taux 

d'ADNcir tumoral diminue en fonction de la réponse au traitement chez des patients atteints 

de mélanome (163), et augmente avec la progression de la maladie. Une diminution 

supérieure à 60% de la fréquence allélique du mutant du gène TP53 dans le cas du cancer de 

l’ovaire de haut grade, après un cycle de chimiothérapie, a également été associée à un temps 

de progression plus court de la maladie (153). La quantification de l’ADNcir tumoral a, par 

ailleurs,  été utilisée pour surveiller, de manière fiable et plus sensible que les méthodes de 

détection traditionnelles ou alternatives, la dynamique tumorale chez des sujets atteints de 

cancer colorectal (164, 165), ou de cancer du sein (166) opérés ou ayant subi une 

chimiothérapie. La surveillance quantitative de l’ADN tumoral circulant s’est aussi révélée 

prometteuse pour le suivi et l’évaluation de la réponse tumorale chez des patients atteints de 

cancer du poumon non à petites cellules et ayant reçus une immunothérapie anti-PD1 (167) 

ou anti-PDL1 (168) par exemple. Enfin, la quantification dans le plasma des mutations du gène 

EGFR à l’origine d’une résistance au traitement par les inhibiteurs de la tyrosine kinase dans 

ce type de cancer peut présenter un caractère prédictif précoce de la réponse clinique (169).  

Finalement, en plus de l'analyse des mutations, la méthylation s'est révélée être un marqueur 

de substitution pour le suivi des patients atteints de cancer colorectal métastatique (170), 
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compte tenu du fait qu’elle présente l’avantage supplémentaire de ne pas nécessiter de 

connaissance préalable de mutations. Ainsi, Garlan et al. ont suggéré que les changements 

précoces de la concentration d’ADNcir tumoral calculée en se basant sur la détection de 

mutations ou d’hyperméthylation de certains gènes, sont un marqueur de l’efficacité du 

traitement chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique (171). 

 

3. Evolution clonale et résistance 

 

L’application de thérapies adaptées à l’émergence d’une résistance au traitement est un défi 

en oncologie. Cette résistance résulte de l’acquisition d’altérations moléculaires dans les 

gènes ou les voies impliquées dans le(s) mécanisme(s) d’action du médicament, et conduit à 

l’émergence de clones résistants (172). L'analyse de l'ADNcir est un outil adapté à la détection 

des résistances précoces survenant au cours du traitement anticancéreux. L’analyse de cet 

ADN dans des échantillons de plasma obtenus avant et après le traitement peut en effet 

fournir un suivi global de l’évolution génétique et moléculaire de la tumeur. Les mutations 

responsables du phénomène de résistance peuvent ainsi être identifiées de manière 

prospective pour adapter le traitement en temps réel (152) (Figure 14), en utilisant, des 

combinaisons de médicaments capables d’inhiber l’expansion des clones résistants, ou 

encore, en adoptant d’autres traitements avant que la résistance clinique ne se manifeste. 

 

Figure 14: Adaptation du traitement en temps réel selon les résultats de l’ADNcir (152) 
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L’analyse de l’ADNcir dans le suivi de la dynamique clonale et la détection des mutations 

pendant le traitement, a été particulièrement utilisée dans le cas du cancer colorectal pour la 

détection de l’émergence de mutations du gène KRAS, médiatrices d’une résistance au 

traitement avec les anticorps monoclonaux anti-EGFR comme le cetuximab et le 

panitumumab. Diaz et al. ont ainsi été parmi les premiers à montrer que ces mutations 

peuvent être détectées par une approche non-invasive (173). L’équipe de Bardelli a également 

mis en évidence, par analyse de l’ADN circulant, que 60% des patients métastatiques ayant 

développé une résistance au cetuximab ou au panitumumab ont acquis des mutations 

secondaires du gène KRAS (174), et que les patients qui répondent plus longtemps aux anti-

EGFR développent préférentiellement des mutations du domaine extracellulaire de l’EGFR 

(175). Les mutations RAS apparaissent en revanche plus fréquemment chez les patients 

présentant une réduction plus petite du volume tumoral et une survie sans progression plus 

courte. Thierry et al. ont, quant à eux, mis en évidence le fait que des mutations secondaires 

des gènes RAS et BRAF détectées dans l’ADNcir apparaissent chez presque tous les patients, 

et qu’une fraction significative de ces mutations présente une fréquence allélique très faible 

soit avant, soit pendant le traitement (13). Les résultats ont également révélé que pour des 

limites de détection de 1% ou 0.1%, 64% et 21% des mutations ne seraient pas détectées 

respectivement.  

Enfin, il a été démontré que les marqueurs génétiques de résistance peuvent être suivis de 

façon non invasive tout au long du traitement dans d’autres cancers que le CCR comme les 

cancers du sein, de l'ovaire et du poumon (176). 

 

4. Maladie minimale résiduelle et récidive  

 

L’analyse de l’ADNcir permet de détecter la maladie minimale résiduelle, y compris en 

l’absence de tout signe clinique, et de surveiller les récidives, ce qui pourrait améliorer la prise 

en charge des patients (177). Tie et al. ont utilisé une technique de séquençage de haut débit 

et ont identifié des mutations somatiques marqueurs de l'ADNcir pour détecter la maladie 

minimale résiduelle et surveiller l'évolution de la tumeur pendant une période de suivi de 3 

ans chez des patients ayant subi une résection du cancer du côlon de stade 2 (178). Une 
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analyse longitudinale d’échantillons de 27 patients a ainsi révélé la présence d’ADNcir tumoral 

(muté) chez tous les patients ayant rechuté, mais pas chez les patients en rémission. Une autre 

étude a montré que, chez des patients atteints de cancer colorectal subissant une résection 

des métastases hépatiques, avec un suivi minimum d’un an, la sensibilité de détection de 

l’ADNcir tumoral postopératoire pour la détection de la maladie minimale résiduelle était de 

58% avec une spécificité de 100% (179).  

Chen et al. ont testé l’utilité du séquençage de l’ADNcir tumoral comme biomarqueur de 

prédiction de la rechute chez des patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif 

présentant une maladie résiduelle après chimiothérapie néoadjuvante (180). Ils ont montré 

que cette approche peut prédire une récidive avec une spécificité élevée (100%), mais une 

sensibilité faible (30%), et que la récidive était rapide lorsque l’ADNcir tumoral était 

détectable. Enfin, Abbosh et al. ont identifié un panel de mutations spécifiques comprenant 

12 à 30 variantes mononucléotidiques (SNV) pour le profilage longitudinal de l’ADNcir de 

patients atteints de cancer du poumon non à petites cellules (154). La détection des SNV par 

l’analyse de l’ADNcir semblait corréler avec les signes cliniques d’une rechute, avec un délai 

médian de 70 jours avant une détection clinique et radiologique. 

Finalement, cette capacité de détection de la maladie minimale résiduelle et d’identification 

des patients à haut risque de rechute par recherche de l’ADN tumoral circulant a été validée 

dans d’autres types de cancer et notamment le mélanome (181, 182).  



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
52 

C. Le dépistage et la détection précoce du cancer 

 

Le cancer est l'une des principales causes de décès dans le monde. Un dépistage précoce, 

avant l'apparition des symptômes et lorsque le traitement est plus susceptible d'être efficace, 

pourrait augmenter les chances de survie. Plusieurs biomarqueurs sont utilisés en ce moment 

pour la détection de différents types de cancers, mais leur efficacité s’est avérée être réduite 

du fait de leur faible sensibilité ou spécificité. Pour cette raison, la recherche de nouveaux 

biomarqueurs plus efficaces est indispensable. 

De nombreux efforts ont été déployés afin d'évaluer le potentiel de l’ADN circulant dans le 

dépistage précoce du cancer via une analyse des altérations qualitatives et quantitatives de 

ce biomarqueur (114, 115). La caractérisation de l'ADNcir chez les individus avant un 

diagnostic de cancer et chez les individus pré-symptomatiques suggère qu’il pourrait être 

utilisé comme outil de détection et de dépistage précoce (152).  

Le principe du dépistage du cancer, l’importance clinique de la biopsie liquide dans ce 

domaine, ainsi que les biomarqueurs et tests de dépistage conventionnels utilisés sont 

développés dans ces deux revues : 

- Rita TANOS, Alain R. THIERRY, Clinical relevance of liquid biopsy for cancer screening, 

Translational Cancer Research 7, S105–S129 (2018). 

- Alain R. THIERRY, Rita TANOS, La biopsie liquide une voie possible pour le dépistage du 

cancer, médecine/sciences 34, 824–832 (2018). 
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D. Projet de thèse partie 1 : une nouvelle approche pour le 

dépistage et la détection précoce du cancer 

 

Résumé 

L'ADN circulant (ADNcir) est un nouveau biomarqueur en oncologie et plusieurs études ont 

récemment cherché à comprendre son rôle et son intérêt pour le dépistage et la détection 

précoce du cancer. Nous avons identifié deux paramètres quantitatifs de l’ADNcir, le Ref A 67 

(concentration totale d’ADNcir nucléaire) et le MNR (Rapport de la concentration entre 

l’ADNcir mitochondrial et nucléaiare), déterminés par q-PCR en ciblant des séquences 

nucléaires et mitochondriales. Ces paramètres ont été validés dans trois modèles!

expérimentaux! : modèle murin de souris xénogreffées, le milieu de culture des cellules et 

dans le plasma d’une petite cohorte d’individus sains et cancéreux. Ces deux paramètres, ainsi 

que d'autres paramètres quantitatifs et structurels de l'ADNcir ont été évalués dans une large 

cohorte rétrospective de 289 individus sains, 99 individus à risque de cancer colorectal (CCR) 

et 983 patients atteints de CCR (n = 791), de cancer du sein (n = 169) et d'autres cancers 

(hépatocellulaire, pancréatique, ovarien et lymphome) (n = 23), et ont été combinés, après un 

réajustement en fonction de l’âge, selon une approche d’apprentissage automatique. Nous 

avons mis en place un modèle de prédiction basé sur des arbres de décision pour la détection 

et la classification des patients sains et cancéreux. Cette approche a fourni des résultats très 

encourageants, en particulier concernant les stades précoces. Par conséquent, nous avons 

validé la preuve de concept de l’utilisation des biomarqueurs quantitatifs et structurels et de 

l’apprentissage automatique que nous avons proposée. L'ajout de ces biomarqueurs 

quantitatifs à la fragmentation, la méthylation ou la détection d'altérations génétiques 

pourrait être synergique.  

 

Cet article est soumis à Science Translational Medicine. 
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One Sentence Summary: We implemented a machine learning decision tree prediction model 

based on cfDNA quantitative parameters that might provide a potential approach for 

noninvasive detection of patients with early-stage cancers. 
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Abstract:  

Circulating cell-free DNA (cfDNA) is an emerging biomarker in oncology and several studies 

have recently investigated its role and utility for cancer screening and early detection. We 

identified two quantitative cfDNA candidate markers: the Ref A 67 (total nuclear cfDNA 

concentration) and the MNR (Mitochondrial to Nuclear Ratio) determined by specific q-PCR 

while targeting both nuclear and mitochondrial sequences. First, we independently validated 

them in three experimental models: cell culture media, tumor xenografted mice, and plasma 

from an exploratory cohort of healthy and cancer subjects. Subsequently, these two variables, 

as well as other quantitative and structural cfDNA parameters were evaluated in a large 

retrospective cohort including 289 healthy individuals, 99 individuals at risk for colorectal 

cancer (CRC), and 983 patients with CRC (n = 791), breast (n = 169), and other types of cancers 

(hepatocellular, pancreatic, ovarian and lymphoma) (n = 23), and were combined in a machine 

learning approach after age resampling. We implemented a decision tree prediction model for 

the detection and classification of healthy and cancer patients. This approach showed very 

encouraging results especially for early stages. Consequently, we demonstrated the proof of 

concept of using both the quantitative and structural biomarkers and the machine learning 

method we proposed. The addition of such quantitative biomarkers to fragmentomics, 

methylation or the detection of genetic alterations might be synergistic. The evaluation of this 

multi-analyte strategy with using this machine learning method is warranted. 
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Introduction: 

Cancer is among the leading causes of death worldwide, coming second after heart diseases.  

The whole mechanisms leading to its progression are still unknown, but an early detection could 

greatly increase the chances for a successful treatment. Hence, in order to decrease its global 

mortality, tests should be used for screening and early detection, rather than waiting for the first 

symptoms to appear (1). Unfortunately, effective screening tests for early detection do not exist 

for many types of cancers due to limitations in sensitivity and specificity, and they are 

preferentially used for monitoring the response to treatment. 

Recently, a few groups looked to develop strategies including several biomarkers for 

empowering screening test performance. Since most of these approaches include the 

combination of several biomarkers, it seems powerful to use the emerging machine learning. 

Many teams, from biomedical and bioinformatics fields, have studied the application of 

machine learning (ML) methods in this domain, such as Artificial Neural Networks (ANNs), 

Bayesian Networks (BNs), Support Vector Machines (SVMs) and Decision Trees (DTs), for 

the development of predictive models (2). Several studies based on different strategies have 

been reported for the detection of different cancer types (3, 4), by identifying, for example, a 

subset of three SNPs as key discriminators between controls and breast cancer patients (5). 

ANNs models trained on a large prospectively collected dataset of consecutive mammography 

findings demonstrated superior discrimination between benign and malignant breast cancer 

compared with radiologists (6). In addition, a study supported the utility of Bayesian 

classification to develop a predictive model that could support surgical decisions in patients 

with colon carcinoma (7).  

Circulating cell-free DNA (cfDNA) has gained prominence and has become an emerging 

biomarker especially in cancer. It is being widely investigated in translational and clinical 

research (8, 9), since it may present the opportunity to diagnose, monitor recurrence, and 

evaluate response to therapy solely through a non-invasive blood draw. The use of cfDNA was 

recently proposed by our team as well as others (10, 11) towards cancer screening and early 

detection, and work is ongoing by several groups to develop tests for early cancer detection 

from a single blood analysis. Different approaches were adopted, from the detection of the viral 

DNA of the Epstein-Barr virus in nasopharyngeal cancer cases (12), to the analysis of the 

methylome and cfDNA methylation patterns in different cancer types (13, 14). The diagnostic 

potential was also examined by studying cfDNA levels (15) or detecting genetic alterations (16, 

17). Others even associated mutation detection and protein markers (10), but bearing in mind 
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that the same mutation can be associated with different types of cancers. However, despite 

intensive research, the reliability of cfDNA-based tests was impacted by issues regarding their 

sensitivity and specificity, especially for early cancer stages. 

We worked for more than a decade on quantitative and structural characteristics of cfDNA (18–

22) that may, among others, show a capacity in discriminating cancer and healthy subjects . We 

believe that cfDNA based-attempts towards a pan-cancer test should be multi-analyte, and that 

the combination of qualitative (i.e. genetic or epigenetic alterations) and quantitative candidates 

would be a solution. In this work, we first identified different quantitative and structural cfDNA 

parameters determined by specific q-PCR by targeting both nuclear and mitochondrial 

sequences in a murine model, in cell culture supernatants as well as in the plasma of healthy 

and cancer individuals. We assessed their independent potential in distinguishing between 

healthy and cancer state in a large cohort of healthy (n= 289) and cancer individuals (n= 983). 

In order to optimally classify the data, we proposed a machine learning method based on a 

predictive decision tree model as a proof of concept for evaluating the combination of different 

quantitative parameters to rigorously estimate its potential before, eventually, including them 

in a multi-analyte cancer early detection test. 
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Results: 

Determination of cfDNA quantitative parameters in a xenografted mouse model 

In order to determine the potential of different quantitative cfDNA parameters, we used a 

murine model of nude mice xenografted with SW620 colorectal cancer human cells previously 

established by the team (19). This model allowed us to differentiate tumor human cfDNA from 

normal murine cfDNA in the same mouse. We quantified, by q-PCR, nuclear and mitochondrial 

cfDNA of human and murine origin in 14 xenografted mice. We found a significant increase of 

nuclear total DNA concentrations (ng/ml), that we called Ref A 67, between normal and tumor 

cfDNA, and the receiver operating curve (ROC) analysis showed an AUC (area under curve) 

of 0.91 (0.8125-1.014, 95% CI; confidence interval) (Fig. 1A and B) (Sensitivity Se= 0.79; 

Specificity Sp=0.86). The results were also significant when analyzing mitochondrial DNA 

concentrations (Ref M 67) (Fig. 1C and D) and the mitochondrial to nuclear ration (MNR) 

(Fig. 1E and F). These two parameters decreased significantly and showed higher AUCs of 0.99 

(0.963-1.016, 95% CI) and 0.96 (0.9047-1.024, 95% CI) respectively with respective 

sensitivities of 0.93 and 1, and specificities of 1 and 0.86, which suggested the high potential 

of mitochondrial DNA concentration and the MNR to separate between cfDNA of normal and 

tumor origin. 

 

Evaluation of the Ref A 67 and MNR in cell culture supernatants  

The Ref A 67 and the MNR were then tested in the supernatant of cells in culture to assess their 

ability to discriminate between normal and cancer cells. The supernatant of 14 cancer cell lines 

and 5 normal cell lines were tested (Fig. 2). The Ref A 67 showed a significant increase with a 

high AUC (0.901-1.042, 95% CI) of 0.97 (Se= 0.86, Sp= 1), while the MNR had a higher 

discriminative potential of 100% between normal and cancer cell lines with a 100% sensitivity 

and a specificity. 

 

Quantitative parameters’ evaluation in an exploratory cohort of healthy and cancer subjects  

These quantitative parameters were studied in the plasma of a small independent exploratory 

cohort of 80 healthy individuals and 146 colorectal cancer (CRC) patients of stages I to IV. The 

CRC cohort consisted of 50% patients of stage IV and 50% of stages I to III. The Ref A 67 

showed a significant increase in CRC patients with an AUC of 0.82 (Fig. S1 A). As for the 
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MNR, a significant decrease was observed in cancer patients with a high AUC of 0.98 between 

CRC and healthy subjects (Fig. S1 B). 

 

Validation of the cfDNA parameters in a large retrospective cohort 

The discriminative value of these two cfDNA quantitative parameters was then evaluated in a 

large retrospective cohort of 289 healthy individuals, 99 individuals at risk for CRC, and 983 

patients with CRC (n = 791), breast (n = 169), or other types of cancers (hepatocellular, 

pancreatic, ovarian and lymphoma) (n = 23) (Table 1). The Ref A 67 (copy nb/ml of plasma), 

or the total nuclear cfDNA concentration, showed a significant increase with a p-value < 0.0001 

between healthy individuals and the different cancer types (CRC, breast and others) (Fig. S2 

A). It was able to significantly discriminate the healthy group from CRC patients no matter 

their stage (stage 0/I/II, stage III, stage IV) and from non-cancerous patients at risk for CRC 

showing benign tumors or dysplasia (Fig. S2 B). An AUC of 0.83 (0.81-0.86, 95% CI) was 

observed for the CRC group when compared to healthy subjects (Fig. S3 A), with a high value 

of 0.79 (0.76-0.83, 95% CI) for early stages 0, I and II (Fig. S3 C), and 0.76 (0.70-0.83, 95% 

CI) for patients at risk for CRC (Fig. S3 D). The Ref A 67 showed an AUC of 0.7 (0.74-0.82, 

95% CI) for the discrimination of the breast cancer group from the healthy group (Fig. S3 B). 

We then assessed the potential of the MNR or the mitochondrial to nuclear ratio. This parameter 

significantly decreased between healthy patients and all cancer types (Fig. S2 C). It showed a 

good discriminative potential for CRC patients (AUC= 0.78; 0.75-0.82, 95% CI) and breast 

cancer patients (AUC= 0.82; 0.78-0.86, 95% CI) (Fig. S4 A and B). A significant decrease and 

a high discriminative potential was observed as well between the healthy group and early stage 

CRC patients (AUC= 0.79; 0.76-0.82, 95% CI) (Fig. S2 D and Fig. S4 C), and patients at risk 

for CRC (AUC= 0.83; 0.78-0.88, 95% CI) (Fig. S2 D and Fig. S4 D). 

 

Cohort age adjustment and cfDNA parameters’ individual performance for CRC detection 

In order to achieve the most discriminative power, we wanted to assess the potential of a 

machine learning approach by evaluating the combination of different cfDNA variables. We 

first focused on the CRC group compared to healthy subjects. A bias was observed in the age 

distribution of the studied cohort (Fig. 3A); the fraction of patients with an age < 30 years old 

was constituted of healthy individuals only, and the fraction of patients > 70 years old of CRC 

patients. No gender-based bias was observed (Fig. S5). For this reason, subjects between 30 
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and 70 years old were resampled in 5 categories: ≤ 45 years old, 45 – 50, 50 – 55, 55 – 60, and 

> 60 years old (Fig. 3B). The tendency of all the parameters was then appreciated on a heatmap 

(Fig. 3C) clustering patients (by columns) and parameters (by rows). The importance score of 

each of the parameters was then extracted after recursive partitioning was applied on 500 

different resampling (Fig. 3D). The descriptive statistics of the CRC cohort are presented in 

Table S1. The different quantitative cfDNA parameters were assessed: Ref A 67 (copy nb/ml) 

or total nuclear cfDNA concentration, Ref M 67 (copy nb/ml) or total mitochondrial cfDNA 

concentration, and the MNR. The age-adjusted estimation of the AUC for the Ref A 67 (copy 

nb/ml) parameter slightly decreased between healthy and CRC patients compared to the non-

adjusted value: 0.79 (0.73-0.84, 95% CI) for the age-adjusted AUC with 0.81 Sp (0.72-0.89, 

95% CI) and 0.70 Se (0.62-0.78, 95% CI) vs 0.83 (0.81-0.86, 95% CI) AUC, 0.82 (0.77-0.87, 

95% CI) Sp and 0.74 (0.69-0.78, 95% CI)  Se for the non-adjusted cohort (Fig. 4A and Table 

2). The MNR showed an AUC of 0.75 (0.69-0.81, 95% CI) after age sampling with 0.71 (0.61-

0.781, 95% CI) Sp and 0.7 (0.62-0.78, 95% CI) Se (Fig. 4B and Table2). The total 

mitochondrial cfDNA concentration (Ref M 67 ng/ml plasma) did not have a very high 

discriminative potential with a relatively low AUC value after resampling of 0.61 (0.53-0.67, 

95% CI); Sp= 0.60 (0.45-0.69, 95% CI), Se= 0.62 (0.52-0.78, 95% CI) (Fig. S6 and Table1). 

Two other cfDNA parameters were studied in the plasma of the majority of the tested cohort to 

be added to the quantitative variables. These parameters correspond to the nuclear cfDNA 

concentration of the fragments with a size ≥ 145 base pairs (bp) (Ref A 145 (copy nb/ml 

plasma)) or ≥ 320 bp (Ref A 320 (copy nb/ml plasma)), and provide information regarding the 

size distribution of cfDNA in the healthy and the cancer group. The Ref A 145 (ng/ml plasma) 

was significantly higher in CRC patients than healthy individuals with a high discriminative 

value (age-adjusted AUC = 0.79 (0.74-0.87, 95% CI); Sp= 0.79 (0.67-0.91, 95% CI), Se= 0.72 

(0.62-0.84, 95% CI) (Fig. S7 and Table1). The AUC of the Ref A 320 (ng/ml) was shown to 

be lower than that of the Ref A 145 age-adjusted AUC = 0.63 (0.53-0.73, 95% CI) with 0.76 

Sp (0.67-0.92, 95% CI) and 0.63 Se (0.53-0.73, 95% CI) (Fig. S8 and Table 1). 

 

Decision tree construction and prediction value for CRC detection 

We implemented a decision tree prediction model by including our 5 different cfDNA 

quantitative and structural parameters obtained from q-PCR analysis after age resampling, to 

examine whether their association would further increase the discrimination potential (Fig. 5 

and Table S2). 527 CRC and healthy patients were used for the construction of the tree, and 
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showed 0.87 (0.79-0.92, 95% CI) specificity and 0.76 (0.67-0.85, 95% CI) sensitivity (Table 

3). The tree’s performance characteristics were validated by cross-validation of 2000 rounds of 

resampling of a total of 622 patients that were not used for the tree construction. This validation 

estimated a specificity of 0.89 (0.84-0.94, 95% CI) and a sensitivity of 0.77 (0.73-0.80, 95% 

CI) for CRC and healthy patients’ classification (Table 3). When applied to early stages CRC, 

a relatively high Sp and Se of 0.87 (0.83-0.91, 95% CI) and 0.72 (0.67-0.76, 95% CI) were 

observed respectively (Table 3). The discrimination between cancer patients and patients at 

risk for CRC was not possible with a specificity of 0.24 (Table 3) since more patients were 

predicted as cancerous rather than healthy (chi-square test p-value: 1.86E-05). No difference 

regarding the clinical parameters was observed between patients at risk classified as cancer or 

healthy individuals (Table S3). 

 

Breast cancer and other cancer types 

The distribution and discriminative potential of each of the five individual cfDNA parameters 

were tested in stages II and III breast cancer patients (n=169) vs healthy individuals, and an 

unpaired t-test was adopted for continuous variables comparison among the populations studied 

(Fig. S9 and Table S4). The MNR and the Ref A 67 showed the highest potential with an AUC 

of 0.81 (0.76-0.87, 95% CI) and 0.77 (0.71-0.83, 95% CI), a sensitivity of 0.76 (0.66-0.85, 95% 

CI) and 0.75 (0.66-0.86, 95% CI) and a specificity of 0.75 (0.66-0.85, 95% CI) and 0.77 (0.61-

0.81, 95% CI) respectively (Fig. S10 and Table S5). The other three parameters were less 

effective for breast cancer vs healthy discrimination (Ref M 67: AUC = 0.72 (0.66-0.88, 95% 

CI), Se = 0.67 (0.50-0.77, 95% CI), Sp = 0.71 (0.59-0.85, 95% CI) ; Ref A 145: AUC = 0.69 

(0.62-0.76, 95% CI), Se = 0.61 (0.44-0.76, 95% CI), Sp = 0.71 (0.53-0.89, 95% CI) ; Ref A 

320: AUC = 0.60 (0.53-0.70, 95% CI), Se = 0.55 (0.34-0.65, 95% CI), Sp = 0.66 (0.52-0.86, 

95% CI)) (Fig. S10 and Table S5). The same pattern adopted for the decision tree construction 

for the CRC cohort was followed for the breast cancer cohort (Fig. S11 and Table S2). The 

MNR parameter appeared at the first node, followed by the Ref A 67 and the Ref A 145. 236 

patients in total were used for the construction of the tree with a specificity of 0.72 (0.65-0.84, 

95% CI) and a sensitivity of 0.86 (0.80-0.91, 95% CI) (Table 3). The cross-validation using the 

46 patients left showed a high specificity of 0.80 (0.64-0.95, 95% CI) and a high sensitivity of 

0.95 (0.85-1, 95% CI) (Table 3). The predictive tree established on a cohort was then used to 

predict the results of the other. The CRC decision tree had a 0.90 (0.84-0.95, 95% CI) specificity 

and 0.58 (0.50-0.65, 95% CI) sensitivity for breast cancer patients’ classification, and the breast 
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cancer decision tree showed a Sp of 0.66 (0.62-0.72, 95% CI) and a Se of 0.85 (0.82-0.87, 95% 

CI) for CRC patients prediction (Table 3). The ability of these two decision trees for the 

classification of 23 patients with different types of cancers (pancreatic, hepatocellular, 

lymphoma and ovarian) was assessed. The CRC and the breast prediction tree respectively 

(Table S6) classified 21 and 22 individuals out of the 23 as cancer patients. 
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Discussion: 

Since the discovery of cfDNA (23) and especially the presence of higher concentrations in the 

plasma of cancer patients, quantitative determination of cfDNA was conceived as a tool for 

cancer screening (24, 25). However, despite significant statistical difference, the large 

overlapping in both cancer and healthy subjects severely weakens this approach. Alternatively, 

the detection of genetic alterations from cfDNA appeared as a valuable strategy (10, 17, 26, 

27), and several recent attempts were implemented, but the false positive rate observed 

precludes it, mainly due to (i), the detection of white blood cells derived mutations among 

cfDNA variants especially with age, and (ii), the very low cfDNA tumor fraction in a significant 

fraction of cancer patient plasma. This suggests that quantitative and structural indicators from 

total cfDNA, which are not totally and directly associated with malignancy, may compensate 

the eventual deficiencies of qualitative indicators. We believe that the combination of both types 

of candidates in a multi-analyte approach might obey to the stringent evaluation for the 

validation of a screening or early detection test. This study aims at providing the proof of 

concept of using cfDNA quantitative biomarkers, as well as proposing a specific machine 

learning method we selected towards this goal. 

 

Independent evaluation of the performance of various cfDNA parameters 

The biomarker candidates were identified from our earlier works (18–22) based on the 

observation that nuclear total cfDNA analysis showed significantly higher plasma 

concentration (18, 28) (AUC = 0.91, N= 109 healthy and 229 CRC patients (21)), that cfDNA 

fragment size from cancer patients are lower than those of healthy individuals (18, 20, 22, 29) 

and on this study of the comparison of the respective amounts of mitochondrial and nuclear 

cfDNA as revealed here. 

First, we used the previously established xenograft mouse model (19), and compared different 

quantitative cfDNA parameters of murine (normal) and human (tumor) origin.  Each of the 

studied parameters, from the total nuclear (Ref A 67) or mitochondrial (Ref M 67) cfDNA 

concentration showed a significant difference between murine normal DNA and human tumor 

DNA, with the highest discriminative power to the mitochondrial to nuclear ratio (MNR). 

Second, these three quantitative cfDNA parameters were then validated in the supernatant of 

cells in culture to determine their capacity to discriminate between normal and cancer cells. In 

vitro data revealed that the MNR show the strongest potential to discriminate cell culture 
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supernatant of normal to cancer cell lines (AUC = 1). Third, the evaluation on human plasma 

in a retrospective study on a small exploratory cohort confirmed that the total nuclear cfDNA 

concentration and the MNR ratio might be discriminative factors (AUC = 0.82 and 0.98 

respectively). Next, these variables were assessed in the plasma of a large cohort of 289 healthy 

individuals and 982 cancer patients including 791 CRC, 169 breast cancer and 23 patients with 

other types of cancer. Early stages 0/I/II constituted about 54% of the CRC cohort. Each of 

these parameters showed a good potential for discriminating cancer and healthy patients, but 

the AUC, specificity and sensitivity were lower than what we previously observed from the 

small exploratory cohort due to the large number of individuals and the high percentage of 

cancer patients with early stage disease.  

Parameters relative to the cfDNA structure were also studied. It has been shown by our team 

(20, 21), as well as others (30–33) that cfDNA fragmentation and size profile differ between 

healthy and cancer patients. For this reason, we added two parameters to our study the Ref A 

145 (nuclear cfDNA concentration of the fragments with a size ≥ 145 base pairs) and the Ref 

A 320 (≥ 320 bp) which provide information regarding the size distribution of cfDNA. The 

identification of these parameters originated from previous reports showing that the 

examination of size profile and fragmentomics (34) may help in discriminating healthy to 

cancer individuals (20, 29, 35). The Ref A 145 showed a high performance for CRC patients, 

and a lower potential for breast cancer patients. A lower discrimination potential was observed 

for both cohorts of cancer patients, when evaluating the Ref A 320.  

 

Machine learning selection 

The aim of the decision algorithm was to serve as a visual tool or method for clinical 

application. The easiest way to do so was the use of ROC curves and optimal thresholds (36) 

for the different cfDNA parameters which produced good results but could sometimes give 

opposite prediction if used independently. The combination of both these methods to predict 

cancer status could have been done in several ways like Support Vector Machine, Random 

Forest and Logistic regression as top algorithms used in a comparative study for the selection 

of a risk prediction model for CRC (37). However, an association between age and the measured 

cfDNA seems to exist since some of these parameters tend to have a non-linear interaction 

showed using logistic regression with colorectal cancer status as a predictive variable (Table 

S7). A non-parametric method as recursive regression trees (38) is adapted to this kind of 

situation where some of the parameters are inter-independent, like the MNR that is based on 
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the Ref A 67 and the Ref M 67. The visual representation of this method tends to be more 

adapted for a potential clinical application instead of Random Forest or Support Vector 

Machine techniques that need to apply computational tools. This method allows as well the use 

of most of the available parameters and the assessment of their potential combination, as it 

solves some of the problems regarding the interactions between our available variables. 

These decision tree methods have already shown good performances in regards to other 

machine learning techniques as artificial neural networks or support vector machine used for 

mortality prognostication in the case of glioma for example (39). However, the use of casual 

methods like those used for the discrimination of head and neck squamous cell carcinoma 

patients and healthy adults (40), with cross-validation -2/3 of the values as a learning-set and 

validation with bootstrap estimation using the 1/3 left-, gave unstable results. When applying a 

similar method to our cohort, large confidence intervals were observed for the sensitivity and 

specificity (Table S8 and Fig. S12) and the decision trees obtained were highly dependent on 

the patients selected for tree construction. For that reason, the resampling of aged paired patients 

was used and a global tree was built based on the most recurrent variable at each node. The 

iterative procedure we used was also applied by other teams in the field of suicide attempt 

prediction (41) or in the detection of drug usage (42). The tree was then qualified on the rest of 

the patients not used for learning, which gave us more stable results with shorter confident 

intervals that we hope would be more robust if applied on an extended population. 

 

Test performance by machine learning decision tree classification  

Patients with early stages CRC (stages 0, I and II) were mostly predicted as of cancer status by 

the CRC decision tree with a sensitivity of 0.72 and a specificity of 0.87. The breast cancer 

cohort studied consisted of patients with stage II or III of the disease, and the breast cancer 

decision tree cross-validation showed a 0.80 sensitivity and a 0.95 specificity. This tends to 

encourage us on the ability of this approach for the early detection of cancer. In fact, Cohen et 

al developed a test called CancerSeek for the noninvasive detection and localization of eight 

types of cancer (stages I to III) by combining the detection of tumor-specific mutations in 

cfDNA with eight circulating protein markers (10). Even though the test showed a high 

specificity of 0.99 with a median sensitivity of 0.70 (highest sensitivity = 0.98 for ovarian 

cancer), the sensitivity was 0.33 for breast cancer and 0.65 for CRC. Regarding early stages, 

the sensitivity was 0.43 (ranging from 0.2 for esophageal cancer to 1 for liver cancer) for stage 

I patients and 0.73 for stage II patients. Other cfDNA based methods, like the methylome 
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analysis by the recovery of circulating tumor DNA-associated methylation profile could enable 

sensitive detection, classification and monitoring of cancer across a range of cancer types (13). 

The study of the methylation landscape of cfDNA isolated from 100 metastatic breast and 

colorectal cancer patients and 45 healthy individuals showed a statistical diagnostic efficacy 

with 0.84 sensitivity and 0.82 specificity (14), but was not able to detect cancer on a very early 

stage. 

In our study, patients labelled at risk were not discriminated from patients with colorectal cancer 

(Sp = 0.24), being predicted to be cancer patients rather than healthy individuals, which 

indicates that they share a similar profile regarding the cfDNA measured parameters. In 

addition, no specific profile in the clinical parameters of this sub-population was found to 

correlate with the classification of these patients as cancerous or healthy (Table S3). However, 

the stratification of these individuals as CRC patients could be beneficial given that patients 

with these profiles are advised to be regularly followed. 

 

Test performance vs cancer type 

Breast cancer patients were poorly predicted by the decision tree determined based on the CRC 

cohort (Se = 0.58) despite the high specificity found (0.90). This high specificity could be 

explained by the fact that the same healthy patients were used in both algorithms. Alternatively, 

the use of the breast cancer tree to classify colorectal cancer patients was quite efficient (Se = 

0.85) but the loss of specificity (0.66) was significant. This could be due to the fact that the 

breast cancer cohort only concerns women, and that a probable difference between healthy 

males and females regarding the cfDNA measured parameters could exist, especially for 

mitochondrial cfDNA (28). This may explain as well the importance of the MNR, which 

appears in first node of the breast cancer decision tree, for the classification of breast cancer 

patients. These algorithms were then applied on a small cohort of patients with other cancer 

types (n=23) showing good predictions considering the sensitivity, which tends to indicate that 

these trees are not cancer-type specific. 

 

Conclusion, study limitations and perspectives 

The selected machine learning method seems adapted towards classifying and testing the 

combination of the quantitative biomarkers, promoting its further use when combining 

quantitative as well as qualitative biomarkers. The selected ones evaluated in this study showed 
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some screening power, especially in early cancer detection, with the ability to detect two or 

three quarters of patients with early-stage cancer, representing a higher level than that found 

with the CancerSeek test (10) or the analysis of the methylation profile of cfDNA (13). Use of 

biomarkers based on the total cfDNA analysis are also known to vary in conditions and 

pathologies other than cancer like autoimmune diseases (43, 44), sepsis (45, 46), myocardial 

infraction (47, 48), exercise (49) and others. Therefore, it is crucial to investigate this approach 

in respect to confounding conditions such as inflammation. However, the studied biomarkers 

cannot determine the tumor tissue of origin as potentially reported with CancerSeek or 

methylation analysis (10, 13). Although the quantitative multi-analyte test performance as a 

blood test is noteworthy, the study presents critical limitations in the context of a universal 

cancer screening. The studied cohort is retrospective and composed of healthy controls devoid 

of asymptomatic patients. It rather appears as the confirmation of a diagnosis at the pre-

screening stage, whereas, to properly call it screening, the test ought to have been performed 

on an asymptomatic population ostensibly in good health, with positive results being confirmed 

by other testing techniques. 

Protein markers have about a >10% sensitivity and a >99% specificity as well as the capacity 

of detecting one or more cancer types. They, at this time, do not comply with the requirements 

for multi-cancer tests used at the population scale. Primary requirements would be test 

performance (high sensitivity without sacrifying specificity; >90% and >99%, respectively), 

reproducibility and robustness. Secondary requirements are generalizability to population, and 

ability to identify anatomic location to direct appropriate diagnostic work-up. In addition, 

cancer screening test validation should ultimately be subject to large scale population studies 

with people with no known diagnosis, inclusion of potentially confounding conditions to ensure 

specificity, and multiple study sites for demographic diversity. The detection of the genetic 

alterations such as mutations, aneuploidy, or translocation/re-arrangements would have the 

perfect screening parameters, but white blood cells derived mutations among cfDNA variants 

especially with age, and the very low cfDNA tumor fraction occurring in a significant part of 

cancer patient plasma precludes their use as a single strategy. We believe that a blood test based 

on cfDNA analysis might have the capacity towards this goal, given especially its minimal 

invasiveness, high compliance, affordability and scalability. A cfDNA based cancer screening 

test would be multi-analyte. Although the test performance of the combination of quantitative 

and structural parameters as reported here are not good enough, it may reveal synergic power, 

especially in respect to early cancer stage detection, when associated with other cfDNA 
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parameters that are from different origins such as genetic alterations. Examination of genome 

wide methylation profiling was found to be specific to cancer and very informative of cancer 

type while showing high sensitivity and specificity, and could be a candidate partner of choice. 

In addition, analysis of the cfDNA fragment size profile may be another powerful candidate as 

we previously demonstrated (29, 35) and recently confirmed (31, 50). The evaluation of the 

combination of the quantitative biomarkers tested here with methylation and fragmentomics 

analysis is ongoing with using of the machine learning method we proposed here. 
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Materials and methods: 

Study design 

This study presents an observational analysis of different quantitative and structural cfDNA 

parameters calculated using an ultrasensitive q-PCR method to quantify wild type nuclear and 

mitochondrial cfDNA sequences in the plasma of cancer patients and healthy individuals, as 

well as a proposition of a machine learning method of a predictive decision tree model 

combining these different parameters for early cancer detection. 

The plasma of a small exploratory cohort of 80 healthy subjects and 146 colorectal cancer 

(CRC) patients (stages I to IV) were first analyzed. We then analyzed 1371 plasma samples 

(Table 1) of 289 healthy individuals, 99 individuals at risk for CRC, and 983 patients CRC (n 

= 791), breast (n = 169), or other cancer types (hepatocellular, pancreatic, ovarian and 

lymphoma) (n = 23) over a range of stages. Early stages CRC patients (stages 0/ 1/ 2) represent 

more than 50% of the total CRC cohort tested.  

We evaluated the utility of each of the cfDNA parameters tested to discriminate between 

healthy individuals and cancer patients, especially for early stages. We then developed a 

decision tree that combined five different parameters and established its sensitivity and 

specificity to assess whether it could potentially serve for early cancer detection. 

 

Patient and sample characteristics 

Blood samples from healthy individuals were obtained from healthy donors, from the 

Etablissement Français du Sang (E.F.S), the blood transfusion center of Montpellier 

(Convention EFS-PM N° 21PLER2015-0013). They were analyzed (virology, serology, 

immunology, blood numeration) and ruled out if an abnormality was detected. 

Plasma samples from patients with colorectal cancer were provided by the hospital centers of 

Clermont-Ferrand and Limoges in France, and of Salamanca in Spain, as well as from the “BCB 

colon” cohort from Montpellier in France and the KPLEX I and KPLEX II studies previously 

conducted by the team. Plasma samples from individuals with breast cancer were obtained from 

the “IDEA Sein” cohort from Montpellier. 18 Hepatocellular carcinoma plasma samples were 

provided by Eric Assenat and Marie Dupuy from Montpellier, and 3 pancreatic 

adenocarcinomas, 1 lymphoma and 1 ovarian cancer samples were obtained from the hospital 

center of Salamanca in Spain. All plasma samples from cancer patients were obtained at the 
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time of diagnosis, or at least 45 days after treatment interruption to eliminate any bias due to 

the liberation of cfDNA by the treatment.  

Written informed consent was obtained from all participants prior to the onset of the study. 

Clinical data for all patients included are listed in Table 1. 

 

Cell lines 

We analyzed the supernatant of 14 tumor cell lines in culture: 3 colorectal cancer (SW620, 

SW480 and CaCo2), 5 prostate cancer (VCAP, 22rV1, DU145, LNCAP and PC3), 3 breast 

cancer (SUM159, MDA 468 and R2sh P53), 2 lymphoma (RAMOS and BJAB), and 1 lung 

cancer cell line (H1975); and 5 normal cell lines of various origins: human foreskin fibroblasts 

(HFF), skin fibroblasts (CDC45K), mammary fibroblasts (R2), lung fibroblasts (IMR-90 A), 

and hepatocytes (LWFD). Genomic DNA of the DIFI human colorectal cancer cell line grown 

in RPMI 1640 and supplemented with 10% FCS and ATB, was used as a standard for human 

nuclear DNA quantification. Most cell lines were obtained from the American type culture 

collection (ATCC) (Manassas, VA, USA). The R2sh P53 cell line was obtain from the Charles 

Theillet/ Claude Sardet team. Cell culture medium supernatant was collected when cells were 

at 70% confluence, and underwent two centrifugations, the first at 1200g and the second at 

16000g at 4°C for 10min each. DNA was then extracted using the QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) from 200µL of the supernatant and eluted in a final volume 

of 80µl. 

 

Mice models 

An experimental mouse xenograft model previously developed (19), allowing to distinguish in 

the same subject non-tumor derived cfDNA (of murine origin) and tumor derived cfDNA (of 

human origin) was used. Peripheral blood was drawn into EDTA pre-coated tubes of 14 female 

athymic nude mice (6–8 weeks old) xenograted with SW620 human cancer cells, and was used 

for plasma preparation within one hour. All experiments complied with the current national and 

institutional regulations and ethical guidelines and were performed by an accredited person.  
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Plasma isolation and cfDNA extraction 

Human and murine blood samples were handled according to the preanalytical guideline we 

established (20, 51). Blood was drawn in EDTA tubes and was centrifuged at 1200 g at 4°C in 

a Heraeus Multifuge LR centrifuge for 10 min. The supernatants were isolated and centrifuged 

at 16000 g at 4°C for 10 min. Subsequently, the plasma was either immediately handled for 

DNA extraction or stored at -80°C. CfDNA was extracted from 200µL of plasma and eluted in 

a final volume of 80µl using the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) 

according to our detailed protocol(52). DNA samples were kept at-20°C until use. Freeze-thaw 

cycles were avoided in order to reduce the phenomenon of cfDNA fragmentation. 

 

DNA quantification by Q-PCR and copy number calculation 

Q-PCR amplifications were carried out at least in triplicate in a 25 µl reaction volume on a 

CFX96 touchTM Real-Time PCR detection system (Bio-Rad) instrument, using the CFX 

manager software. Each PCR reaction mixture was composed of 12.5µl of SsoAdvancedTM 

Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), 2.5µl of each 

amplification primer (3 pmol/µl), 2.5µl of Nuclease free water (Qiagen), and 5µl of DNA 

extract. Thermal cycling consisted of three repeated steps: a 3-min Hot-start Polymerase 

activation-denaturation step at 95°C, followed by 40 repeated cycles at 90°C for 10s, and then 

at 60°C for 30s. Melting curves were obtained by increasing the temperature from 55°C to 

105°C with a plate reading every 0.2°C. The concentration was calculated from the Cq detected 

by Q-PCR. A triplicate of non-template negative control was included in each run for each 

couple of primers. 

 

Human DNA quantification 

For human nuclear DNA, serial dilutions of genomic DNA from Difi cells were used as a 

standard for nuclear DNA quantification. The initial concentration and purety were assessed by 

optic density at λ=260 nm, 230 nm and 280nm, with an Eppendorf BioPhotometer® D30.  

A control standard curve using a 3382-bp human ORF vector with a 786-bp MT-CO3 insert 

obtained from ABM good® (accession no.YP_003024032) of known concentration was used 

for human mitochondrial DNA quantification in cell lines and human samples. Initial vector 
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solution concentration and purity were determined by measuring the optic density at λ=260 nm, 

230 nm and 280 nm, with an Eppendorf BioPhotometer® D30. 

For each human plasma sample and cell line supernatant extract, a nuclear wild type KRAS 

amplicon and a MT-CO3 mitochondrial amplicon of 67 bp each were separately quantified. A 

wild-type BRAF nuclear amplicon of 105 bp was also targeted for several human plasma 

samples to validate the total nuclear DNA quantification calculated by targeting the KRAS 67 

bp amplicon. Amplicons of 145 and 320 bp of the KRAS gene were targeted as well for cfDNA 

size profile analysis. 

 

Nuclear cfDNA copy number calculation: 

Nuclear cfDNA copy number per milliliter of plasma/supernatant was determined with the 

following calculation:  

  

Qnuclear is the NcfDNA copy number per milliliter, c is the NcfDNA concentration (pg/μl) 

determined by Q-PCR targeting the nuclear KRAS gene sequence and 3.3 pg is the human 

haploid genome mass. Velution is the volume of cfDNA extract (μl) and Vplasma/supernatant 

is the volume of plasma or supernatant used for the extraction (ml). 

 

Mitochondrial cfDNA copy number calculation: 

Mitochondrial cfDNA copy number per milliliter of plasma/supernatant was determined with 

the following calculation: 

  

Qmito is the McfDNA copy number per milliliter of plasma/supernatant, ‘c’ is the McfDNA 

mass concentration (g/μl) determined by Q-PCR targeting the mitochondrial MT-CO3 gene. 

NA is Avogadro’s number (6.02*1023 molecules per mole), Lvector is the plasmid length 

(nucleotides), and MW is the molecular weight of one nucleotide (g/mol). Velution is the 

elution volume of cfDNA extract (μl) and Vplasma is the volume of plasma or supernatant used 

for the extraction (ml). 
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Murine DNA quantification 

For murine samples, murine nuclear DNA was quantified using as reference a serial dilution of 

genomic murine DNA (Promega), and human nuclear DNA of tumor origin was quantified 

using a standard curve of genomic DNA of the human Difi cell line. The relative amount of 

mitochondrial DNA to nuclear DNA was determined using the equation , where dCq = 

(Cq mito – Cq nuc). Human cfDNA (of tumor origin) and murine cfDNA (of non-tumor origin) 

were determined in the same murine plasma samples using adequate primer sets for each 

amplification and expressed in nanograms per milliliter of plasma (ng/ml). Human KRAS 

nuclear amplicon and MT-CO3 mitochondrial amplicon of 67 bp each were quantified to assess 

the human cfDNA of tumor origin. On the other hand, murine cfDNA of non-tumor origin was 

analysed by targeting a KRAS murine nuclear amplicon of 63 bp and a MT-CO1 murine 

mitochondrial amplicon of 114 bp.  

 

Oligonucleotides 

Oligonucleotides were synthesized and purified on HPLC by Integrated DNA Technologies 

(Coralville, Iowa) and quality control of the oligonucleotides was performed by MALDI TOF. 

They were tested for specificity and sensitivity before use. The sequences and characteristics 

of the selected primers are presented in the Table S9.  

 

Ref A and MNR calculation 

Human samples and cell culture supernatant extracts 

The mean nuclear DNA copy nb/ml value when targeting the KRAS wild type 67bp amplicon, 

is considered as the Ref A 67 (copy nb/ml of plasma or supernatant) and corresponds to the 

total concentration of nuclear cfDNA. Plasma samples with a Ref A 67 below 450 copies/ml 

were excluded from the study. The RefA 145 (copy nb/ml) and the RefA 320 (copy nb/ml) 

correspond to the concentration of cfDNA fragments >145 bp and >320 bp respectively, and 

are calculated by targeting the KRAS 145 bp or 320 bp amplicon. 

The mean mitochondrial DNA copy nb/ml value when targeting the MT-CO3 wild type 67bp 

amplicon, is considered as the Ref M 67 (copy nb/ml of plasma or supernatant) and corresponds 

to the total concentration of mitochondrial cfDNA. 
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The mitochondrial to nuclear DNA ratio (MNR) was expressed as the ratio of the mean of 

mitochondrial DNA copy nb/ml of plasma (or supernatant) value to the Ref A 67 (copy nb/ml 

of plasma (or supernatant)) value of the experiments (MNR = Ref M 67/Ref A 67).  

 

Murine samples 

For murine samples, Human tumor MNR was calculated by the ratio between human mcfDNA 

relative concentration to human ncfDNA concentration (ng/ml). Murine non tumor MNR was 

calculated by the ratio between murine mcfDNA relative concentration to murine ncfDNA 

concentration (ng/ml). 

 

Statistical analysis 

Murine and cell culture supernatant data. Data were expressed as mean ± SD. The non-

parametric Wilcoxon-Mann-Whitney test was used for comparison of medians for murine and 

cell culture supernatant data. Receiver operating characteristic (ROC) curves are presented and 

the area under the ROC curve (AUC) calculated. A probability of less than 0.05 was considered 

to be statistically significant; *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 0.0001. 

Human plasma samples. The analysis was conducted using R 3.6.0 and the stats package. 

Colorectal cancer cohort. Patients with missing values on parameters used for tree regression 

were removed which concerned 152 patients (129 CRC patients, 2 healthy patients and 21 at 

risk patients). An unpaired t-test was adopted for continuous variables comparisons, rather a 

two samples proportions test with continuity correction for binary variables comparison among 

the populations studied (Table S1). 

Breast cancer cohort. Patients with missing values were removed from the analysis, which 

concerned 2 patients diagnosed with a breast cancer. An unpaired t-test was adopted for 

continuous variables comparison among the populations studied (Table S3). 

Age pairing. Due to different age distribution among healthy and colorectal patients (Fig. 3A), 

we split the age in 5 different categories in order to pair patients: less than 45 years old, 45 to 

50 years old, 50 to 55 years old, 55 to 60 years old and more than 60 years old (Fig. 3B). This 

pairing reduced number of patients included to 527. Moreover, interaction effect between age 

and some measured parameters was observed using logistic modelling of the colorectal cancer 

status probability (Table S7) which confirmed the utility to remove this bias in order to 
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appreciate, if present, the interest of the age in a non-parametric algorithm. This age distribution 

was not so different between breast cancer patients and healthy individuals and resulted only in 

a high number of young Healthy patients. Accordingly, a window of patients between 25 and 

65 years was created. 

Univariate first analysis. For each measured parameter, ROC curves were produced using the 

pROC package and an optimal threshold corresponding to the best prediction was estimated by 

minimizing the distance between the ROC curve and the ideal point (Se=1, 1-Sp=0) (53). 

Sensitivity, specificity, area under the curve and the optimal threshold were estimated with their 

respective confidence intervals using an empirical bootstrap method already shown useful for 

quantitative diagnostic tests (54). First, we applied 2000 resampling -with replacement- and we 

estimated the punctual values for each step. Then the difference between each step estimation 

and the targeted value were calculated, the 2.5th and 97.5th distance percentiles were obtained 

and added to the targeted punctual value. Secondly, we applied the same method on 2000 

resampling of 155 CRC and 155 healthy patients -paired on the age categories previously 

made.Thirdly, we applied the same method on patients from the breast cancer cohort with 2000 

resampling of 236 patients. Thirdly, we applied the same method on patients from Breast cancer 

cohort with 2000 resampling of 236 patients. 

Bioinformatics analysis. The cancer prediction algorithm was conducted by applying recursive 

partitioning for regression tree (55) using the rpart package. First, a global view of all the 

measured parameters was generated in order to appreciate the tendency of each of them. The 

resulting heatmap was built using the ComplexHeatmap package (Fig. 3C) clustering patients 

-by columns- and parameters -by rows- based on Euclidian distance and using ward.D2 

agglomeration method. The values were reduced among the samples after a log10 

transformation to appreciate the variability in an easier color scale. Secondly, recursive 

partitioning was applied on 500 different resampling to extract the importance score of each 

variable introduced in the procedure (Fig. 3D). That allowed us to exclude some new 

transformed variables using these parameters.  

To build the global tree, a stepwise procedure was performed on each node using the resampling 

method described in univariate first analysis part to keep the most frequently selected variable. 

It was confirmed by applying a homogeneity chi-square test on the frequency table, and a 

proportion test with continuity correction was applied on the two most frequent variables in 

order to discriminate them. Once the selection confirmed, we fixed the parameter of interest at 

the node and we estimated its conditional threshold on 2000 resamples –with replacement-. The 
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confidence interval was obtained based on the distribution of the difference to the mean, we 

kept the median as the condition applied at the node. The same method was applied on breast 

cancer cohort in order to obtain and compare a specific tree on this cohort (Table 3). We iterated 

this procedure to acquire the full tree for colorectal cancer cohort (Fig. 5). Each node contains 

the variable with its estimated threshold and the proportions of CRC/Healthy Patients present 

at this step. Each leaf contains the concluded status –CRC or healthy-, the proportion of 

CRC|healthy patients and the global proportion of patients ending in it. The same pattern was 

followed for breast cancer cohort (Fig. S11). For each tree obtained, the performance was 

qualified by using the predictive values given by the tree and the real patient’s diagnosis. We 

punctually estimated sensitivity and specificity and then we obtained the 95% confidence 

interval by empirical bootstrap as previously described in univariate first analysis. Different 

groups of patients were used. First we calculated the parameters with the patients used for tree 

building (n=527 for colorectal cancer cohort, n=236 for breast cancer). Secondly, we applied 

the tree prediction on the patients excluded of the tree building. We also applied these 

predictions on early colorectal cancer stages (0-1-2) and patients at risk to develop colorectal 

cancer. 

Other cancer types. Our parameters were measured on 23 patients with different cancer types. 

The results were predicted using both breast cancer cohort tree and colorectal cancer cohort tree 

(Table S5).  

  

 

Acknowledgments: 

We would like to thank Philippe BLACHE, Corinne PREVOSTEL and Vanessa 

GUILLAUMON for their help, as well as Laura MUINELO ROMAY (MD PhD from Santiago 

de Compostela) and Sandrine BONIZEC. 

Funding: This work was funded by the “SIRIC Montpellier Cancer Grant 

INCa_Inserm_DGOS_12553” and MSDAvenir through the MSD-Mitest grant. 

 

  



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
111 

References: 

1. L. D. Maxim, R. Niebo, M. J. Utell, Screening tests: a review with examples, Inhal. Toxicol. 

26, 811–28 (2014). 

2. K. Kourou, T. P. Exarchos, K. P. Exarchos, M. V. Karamouzis, D. I. Fotiadis, Machine 

learning applications in cancer prognosis and prediction, Comput. Struct. Biotechnol. J. 13, 8–

17 (2015). 

3. L. Hussain, A. Ahmed, S. Saeed, S. Rathore, I. A. Awan, S. A. Shah, A. Majid, A. Idris, A. 

A. Awan, Prostate cancer detection using machine learning techniques by employing 

combination of features extracting strategies, Cancer Biomarkers 21, 393–413 (2018). 

4. S. Sharma, A. Aggarwal, T. Choudhury, in 2018 International Conference on Computational 

Techniques, Electronics and Mechanical Systems (CTEMS), (IEEE, 2018), pp. 114–118. 

5. J. Listgarten, S. Damaraju, B. Poulin, L. Cook, J. Dufour, A. Driga, J. Mackey, D. Wishart, 

R. Greiner, B. Zanke, Predictive Models for Breast Cancer Susceptibility from Multiple Single 

Nucleotide Polymorphisms, Clin. Cancer Res. 10, 2725–2737 (2004). 

6. T. Ayer, O. Alagoz, J. Chhatwal, J. W. Shavlik, C. E. Kahn, E. S. Burnside, Breast cancer 

risk estimation with artificial neural networks revisited, Cancer 116, 3310–3321 (2010). 

7. A. Stojadinovic, A. Nissan, J. Eberhardt, T. C. Chua, J. O. W. Pelz, J. Esquivel, Development 

of a Bayesian Belief Network Model for Personalized Prognostic Risk Assessment in Colon 

Carcinomatosis, . 

8. A. R. Thierry, S. El Messaoudi, P. B. Gahan, P. Anker, M. Stroun, Origins, structures, and 

functions of circulating DNA in oncology, Cancer Metastasis Rev. 35, 347–76 (2016). 

9. M. Fleischhacker, B. Schmidt, Circulating nucleic acids (CNAs) and cancer—A survey, 

Biochim. Biophys. Acta - Rev. Cancer 1775, 181–232 (2007). 

10. J. D. Cohen, L. Li, Y. Wang, C. Thoburn, B. Afsari, L. Danilova, C. Douville, A. A. Javed, 

F. Wong, A. Mattox, R. H. Hruban, C. L. Wolfgang, M. G. Goggins, M. Dal Molin, T.-L. Wang, 

R. Roden, A. P. Klein, J. Ptak, L. Dobbyn, J. Schaefer, N. Silliman, M. Popoli, J. T. Vogelstein, 

J. D. Browne, R. E. Schoen, R. E. Brand, J. Tie, P. Gibbs, H.-L. Wong, A. S. Mansfield, J. Jen, 

S. M. Hanash, M. Falconi, P. J. Allen, S. Zhou, C. Bettegowda, L. A. Diaz, C. Tomasetti, K. 

W. Kinzler, B. Vogelstein, A. M. Lennon, N. Papadopoulos, Detection and localization of 

surgically resectable cancers with a multi-analyte blood test., Science 359, 926–930 (2018). 

11. R. Tanos, A. R. Thierry, Clinical relevance of liquid biopsy for cancer screening, Transl. 

Cancer Res. 7, S105–S129 (2018). 

12. K. C. A. Chan, J. K. S. Woo, A. King, B. C. Y. Zee, W. K. J. Lam, S. L. Chan, S. W. I. Chu, 

C. Mak, I. O. L. Tse, S. Y. M. Leung, G. Chan, E. P. Hui, B. B. Y. Ma, R. W. K. Chiu, S.-F. 

Leung, A. C. van Hasselt, A. T. C. Chan, Y. M. D. Lo, Analysis of Plasma Epstein–Barr Virus 

DNA to Screen for Nasopharyngeal Cancer, N. Engl. J. Med. 377, 513–22 (2017). 

13. S. Y. Shen, R. Singhania, G. Fehringer, A. Chakravarthy, M. H. A. Roehrl, D. Chadwick, 

P. C. Zuzarte, A. Borgida, T. T. Wang, T. Li, O. Kis, Z. Zhao, A. Spreafico, T. da S. Medina, 

Y. Wang, D. Roulois, I. Ettayebi, Z. Chen, S. Chow, T. Murphy, A. Arruda, G. M. O’Kane, J. 

Liu, M. Mansour, J. D. McPherson, C. O’Brien, N. Leighl, P. L. Bedard, N. Fleshner, G. Liu, 

M. D. Minden, S. Gallinger, A. Goldenberg, T. J. Pugh, M. M. Hoffman, S. V. Bratman, R. J. 

Hung, D. D. De Carvalho, Sensitive tumour detection and classification using plasma cell-free 

DNA methylomes, Nature 563, 579–583 (2018). 



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
112 

14. A. A. I. Sina, L. G. Carrascosa, Z. Liang, Y. S. Grewal, A. Wardiana, M. J. A. Shiddiky, R. 

A. Gardiner, H. Samaratunga, M. K. Gandhi, R. J. Scott, D. Korbie, M. Trau, Epigenetically 

reprogrammed methylation landscape drives the DNA self-assembly and serves as a universal 

cancer biomarker, Nat. Commun. 9, 4915 (2018). 

15. N. Krishnamurthy, E. Spencer, A. Torkamani, L. Nicholson, Liquid Biopsies for Cancer: 

Coming to a Patient near You, J. Clin. Med. 6, 3 (2017). 

16. L. Fernandez-Cuesta, S. Perdomo, P. H. Avogbe, N. Leblay, T. M. Delhomme, V. 

Gaborieau, B. Abedi-Ardekani, E. Chanudet, M. Olivier, D. Zaridze, A. Mukeria, M. Vilensky, 

I. Holcatova, J. Polesel, L. Simonato, C. Canova, P. Lagiou, C. Brambilla, E. Brambilla, G. 

Byrnes, G. Scelo, F. Le Calvez-Kelm, M. Foll, J. D. McKay, P. Brennan, Identification of 

Circulating Tumor DNA for the Early Detection of Small-cell Lung Cancer, EBioMedicine 10, 

117–23 (2016). 

17. J. Phallen, M. Sausen, V. Adleff, A. Leal, C. Hruban, J. White, V. Anagnostou, J. Fiksel, S. 

Cristiano, E. Papp, S. Speir, T. Reinert, M.-B. W. Orntoft, B. D. Woodward, D. Murphy, S. 

Parpart-Li, D. Riley, M. Nesselbush, N. Sengamalay, A. Georgiadis, Q. K. Li, M. R. Madsen, 

F. V. Mortensen, J. Huiskens, C. Punt, N. van Grieken, R. Fijneman, G. Meijer, H. Husain, R. 

B. Scharpf, L. A. Diaz, S. Jones, S. Angiuoli, T. Ørntoft, H. J. Nielsen, C. L. Andersen, V. E. 

Velculescu, Direct detection of early-stage cancers using circulating tumor DNA, Sci. Transl. 

Med. 9, eaan2415 (2017). 

18. A. Thierry, S. El Messaoudi, Methods for screening a subject for cancer (2016). 

19. A. R. Thierry, F. Mouliere, C. Gongora, J. Ollier, B. Robert, M. Ychou, M. Del Rio, F. 

Molina, Origin and quantification of circulating DNA in mice with human colorectal cancer 

xenografts, Nucleic Acids Res. 38, 6159–6175 (2010). 

20. F. Mouliere, B. Robert, E. A. Peyrotte, M. Del Rio, M. Ychou, F. Molina, C. Gongora, A. 

R. Thierry, High Fragmentation Characterizes Tumour-Derived Circulating DNA, PLoS One 

6, e23418 (2011). 

21. F. Mouliere, S. El Messaoudi, D. Pang, A. Dritschilo, A. R. Thierry, Multi-marker analysis 

of circulating cell-free DNA toward personalized medicine for colorectal cancer, Mol. Oncol. 

8, 927–41 (2014). 

22. C. Sanchez, M. W. Snyder, R. Tanos, J. Shendure, A. R. Thierry, New insights into 

structural features and optimal detection of circulating tumor DNA determined by single-strand 

DNA analysis, npj Genomic Med. 3, 31 (2018). 

23. P. Mandel, P. Metais, Les acides nucléiques du plasma sanguin chez l’homme., C. R. 

Seances Soc. Biol. Fil. 142, 241–43 (1948). 

24. C. Rago, D. L. Huso, F. Diehl, B. Karim, G. Liu, N. Papadopoulos, Y. Samuels, V. E. 

Velculescu, B. Vogelstein, K. W. Kinzler, L. A. Diaz, Serial Assessment of Human Tumor 

Burdens in Mice by the Analysis of Circulating DNA, Cancer Res. 40, 2281–2287 (2007). 

25. M. Van Der Vaart, P. J. Pretorius, Circulating DNA, Ann. N. Y. Acad. Sci. 1137, 18–26 

(2008). 

26. A. M. Aravanis, M. Lee, R. D. Klausner, Next-Generation Sequencing of Circulating Tumor 

DNA for Early Cancer Detection, Cell 168, 571–574 (2017). 

27. A. M. Newman, S. V Bratman, J. To, J. F. Wynne, N. C. W. Eclov, L. A. Modlin, C. L. Liu, 

J. W. Neal, H. A. Wakelee, R. E. Merritt, J. B. Shrager, B. W. Loo Jr, A. A. Alizadeh, M. Diehn, 

An ultrasensitive method for quantitating circulating tumor DNA with broad patient coverage, 

Nat. Med. 20, 548–554 (2014). 



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
113 

28. R. Meddeb, Z. A. A. Dache, S. Thezenas, A. Otandault, R. Tanos, B. Pastor, C. Sanchez, J. 

Azzi, G. Tousch, S. Azan, C. Mollevi, A. Adenis, S. El Messaoudi, P. Blache, A. R. Thierry, 

Quantifying circulating cell-free DNA in humans, Sci. Reports 2019 91 9, 5220 (2019). 

29. A. R. Thierry, F. Molina, Analytical methods for cell free nucleic acids and applications 

(2012). 

30. G. Leszinski, J. Lehner, U. Gezer, S. Holdenrieder, Increased DNA Integrity in Colorectal 

Cancer, In Vivo (Brooklyn). 28, 299–303 (2014). 

31. P. Jiang, C. W. M. Chan, K. C. A. Chan, S. H. Cheng, J. Wong, V. W.-S. Wong, G. L. H. 

Wong, S. L. Chan, T. S. K. Mok, H. L. Y. Chan, P. B. S. Lai, R. W. K. Chiu, Y. M. D. Lo, 

Lengthening and shortening of plasma DNA in hepatocellular carcinoma patients, Proc. Natl. 

Acad. Sci. 112, E1317–E1325 (2015). 

32. H. R. Underhill, J. O. Kitzman, S. Hellwig, N. C. Welker, R. Daza, D. N. Baker, K. M. 

Gligorich, R. C. Rostomily, M. P. Bronner, J. Shendure, D. J. Kwiatkowski, Ed. Fragment 

Length of Circulating Tumor DNA, PLOS Genet. 12, e1006162 (2016). 

33. F. Mouliere, D. Chandrananda, A. M. Piskorz, E. K. Moore, J. Morris, L. B. Ahlborn, R. 

Mair, T. Goranova, F. Marass, K. Heider, J. C. M. Wan, A. Supernat, I. Hudecova, I. Gounaris, 

S. Ros, M. Jimenez-Linan, J. Garcia-Corbacho, K. Patel, O. Østrup, S. Murphy, M. D. Eldridge, 

D. Gale, G. D. Stewart, J. Burge, W. N. Cooper, M. S. van der Heijden, C. E. Massie, C. Watts, 

P. Corrie, S. Pacey, K. M. Brindle, R. D. Baird, M. Mau-Sørensen, C. A. Parkinson, C. G. 

Smith, J. D. Brenton, N. Rosenfeld, Enhanced detection of circulating tumor DNA by fragment 

size analysis., Sci. Transl. Med. 10, eaat4921 (2018). 

34. M. Ivanov, A. Baranova, T. Butler, P. Spellman, V. Mileyko, Non-random fragmentation 

patterns in circulating cell-free DNA reflect epigenetic regulation, BMC Genomics 16, S1 

(2015). 

35. A. R. Thierry, C. Sanchez, Method for screening a subject for a cancer (2017). 

36. P. Charoentong, F. Finotello, M. Angelova, C. Mayer, M. Efremova, D. Rieder, H. Hackl, 

Z. Trajanoski, Pan-cancer Immunogenomic Analyses Reveal Genotype-Immunophenotype 

Relationships and Predictors of Response to Checkpoint Blockade, Cell Rep. 18, 248–262 

(2017). 

37. N. Cueto-López, M. T. García-Ordás, V. Dávila-Batista, V. Moreno, N. Aragonés, R. Alaiz-

Rodríguez, A comparative study on feature selection for a risk prediction model for colorectal 

cancer, Comput. Methods Programs Biomed. 177, 219–229 (2019). 

38. H. Tang, E. T. Donnell, Application of a model-based recursive partitioning algorithm to 

predict crash frequency, Accid. Anal. Prev. 132, 105274 (2019). 

39. S. S. Panesar, R. N. D’Souza, F.-C. Yeh, J. C. Fernandez-Miranda, Machine Learning 

Versus Logistic Regression Methods for 2-Year Mortality Prognostication in a Small, 

Heterogeneous Glioma Database, World Neurosurg. X 2, 100012 (2019). 

40. G. Wichmann, C. Gaede, S. Melzer, J. Bocsi, S. Henger, C. Engel, K. Wirkner, J. R. 

Wenning, T. Wald, J. Freitag, M. Willner, M. Kolb, S. Wiegand, M. Löffler, A. Dietz, A. 

Tárnok, Discrimination of Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Patients and Healthy 

Adults by 10-Color Flow Cytometry: Development of a Score Based on Leukocyte Subsets, 

Cancers (Basel). 11, 814 (2019). 

41. J. T. Jordan, D. E. McNiel, Characteristics of a suicide attempt predict who makes another 

attempt after hospital discharge: A decision-tree investigation, Psychiatry Res. 268, 317–322 

(2018). 



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
114 

42. Q. Q. Tiet, Y. E. Leyva, R. H. Moos, S. M. Frayne, L. Osterberg, B. Smith, Screen of Drug 

Use: Diagnostic Accuracy of a New Breif Tool for Primary Care, JAMA Intern. Med. 175, 1371 

(2015). 

43. Y. Xu, Y. Song, J. Chang, X. Zhou, Q. Qi, X. Tian, M. Li, X. Zeng, M. Xu, W. Zhang, D. 

S. Cram, J. Liu, High levels of circulating cell-free DNA are a biomarker of active SLE, Eur. J. 

Clin. Invest. 48, e13015 (2018). 

44. A. Truszewska, B. Foroncewicz, L. Pączek, The role and diagnostic value of cell-free DNA 

in systemic lupus erythematosus., Clin. Exp. Rheumatol. 35, 330–336 (2016). 

45. D. J. Dwivedi, L. J. Toltl, L. L. Swystun, J. Pogue, K.-L. Liaw, J. I. Weitz, D. J. Cook, A. 

E. Fox-Robichaud, P. C. Liaw, Prognostic utility and characterization of cell-free DNA in 

patients with severe sepsis, Crit. Care 16, R151 (2012). 

46. T. Huang, Z. Yang, S. Chen, J. Chen, [Predictive value of plasma cell-free DNA for 

prognosis of sepsis]., Zhonghua Wei Zhong Bing Ji Jiu Yi Xue 30, 925–928 (2018). 

47. L. Wang, L. Xie, Q. Zhang, X. Cai, Y. Tang, L. Wang, T. Hang, J. Liu, J. Gong, Plasma 

nuclear and mitochondrial DNA levels in acute myocardial infarction patients., Coron. Artery 

Dis. 26, 296–300 (2015). 

48. K. V. Glebova, N. N. Veiko, A. A. Nikonov, L. N. Porokhovnik, S. V. Kostuyk, Cell-free 

DNA as a biomarker in stroke: Current status, problems and perspectives, Crit. Rev. Clin. Lab. 

Sci. 55, 55–70 (2018). 

49. S. Tug, S. Helmig, E. R. Deichmann, A. Schmeier-Jürchott, E. Wagner, T. Zimmermann, 

M. Radsak, M. Giacca, P. Simon, Exercise-induced increases in cell free DNA in human plasma 

originate predominantly from cells of the haematopoietic lineage., Exerc. Immunol. Rev. 21, 

164–73 (2015). 

50. S. Cristiano, A. Leal, J. Phallen, J. Fiksel, V. Adleff, D. C. Bruhm, S. Ø. Jensen, J. E. 

Medina, C. Hruban, J. R. White, D. N. Palsgrove, N. Niknafs, V. Anagnostou, P. Forde, J. 

Naidoo, K. Marrone, J. Brahmer, B. D. Woodward, H. Husain, K. L. van Rooijen, M.-B. W. 

Ørntoft, A. H. Madsen, C. J. H. van de Velde, M. Verheij, A. Cats, C. J. A. Punt, G. R. Vink, 

N. C. T. van Grieken, M. Koopman, R. J. A. Fijneman, J. S. Johansen, H. J. Nielsen, G. A. 

Meijer, C. L. Andersen, R. B. Scharpf, V. E. Velculescu, Genome-wide cell-free DNA 

fragmentation in patients with cancer, Nature 570, 385–389 (2019). 

51. R. Meddeb, E. Pisareva, A. R. Thierry, Guidelines for the Preanalytical Conditions for 

Analyzing Circulating Cell-Free DNA., Clin. Chem. , clinchem.2018.298323 (2019). 

52. S. El Messaoudi, F. Rolet, F. Mouliere, A. R. Thierry, Circulating cell free DNA: 

Preanalytical considerations, Clin. Chim. Acta 424, 222–230 (2013). 

53. C. E. Metz, Basic principles of ROC analysis, Semin. Nucl. Med. 8, 283–298 (1978). 

54. R. W. Platt, J. A. Hanley, H. Yang, Bootstrap confidence intervals for the sensitivity of a 

quantitative diagnostic test, Stat. Med. 19, 313–322 (2000). 

55. L. Breiman, Classification and Regression Trees (Routledge, New York, 2017). 

 

  

 



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
115 

Figures: 

 

Fig. 1. Use of the xenografted mouse model for independently evaluating candidate 

performance. A. Total nuclear cfDNA amount (Ref A 67; ng/ml of plasma) from normal 

(murine) or tumor (human) origine in 14 SW620 xenografted nude mice. B. ROC curve of 

tumor vs non tumor Ref A 67 (ng/ml). C. Relative quantification of mitochondrial cfDNA (Ref 

M 67) from normal or tumor origin. C. ROC curve of tumor vs non tumon Ref M 67. D. 

Mitochondrial to nuclear cfDNA ratio (MNR) as determined in normal and tumor cfDNA. E. 

ROC curve from normal and tumor MNR. (AUC: Area under curve; MNR: mitochondrial to 

nuclear ratio). 
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Fig. 2. Use of the cell culture model for independently evaluating candidate performance.  

A. Box plot of the total nuclear cfDNA concentration (Ref A 67 copy number/ml of supernatant) 

for normal and cancer cell lines. B. Receiver operating characteristics (ROC) curve for Ref A 

67 between normal and cancer cell lines. C. Box Plot of the mitochondrial to nuclear DNA 

concentration ratio (MNR) for normal and cancer cell lines. D. ROC curve for MNR between 

normal and cancer cells. E. The different cancer cell lines tested. F. The different normal cell 

lines tested. (The box plot whiskers represent the minimal and maximal value; p: p-value, 

probability value; AUC: Area under curve).  
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Fig. 3. Representation of patients used for boostraping and age correction. A. Age distribution 

among the two populations: patients with colorectal cancer (orange) and healthy patients (grey). 

B. Categories made based on the patients’ age in order to select 1 patient with colorectal cancer 

with 1 healthy patient. C. Ascending hierarchical clustering performed on all patients used for 

resampling and all parameters available. D. Boxplot of each parameter importance score 

obtained after 500 recursive partitioning regression trees and resampling. 
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Fig. 4. Distribution and ROC curves of the Ref A 67 (copy nb/ml) (A) and MNR (B) parameters 

in CRC patients (orange) and healthy individuals (blue) before and after age resampling.  

Ref A 67: Total nuclear cfDNA concentration; MNR: Mitochondrial to nuclear ratio; ROC: 

receiver operating characteristics; Thr: Threshold; Sp: Specificity; Se: Sensitivity; AUC: Area 

under ROC curve. 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Global decision tree obtained from the colorectal cancer cohort. 

Global decision tree obtained from the colorectal cancer cohort by iterating a recursive 

partitioning regression tree after resampling patients at each step. Proportions of patients with 

colorectal cancer (orange) and healthy patients (grey) are represented at each node. Each final 

leaf contains the name of the most representative population inside, with their relative 

proportions. The proportion of patients that ended in each leaf is presented below the 

corresponding leaf. One node features the parameter of interest, the condition on the parameter 

(below) and the direction of the answer (YES/NO). 
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Table 1. Patients’ characteristics. 

Nb: number; NA: not available; HCC: Hepatocellular carcinoma 

 

  

 

Table 2.  Parameters estimation for each variable in the CRC cohort. 

 

Parameters estimation for each variable based on minimum distance between corresponding 

ROC curve and the point (Se=1, 1-Sp=0) with the use of an empirical bootstrap to build their 

respective confidence interval. These estimations were obtained after patient age pairing. Se = 

Sensitivity, Sp = Specificity, AUC = Area under ROC curve. 
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Table 3. Estimation of tree performances over several groups of patients obtained on the 

colorectal and breast cancer cohort.  

 

Confidence intervals were obtained by using empirical bootstrap method.  
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Supplementary Materials: 

 

 

Fig. S1. ROC curves of the Ref A 67 (copy nb/ml plasma) (A) and the MNR parameter (B) for 

80 healthy individuals vs 146 CRC patients of all stages. AUC: Area under the ROC curve; 

ROC curve: Receiver operating characteristic curve 
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Fig. S2. Ref A 67 and MNR evaluation in the plasma of healthy individuals and cancer patients. 

A. Box plot of the total nuclear cfDNA concentration (Ref A 67 copy number/ml of plasma) 

for healthy individuals and patients with different cancer types. B. Box plot of Ref A 67 for 

different stages of CRC. C. Box Plot of the mitochondrial to nuclear DNA concentration ratio 

(MNR) for healthy individuals and patients with different cancer types. D. Box plot of MNR 

for different stages of CRC. (The box plot whiskers represent the 5th and 95th percentiles; **** 

correspond to a p-value < 0,0001).  
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Fig. S3. ROC curve of the Ref A 67 (copy nb/ml plasma) parameter for healthy individuals vs 

A. CRC patients of all stages, B. brest cancer patients, C. Early stages CRC patients (0/I/II) and 

D. patients at risk for CRC. AUC: Area under the ROC curve; ROC curve: Receiver operating 

characteristic curve 
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Fig. S4. ROC curve of the MNR parameter for healthy individuals vs A. CRC patients all stages, 

B. Brest cancer patients, C. early stages CRC patients (0/I/II) and D. patients at risk for CRC.  

MNR: mitochondrial to nuclear ratio; AUC: Area under the ROC curve; ROC curve: Receiver 

operating characteristic curve 

 

 

 

 

0 5 0 1 0 0

0

5 0

1 0 0

H e a lth y v s C R C a ll s ta g e s

1 0 0 % - S p e c if ic ity %

S
e

n
s

it
iv

it
y

%

A U C = 0 .78

0 5 0 1 0 0

0

5 0

1 0 0

H e a lth y v s B re a s t c a n c e r

1 0 0 % - S p e c if ic ity %

S
e

n
s

it
iv

it
y

%

A U C = 0 .82

0 5 0 1 0 0

0

5 0

1 0 0

H e a lth y v s C R C s ta g e s 0 /I/II

1 0 0 % - S p e c if ic ity %

S
e

n
s

it
iv

it
y

%

A U C = 0 .79

0 5 0 1 0 0

0

5 0

1 0 0

H e a lth y v s a t r is k fo r C R C

1 0 0 % - S p e c if ic ity %

S
e

n
s

it
iv

it
y

%
A U C = 0 .83

A B

C D



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
126 

  

Fig. S5. Gender distribution among healthy individuals and CRC patients. 

 

 

  

Fig. S6. Distribution and ROC curves of the Ref M 67 (copy nb/ml) parameter in CRC patients 

(orange) and healthy individuals (blue) before and after age resampling.  

Ref M 67: Total mitochondrial cfDNA concentration; ROC: receiver operating characteristics; 

Thr: Threshold; Sp: Specificity; Se: Sensitivity; AUC: Area under ROC curve. 



III. ADN circulant et dépistage du cancer 

 
127 

  

Fig. S7. Distribution and ROC curves of the Ref A 145 (copy nb/ml) parameter in CRC patients 

(orange) and healthy individuals (blue) before and after age resampling.  

Ref A 145: nuclear cfDNA concentration of the fragments with a size ≥ 145 base pairs; ROC: 

receiver operating characteristics; Thr: Threshold; Sp: Specificity; Se: Sensitivity; AUC: Area 

under ROC curve. 
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Fig. S8. Distribution and ROC curves of the Ref A 320 (copy nb/ml) parameter in CRC patients 

(orange) and healthy individuals (blue) before and after age resampling.  

Ref A 320: nuclear cfDNA concentration of the fragments with a size ≥ 320 base pairs; ROC: 

receiver operating characteristics; Thr: Threshold; Sp: Specificity; Se: Sensitivity; AUC: Area 

under ROC curve. 
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Fig. S9. Distribution of each measured parameter in breast cancer patients (in purple) and 

healthy individuals (in grey). 
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Fig. S10. ROC curves of each measured parameter on the breast cancer cohort after 2000 

resampling for empirical bootstrapped estimation to build parameters confidence intervals. The 

original curve is presented in black. 
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Fig. S11. A. Distribution histogram of the age among patients with breast cancer (purple) and 

healthy subjects (grey). B. Global decision tree obtained from the breast cancer cohort by 

iterating a recursive partitioning regression tree after resampling patients at each step. 

Proportions of patients with breast cancer (purple) and healthy patients (grey) are represented 

at each node. Each final leaf contains the name of the most representative population inside, 

with their relative proportions. The proportion of patients that ended in each leaf is presented 

below the corresponding leaf. One node features the parameter of interest, the condition on the 

parameter (below) and the direction of the answer (YES/NO). 
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Fig. S12. Plot of sensitivities and specificities obtained by creating multiple trees with 

resampling and cross-validation and its loess curve (in red). 

 

 

 

 

Table S1. Descriptive statistics of the colorectal cancer cohort. 

 

Descriptive statistics of the colorectal cancer cohort after removing patients with missing values 

concerning the parameters of interest. Qualitative variables –frequency and proportion- are 

presented with the p-value resulting of a two samples proportions test with continuity 

correction. Continuous variables –mean and standard deviation- are presented with the p-value 

resulting of an unpaired two samples t-test. 
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Table S2. Estimation of the thresholds used for each node of the decision tree.  

 

Confidence intervals were obtained using empirical bootstrap method on 2000 independent 

resampling. 

 

 

Table S3. At risk patients’ predictions and their clinical parameters. 

 

Chi-square test was used to compare distribution of predicted cancer status.  
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Table S4. Descriptive statistics of the breast cancer cohort. 

 

Descriptive statistics of the breast cancer cohort after removing patients with missing values 

concerning the parameters of interest.  The variables are presented with their mean, standard 

deviation- and the p-value resulting of an unpaired two samples t-test between breast cancer 

and healthy patients. 

 

 

Table S5. ROC curves results on the breast cancer cohort with the use of empirical bootstrap 

method to build confidence intervals. 

 

2000 resampling have been done for the estimations. Parameters estimations for each variable 

on the breast cancer cohort were based on the distance between corresponding ROC curve and 

the point (Se=1; 1-Sp=0), with the use of an empirical bootstrap method to build their respective 

confidence interval. These estimations were obtained after patient age pairing. Se: Sensitivity, 

Sp: Specificity; AUC: Area under the curve. 
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Table S6. Prediction results over the other cancer types using the tree obtained on the CRC and 

breast cancer cohort. 

  

Contingency table of predictive status after applying the decision trees built using both the 

colorectal cancer and breast cancer cohort. 

 

 

 

Table S7. Logistic model results concerning possible interaction between age and the different 

parameters. 

 

Logistic parameters estimation and their associated p-value to evaluate the effect of each 

measured parameter on colorectal cancer probability in the cohort and the age’s effect. First, 

the effect of the parameter alone was evaluated on a single univariate logistic model, secondly 

a multivariate model using the age as an adjusted covariable was built. Finally, a multivariate 

logistic model was applied with the age and the interaction between age and measured 

parameter as adjusted covariables. 
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Table S8. Table obtained using regression trees based on age resampling of patients from the 

CRC cohort. 

  

A training set of 206 patients was used among the 310 obtained at each resampling, the resulting 

tree was applied on the patients left, and the sensitivity and specificity of the cross-validation 

results were calculated. Confidence intervals were built by empirical bootstrapping method on 

2000 resampling. 

 

 

 

Table S9. Characteristics of the selected primers to study nuclear and mitochondrial cfDNA. 
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E. Conclusion, discussion et perspectives 

 

De nombreux efforts ont été déployés pour développer de nouvelles méthodes sensibles et 

spécifiques de dépistage et de détection précoce du cancer. Nous avons utilisé ici une 

approche de « machine learning », ou d’apprentissage automatique, en combinant différents 

paramètres quantitatifs de l'ADNcir obtenus par q-PCR pour traiter cette question. Nous avons 

développé un modèle de prédiction basé sur des arbres de décision pour la classification des 

individus sains et des patients atteints de cancer. Cette approche pourrait permettre de 

détecter précocement et de manière non invasive des patients atteints de cancer. 

 

· Evaluation des paramètres individuels d’ADNcir 

A l'aide d'un modèle murin de souris xénogreffées précédemment établi par l’équipe (129), 

nous avons comparé différents paramètres quantitatifs d'ADNcir d'origine murine (normale) 

et humaine (tumorale). Chacun des paramètres étudiés, comme la concentration totale 

d’ADNcir nucléaire (Ref A 67) ou mitochondriale (Ref M 67), a montré une différence 

significative entre l'ADN murin normal et l'ADN humain tumoral. Le MNR (Mitochondrial to 

Nuclear Ratio), ou le rapport entre la concentration d’ADNcir mitochondrial et nucléaire, a 

montré le pouvoir discriminant le plus élevé. Ces paramètres quantitatifs ont été ensuite 

validés in vitro dans le milieu de culture de cellules pour évaluer leur capacité à discriminer 

des cellules normales et de cellules cancéreuses. Nous avons montré que le MNR avait un 

potentiel significatif de discrimination entre lignées cellulaires normales et tumorales avec 

une AUC (aire sous la courbe ROC) égale à 1. L'évaluation dans le plasma d’une petite cohorte 

exploratoire de 80 individus sains et 147 patients atteint de CRC a confirmé que la 

concentration totale d'ADNfc nucléaire et le MNR pourraient être des facteurs discriminants 

(AUC = 0,82 et 0,98 respectivement). Ces variables ont ensuite été évaluées dans le plasma 

d'une importante cohorte de 289 individus sains et de 982 patients atteints de cancer, dont 

791 CCR, 169 cancers du sein et 23 autres types de cancer. Les stades précoces 0/I/II 

constituaient environ 54 % de la cohorte des CCR. Chacun de ces paramètres présentait un 

bon potentiel discriminatoire entre patients sains et cancéreux. Cependant, les AUC, les 

spécificités et les sensibilités étaient inférieures à ce que nous avions observé précédemment 
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en raison du grand nombre d'individus dans la cohorte et du pourcentage élevé de patients 

atteints de cancer de stade précoce. 

Des paramètres relatifs à la structure de l'ADNcir ont également été étudiés. Il a été démontré 

par plusieurs équipes (128, 131, 183) y compris la nôtre (126, 130), que la fragmentation et le 

profil de taille de l'ADNcir diffèrent entre les patients sains et les patients cancéreux, et que 

ces paramètres pourraient constituer un marqueur potentiel de détection du cancer. Pour 

cette raison, nous avons rajouté deux autres paramètres à notre étude : le Ref A 145 

(concentration des fragments d’ADNcir nucléaire ayant une taille ≥ 145 paires de bases) et le 

Ref A 320 (≥ 320 pb) qui fournissent des informations sur la distribution de taille des ADNcir. 

Le Ref A 145 s'est révélé très performant pour les patients atteints d'un cancer colorectal mais 

moins significatif pour les patientes atteintes d'un cancer du sein. Concernant le Ref A 320, un 

faible potentiel de discrimination a été observé pour les deux cohortes de patients cancéreux. 

La plupart des méthodes basées sur l’analyse d’ADNcir utilisées actuellement pour la 

différenciation entre les patients cancéreux et les individus sains impliquent la détection de 

mutations somatiques (116, 156, 184). Cependant, ces méthodes pourraient montrer une 

faible sensibilité chez les patients à un stade précoce étant donné le nombre limité de 

mutations récurrentes (185) et compte tenu du fait que la même mutation peut être associée 

à différents types de cancers. De plus, l'ADNcir peut provenir non seulement de cellules 

cancéreuses mais aussi de cellules sanguines susceptibles aux altérations génétiques, 

notamment avec l'âge. Notre approche permet de contourner cette limitation en étudiant des 

paramètres quantitatifs et structurels de l'ADNcir, provenant non seulement des cellules 

cancéreuses mais aussi des cellules saines. 

 

· L’association des différents paramètres selon un arbre de décision 

Il semble exister un lien entre l’âge et les différentes variables d’ADNcir calculées. Pour cette 

raison, les différents paramètres recherchés ont été ajustés en fonction de l’âge avant d’être 

combinés sous forme d’un arbre de décision pour la classification des individus sains et 

cancéreux. Le but de cet algorithme était d’élaborer un outil visuel pour une application 

clinique. Cette approche est adaptée à ce type de situation où certains paramètres sont 

interdépendants (186), comme le MNR qui est basé sur le Ref A 67 et le Ref M 67. Elle permet 
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également de combiner la plupart des paramètres disponibles et d’éliminer certains 

problèmes inhérents aux interactions entre les différentes variables.  

Ces approches basées sur des arbres de décision ont déjà montré de bonnes performances 

par rapport à d'autres techniques d’apprentissage automatique utilisées pour le pronostic de 

mortalité dans le cas du gliome par exemple (187). Cependant, l'utilisation de méthodes 

courantes comme celles utilisées pour discriminer des patients atteints d'un carcinome 

épidermoïde de la tête et du cou vs des patients sains (188), avec une validation croisée, en 

utilisant les 2/3 des valeurs comme ensemble d'apprentissage et le 1/3 restant pour la 

validation, a donné des résultats variables. En appliquant une méthode de ce type à notre 

cohorte, de grands intervalles de confiance ont été observés pour la sensibilité et la spécificité, 

et les arbres de décision obtenus étaient fortement dépendants des patients sélectionnés 

pour l’étape de construction. Ceci nous a conduit à ré-échantillonner des patients appariés 

selon l’âge, et à construire un arbre global sur la base de la variable la plus récurrente à chaque 

nœud. La procédure que nous avons utilisée a également été utilisée par d'autres équipes 

dans le domaine de la prédiction des tentatives de suicide (189) ou pour la détection de l’usage 

des drogues (190). L'arbre a ensuite été appliqué au reste des patients non utilisés pour 

l'apprentissage, ce qui nous a donné des résultats plus stables avec des intervalles de 

confiance plus faibles.  

 

· Stades précoces et patients à risque 

Les patients atteints de CCR de stades précoces (stades 0, I et II) ont été pour la plupart prédits 

comme cancéreux par l'arbre décisionnel construit pour la cohorte de CCR, avec une 

sensibilité de 0,72 et une spécificité de 0,87. La cohorte du cancer du sein étudiée comprenait 

des patientes de stade II ou III, et la validation croisée de l'arbre de décision pour cette cohorte 

a montré une sensibilité de 0,80 et une spécificité de 0,95. Cela tend à nous encourager sur la 

capacité de cette approche pour la détection précoce du cancer. Cohen et al. ont développé 

un test dénommé CancerSeek pour la détection non invasive et la localisation de huit types 

de cancer (stades I à III) en combinant la détection de mutations spécifiques de tumeurs dans 

l'ADNcir avec huit marqueurs protéiques circulants (116). Même si le test a montré une 

spécificité élevée de 0,99 avec une sensibilité médiane de 0,70 (sensibilité maximale = 0,98 
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pour le cancer de l'ovaire), la sensibilité était de 0,33 pour le cancer du sein et de 0,65 pour le 

CCR. En ce qui concerne les stades précoces, une sensibilité moyenne de 0,43 (de 0,2 pour le 

cancer de l'œsophage à 1 pour le cancer du foie) a été trouvée pour les patients de stade I, et 

de 0,73 pour ceux de stade II. D'autres méthodes basées sur l'ADNcir, comme l'analyse du 

méthylome de l'ADNcir provenant des tumeurs, pourraient permettre la détection, la 

classification et la surveillance du cancer dans plusieurs types de cancer (117). L'étude du 

profil de méthylation de l'ADNcir isolé chez 100 patients atteints d'un cancer du sein ou d’un 

CCR métastatique et 45 personnes saines, a montré une efficacité diagnostique avec une 

sensibilité de 0,84 et une spécificité de 0,82 (191), mais n'a pas permis la détection d’un cancer 

à un stade précoce.  

Dans notre étude, les patients à risque n'ont pas pu être discriminés des patients atteints d'un 

cancer colorectal (Sp = 0,24), ce qui indique qu'ils partagent un profil similaire concernant les 

paramètres mesurés d’ADNcir. De plus, aucun profil spécifique concernant les paramètres 

cliniques de cette sous-population n’était corrélé avec la classification de ces patients comme 

cancéreux ou sains. Toutefois, la stratification de ces personnes en tant que patients atteints 

de CCR pourrait être bénéfique étant donné qu'il est conseillé de suivre régulièrement les 

patients présentant ces profils. 

 

· Spécificité du test concernant le type de cancer 

L'une de nos préoccupations était d'étudier la spécificité de ces paramètres en prenant en 

compte le type de cancer. Nous avons alors utilisé l'arbre prédictif établi sur une cohorte afin 

de prédire les résultats de l'autre cohorte. La prédiction utilisant l’arbre décisionnel de la 

cohorte du cancer colorectal s’est avérée mauvaise pour les patientes atteintes d'un cancer 

du sein (Se = 0,58) y compris lorsque la spécificité était assez élevée (0,90). Cette Sp élevée 

peut s'expliquer par le fait que les mêmes patients sains ont été utilisés dans les deux 

algorithmes. Au contraire, l'utilisation de l'arbre du cancer du sein pour classer les patients 

atteints d'un cancer colorectal était assez efficace (Se = 0,85) mais la perte de spécificité (0,66) 

était significative. Cela pourrait être dû au fait que la cohorte de patientes atteintes d’un 

cancer du sein ne concerne que les femmes, et qu'une différence pourrait exister entre les 

hommes et les femmes sains concernant les paramètres mesurés par l'ADNcir, en particulier 
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pour l'ADNcir mitochondrial (150). Ceci expliquerait également l'importance du MNR, qui 

apparaît au premier noeud de l'arbre décisionnel pour le cancer du sein, dans la classification 

de ces individus. Ces algorithmes ont ensuite été appliqués à une petite cohorte de patients 

atteints d'autres types de cancer (n=23), et ont montré de bonnes prédictions compte tenu 

de la sensibilité, ce qui tend à indiquer que ces arbres ne seraient pas spécifiques du type de 

cancer. 

 

· Limitations de l’étude 

Bien que notre méthode puisse s'appliquer à différents types de cancer, elle ne permet pas 

de déterminer le type et la localisation du cancer comme dans le cas de l'étude CancerSeek 

(116) ou de l'analyse du profil de méthylation de l'ADNcir (117). De plus, notre méthode est 

principalement basée sur des paramètres quantitatifs de l’ADNcir qui sont également connus 

pour varier dans des conditions physiologiques et pathologiques autres que le cancer comme 

les maladies auto-immunes (28, 29), le sepsis (38, 39), l'infarctus du myocarde (41, 42), 

l'exercice (192) et autres. Par conséquent, cette approche devrait être validée pour évaluer sa 

capacité à faire la distinction entre patients cancéreux et patients atteints d'autres types de 

troubles comme l’inflammation par exemple. Malgré ces limites, la capacité de détecter la 

moitié ou les trois quarts des patients atteints d'un cancer à un stade précoce pourrait 

permettre un dépistage précoce (185). 

 

· Perspectives 

Ajout d’autres paramètres 

Afin d'augmenter le potentiel de notre méthode, l'ajout d'autres paramètres tels que le profil 

de méthylation de l'ADNcir ou ou la détection d’altérations génétiques, pourrait être 

bénéfique. De plus, il a été démontré par notre équipe que l'étude du profil de fragmentation 

de l'ADNcir, par séquençage de nouvelle génération suite à la préparation d’une librairie à 

simple ou double brin, pourrait servir de biomarqueur potentiel pour le cancer (132), et 

pourrait être incluse dans notre approche d'apprentissage automatique.  
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Confirmation sur individus asymptomatiques 

Une validation plus large de cette méthode devrait être envisagée sur une plus grande cohorte 

de patients à risque ainsi que sur des populations d'individus asymptomatiques pour une 

éventuelle application dans le dépistage du cancer. 

 

Cause(s) de la variation du MNR entre état normal et état cancéreux 

Nous avons montré que le taux d’ADN extracellulaire d’origine nucléaire augmente dans le cas 

du cancer par rapport au cas normal ou sain, alors que celui de l’ADNcf d’origine 

mitochondriale diminue, engendrant ainsi une diminution du MNR. Pour expliquer cette 

différence dans le comportement de ces deux ADN d’origines différentes, nous avons étudié 

au début l’effet de l’apoptose et de la nécrose sur leur libération. Nous avons induit l’apoptose 

ou la nécrose au niveau des cellules SW620 et DLD1 en culture en les traitant par des 

concentrations croissantes d’agents pro-apoptotiques ou pro-nécrotiques comme la 

staurosporine ou l’H2O2 respectivement. L’induction de la mort cellulaire a été validée par 

cytométrie de flux (FACS) (Figures 15 et 16). L’ADN a été extrait à partir du milieu de culture 

des cellules, et l’ADNcf nucléaire et mitochondrial a été quantifié. Aucune différence 

significative de concentrations d’ADN extracellulaire nucléaire (Ref A 67) et mitochondriale 

(Ref M 67) (Figure 17) et du MNR (Figure 18) n’a été observée entre les contrôles (cellules non 

traitées) et les cellules en apoptose ou en nécrose. Ces observations suggèrent que la mort 

cellulaire par apoptose ou nécrose n’est pas à l’origine de la différence du comportement 

entre l’ADNcf d’origine différente. D’autres hypothèses, comme la différence du contenu en 

ADN mitochondrial entre les cellules saines et les cellules cancéreuses et/ou une possible 

dégradation de l’ADNmt au niveau de la circulation devraient être testées.  
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Figure 15: Validation par FACS de l’induction de l’apoptose au niveau des cellules SW620 

suite au traitement avec des concentrations croissantes de staurosporine 

 

 

 

Figure 16: Validation par FACS de l’induction de la nécrose au niveau des cellules SW620 

suite au traitement avec des concentrations croissantes de H2O2 
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Figure 17: Concentration d’ADNcf nucléaire (Ref A 67 nb de copies/ml) et mitochondrial (Ref 

M 67 nb de copies/ml) dans le milieu de culture des cellules SW620 contrôles (non traitées), 

en apoptose ou en nécrose 

 

 

 

Figure 18: La différence du MNR (Mitochondrial to Nuclear ratio) dans le milieu de culture 

des cellules SW620 et DLD1 contrôles (non traitées), en apoptose ou en nécrose 
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IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire
 

Lo et al. ont montré que de l’ADN d’origine fœtal circule dans le plasma des femmes enceintes 

(6), ce qui a conduit à la mise en place d’une approche non invasive pour le diagnostic prénatal 

(18) et au développement de nouveaux tests de diagnostic et de pronostic pour la détection 

d'aneuploïdie chromosomale chez le fœtus, comme la trisomie 21 et 28 (22, 23, 193) par 

exemple, ou encore l’identification du sexe du fœtus (24), et autres. 

La pertinence de l’utilisation de l’ADN extracellulaire (ADNcf) a également été évaluée dans le 

domaine des techniques de procréation médicalement assistée (ART pour Assisted 

Reproductive Technology). Les échecs répétés d’implantation constituent en effet un 

problème réel en ART ; il est donc nécessaire d’identifier de nouveaux biomarqueurs pour 

évaluer la qualité des embryons et prédire le taux de réussite des implantations. Dans ce but, 

l’ADNcf a été recherché dans les liquides biologiques et les milieux de culture des embryons 

(Figure 19) afin de tenter de développer des tests génétiques préimplantatoires non invasifs 

et plus fiables. 

 

Figure 19: Différentes sources d’ADN extracellulaire pour des tests non invasifs en diagnostic 

prénatal et préimplantatoire 
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A. ADN circulant et diagnostic prénatal 

 

Pendant la grossesse, des molécules d’ADN fœtal passent dans la circulation maternelle et se 

mélangent à l’ADN maternel circulant (6) (Figure 20). L’ensemble du génome fœtal est 

représenté dans le plasma maternel (135) et constitue 3 à 6% de l’ADN total circulant chez la 

mère (194) . Ces molécules d’ADNcir d’origine fœtale sont rapidement éliminées avec des taux 

indétectables dès le premier jour après l’accouchement (195). Cet ADN a été utilisé pour le 

développement de différents tests prénataux non invasifs (TPNI), à partir du sang de la mère, 

pour évaluer le risque que le fœtus naisse avec certaines anomalies génétiques (196).  

 

Figure 20: L’origine de l’ADNcir dans le sang d’une femme enceinte (197) 

 

L’analyse de cet ADN a permis en premier lieu de déterminer le sexe du fœtus en détectant 

dans le plasma de la mère des séquences du chromosome Y présentes chez le fœtus masculin 

et absentes chez la mère (194, 198). Le diagnostic prénatal du sexe est réalisé dans le cadre 

des maladies récessives liées au sexe (199), pour lesquelles les gènes impliqués sont présents 

sur le chromosome X, comme dans le cas de l'hémophilie (200). Pour ces pathologies, un fœtus 

masculin, qui n’a qu’un chromosome X, est plus susceptible de présenter des troubles qu’un 

fœtus féminin avec ses 2 copies du chromosome X, où une anomalie du gène sur un 

chromosome X est compensée par le gène sain porté par l'autre chromosome.  

Des TPNI pour le génotypage du rhésus (25, 201) ont également été utiles chez des femmes 

enceintes rhésus négatif sensibilisées à la RhD, dont les partenaires sont hétérozygotes pour 

ce gène. Cela concerne alors les femmes ayant développé des anticorps dirigés contre cet 
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antigène en raison d’une grossesse antérieure. La détermination du rhésus du fœtus pourrait 

dans ce cas éviter l’administration répétée à la mère d’immunoglobulines anti-D passifs 

destinés à inhiber la réponse immunitaire aux antigènes RhD lorsque le fœtus est rhésus 

négatif.  

Les TPNI sont par ailleurs souvent utilisés pour détecter des aneuploïdies chromosomiques 

chez des femmes à risque élevé pour ces anomalies. Par exemple, en 2008, l’équipe de Lo a 

utilisé une méthode de séquençage haut débit pour détecter la trisomie 21 dans le plasma 

maternel (202). Cette technique a montré une sensibilité et une spécificité très élevées (203). 

Cette nouvelle approche pour le diagnostic prénatal non invasif a été validée par d’autres 

méthodes, pour différentes aneuploïdies chromosomiques fœtales, comme celles affectant le 

chromosome 18, le chromosome 13 et les chromosomes sexuels (193, 204–206). À l’heure 

actuelle, des tests non invasifs pour les trisomies 13, 18 et 21, ainsi que d’autres aneuploïdies, 

sont disponibles dans plusieurs pays, et des millions de femmes enceintes sont testées chaque 

année dans le monde (207).  

En revanche, le diagnostic prénatal des grossesses à risque de maladies monogéniques utilise 

toujours des techniques invasives, comme l’amniocentèse ou le prélèvement des villosités 

choriales (Figure 21), qui causent de l’inconfort, présentent un risque de fausse couche et ne 

peuvent être pratiquées que pendant certaines périodes de la grossesse. 
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Figure 21: Les techniques invasives utilisées pour le diagnostic prénatal comme 

l’amniocentèse et le prélèvement des villosités choriales (208) 

Ainsi, des approches technologiques ont été mises au point pour réaliser des TPNI destinés 

aux couples porteurs de mutations relatives à la bêta-thalassémie (une forme héréditaire 

d'anémie) (209, 210), et la mucoviscidose (maladie génétique affectant les épithéliums 

glandulaires de nombreux organes) (211, 212) par exemple, ainsi que pour la recherche de 

mutations de novo responsables de certaines maladies monogéniques chez le fœtus dans le 

plasma maternel (19).  

Toutefois, les TPNI présentent plusieurs limitations et font encore l’objet de défis à relever. 

Par exemple, une fraction faible d’ADN fœtal dans la circulation maternelle peut réduire la 

sensibilité du test. Par conséquent, toute approche permettant de détecter des quantités 

infimes d'ADN ou de mieux distinguer ADN maternel et ADN fœtal améliorerait fortement la 

validité clinique des TPNI (213). De plus, la présence d’ADN maternel dans la circulation 

interfère avec l’analyse de l’ADN fœtal et rend le diagnostic prénatal non invasif des mutations 

héréditaires maternelles impossible, contrairement aux mutations héréditaires paternelles 

(214). Pour s’affranchir de ces limitations, Yu et al. ont montré que les TPNI basés sur la taille 

des fragments d’ADN dans la circulation et non sur leur dénombrement pourraient être 

pertinents, compte tenu du fait que l’ADN d’origine fœtale présente une taille plus petite que 

l’ADN maternel (136). Cette approche pourrait être applicable à toutes les grossesses, 

indépendamment du genre et du profil génétique du fœtus. 
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B. Procréation médicalement assistée et test génétique 

préimplantatoire 

 

1. Les premières étapes du développement embryonnaire 

 

La fécondation est la première étape du développement embryonnaire. Après pénétration de 

la zone pellucide de l’ovocyte (enveloppe glycoprotéique assurant sa protection et son 

alimentation) par le spermatozoïde (Figure 22), la membrane plasmique du spermatozoïde 

fusionne avec celle de l’ovocyte pour induire son activation (215). L’ovocyte entame alors sa 

deuxième division méiotique pour devenir un ovule haploïde et libère le deuxième globule 

polaire, cellule haploïde avec une petite quantité de cytoplasme et n’ayant généralement pas 

la capacité d’être fécondée. Le noyau du spermatozoïde fusionne alors avec celui de l’ovule et 

la zone pellucide subit une transformation chimique qui la rend imperméable à d’autres 

spermatozoïdes. 

 

Figure 22: Structure d’un spermatozoïde et d’un ovule (adaptée de 186)  

 

Suite à la fécondation de l’ovule par un spermatozoïde au niveau de l’appareil reproducteur 

féminin ou ex-vivo via les techniques de procréation assistée, le zygote est formé (217). Au 



IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire 

 
150 

premier jour du développement embryonnaire, il est formé d’une seule cellule et a la même 

taille que celle de l’ovocyte d’origine. Il est toujours entouré par la zone pellucide et contient 

les deux globules polaires formés pendant les deux divisions méiotiques de l’ovule (Figure 23). 

Lors du développement embryonnaire, le zygote subit des divisions mitotiques formant 4 

cellules symétriques au deuxième jour, et 8 cellules au troisième jour. Les cellules issues des 

premières divisions du zygote au stade de clivage sont appelées blastomères. Au quatrième 

jour l’embryon se trouve au stade de morula et comporte 12 à 16 cellules. 

 

Figure 23: Développement embryonnaire entre le jour 1 et le jour 5 (adaptée de 188) 

 

Au cinquième jour, l’embryon se transforme en blastocyste, commençant alors les premiers 

évènements de différentiation cellulaire (Figure 24). Une cavité remplie de liquide appelée 

blastocèle se forme accompagnée de deux types de cellules : les cellules du trophectoderme 

qui vont former le placenta, et la masse cellulaire interne qui formera le fœtus.  

 

Figure 24: Structure d’un blastocyste (218)  
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2. Technologies de procréation médicalement assistée 

 

Les technologies de reproduction assistée ou de procréation médicalement assistée 

regroupent l’ensemble des techniques et traitements médicaux destinés à favoriser la 

grossesse en cas de problèmes de fertilité masculins, féminins ou des deux partenaires (Figure 

25). Elles peuvent également être indiquées pour éviter la transmission d’une maladie 

génétique invalidante ou mortelle à la descendance.  

 

Figure 25: Les différentes techniques de procréation médicalement assistée (adaptée de 162) 

 

L’insémination artificielle est la méthode de procréation assistée la plus ancienne. Elle 

consiste à déposer un échantillon de sperme à l’intérieur de l’utérus de la femme afin 

d’augmenter les chances de fécondation de l’ovule. Elle respecte au maximum 

l’environnement naturel des gamètes et est utilisée dans le cas de troubles de l’ovulation ou 

des problèmes d’infertilité masculine.  

La fécondation in vitro (FIV) est la technique de reproduction assistée la plus courante et la 

plus efficace. Elle consiste à stimuler les ovaires par traitement hormonal pour induire une 

maturation de nombreux follicules (121). Les ovocytes localisés à l’intérieur de ces follicules 

sont alors prélevés par aspiration du liquide folliculaire et mis au contact de spermatozoïdes 

ex-vivo, dans un milieu favorable à leur survie. L’étape de fécondation peut aussi s’effectuer 

par injection intracytoplasmique de spermatozoïde (ICSI pour intracytoplasmic sperm 

injection) dans l’ovule. Il s’agit d’une technique relativement récente qui implique l’injection 
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d’un spermatozoïde dans le cytoplasme d’un ovocyte mature à l’aide d’une micro-pipette. 

L’ICSI est la méthode la plus souvent utilisée avec un taux de réussite de 30% contre 25% pour 

la FIV classique (220). Les embryons issus d’ovules fécondés sont alors implantés dans l’utérus 

de la mère ou éventuellement congelés pour une implantation ultérieure. Ce processus 

s’effectue normalement au stade du clivage, c’est-à-dire au jour 3 du développement 

embryonnaire, mais il est de plus en plus fréquemment effectué au jour 5 qui correspond au 

stade de développement des blastocystes. Cette technique est parfois associée à des 

grossesses multiples en raison du nombre d’embryons (deux ou trois) implantés dans l’utérus, 

ce qui augmente les risques d’accouchement prématuré, d’insuffisance pondérale à la 

naissance et met en danger la mère et l’enfant (221). C’est la raison pour laquelle, les efforts 

en médecine moderne de la reproduction ont pour objectif de mettre en place de nouvelles 

stratégies destinées à améliorer le choix de l’embryon à implanter afin de passer 

progressivement au transfert d’un seul embryon (voir partie 3 : Comment s’effectue le choix 

des embryons à transférer lors d’une FIV ?) 

Une FIV peut être associée à un test génétique préimplantatoire. Ce test ressemble au 

diagnostic prénatal pratiqué pour dépister certaines maladies génétiques avant la naissance, 

mais il permet surtout de sélectionner des embryons ne portant pas d’anomalies génétiques 

graves avant implantation dans l'utérus (voir partie 2 : le test génétique préimplantatoire : 

généralités). 
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3. Le test génétique préimplantatoire : généralités 

 

Le Test Génétique Préimplantatoire (PGT pour preimplantation genetic testing) permet de 

détecter, chez l’embryon, des altérations génétiques ou des anomalies chromosomiques à 

l’origine de maladies graves, et d’éviter ainsi toute transmission à la descendance (121) (Figure 

26). Il s’adresse donc principalement aux couples à risque porteurs de ces anomalies. Il est 

basé sur l’analyse génétique d’un embryon obtenu après fécondation in vitro, avant son 

implantation dans l’utérus. Ce test est également proposé dans certains pays pour les couples 

dont la femme est âgée de plus de 38 ans où un risque élevé d’anomalie chromosomique peut 

exister chez l’enfant. 

 

Figure 26: Les différentes étapes d'un PGT. Etape 1 : FIV ; Etape 2 : Biopsie d’une ou plusieurs 

cellules de l’embryon ; Etape 3 : Recherche des altérations génétiques et des anomalies 

chromosomiques ; Etape 4 : Choix de l’embryon exempt de la mutation à transférer dans 

l’utérus de la mère ; Etape 5 : Implantation de l’embryon choisi (222) 

 

Il existe trois types différents de PGT (223): 

· PGT-M (Preimplantation Genetic Testing for monogenic diseases ou test génétique 

préimplantatoire pour les maladies monogéniques) : ce test permet de détecter les 

maladies héréditaires dues à une altération ou une mutation d’un seul gène. Il est donc 

utilisé pour des couples atteints d’une maladie génétique ou porteurs du gène muté 

et désirant éviter la naissance d’un enfant malade. 
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· PGT-A (Preimplantation Genetic Testing for aneuploidy ou test génétique 

préimplantatoire pour les aneuploïdies) : ce test permet de détecter les aneuploïdies 

chromosomiques, que ce soit des additions ou des pertes de fragments 

chromosomiques ou de chromosomes entiers. Parmi quelques exemples on peut citer 

les syndromes de Down (trisomie 21), de Turner (absence complète ou partielle d’un 

des deux chromosomes X) et de Klinefelter (mâle avec 2 chromosomes X). Ce test est 

destiné aux patientes présentant des échecs d’implantation répétés, des fausses 

couches récurrentes ou un âge maternel avancé. 

· PGT-SR (Preimplantation Genetic Testing for structural rearrangements) : ce test 

permet de détecter les anomalies affectant le réarrangement de la structure d’un ou 

plusieurs chromosomes, comme les translocations par exemple. Les embryons 

porteurs de ces anomalies peuvent donner naissance à des enfants potentiellement 

stériles à l’âge adulte. 

Pour effectuer un PGT, une biopsie est nécessaire pour accéder au matériel génétique du 

fœtus (224, 225) (Figure 27). Cette biopsie peut s’effectuer au troisième jour du 

développement embryonnaire (J3), au stade du clivage, lorsque l’embryon est constitué de 6 

à 8 cellules. La zone pellucide est ouverte au moyen d’un laser ou par des moyens mécaniques 

et chimiques, et 1 ou 2 blastomères sont prélevés pour l’analyse. Une biopsie au jour 5 (J5 : 

stade blastocyste) peut aussi être pratiquée. Dans ce cas 5 à 6 cellules du trophectoderme 

sont prélevées par micromanipulation du blastocyste constitué de 80 à 100 cellules. Dans ce 

cas, la proportion de la masse cellulaire embryonnaire prélevée est plus faible et l’échantillon 

de cellules ne contient pas la masse cellulaire interne. Il semblerait que la biopsie à J3, même 

en fournissant des échantillons adéquats, serait nuisible pour 3 embryons sur 5 et pourrait 

entrainer une perte de capacité implantatoire et une réduction de leur potentiel reproductif 

de 40% environ (226). En revanche, une biopsie à J5 ne présente pas ces dangers. Une biopsie 

du globule polaire peut aussi être pratiquée sur l’ovocyte avant la fécondation, bien qu’elle 

présente l’inconvénient de ne permettre de déceler que les anomalies maternelles dans le cas 

des maladies monogéniques. Cette technique est plutôt utilisée dans les pays où la biopsie 

des cellules de l’embryon est interdite.  
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Figure 27: Les différentes techniques de biopsie: (a) Biopsie d’un blastomère en J3 ; (b) 

Biopsie des cellules du trophectoderme en J5 ; (c) Biopsie du globule polaire (225) 

 

Après prélèvement, plusieurs techniques peuvent être utilisées pour effectuer l’analyse 

génétique de l’ADN embryonnaire (225). L'hybridation in situ par fluorescence (FISH pour 

fluorescence in situ hybridization) a été la première technique utilisée et c’est qu’ainsi en 

1993, des embryons mâles, femelles et atteints du syndrome de Turner ont pu être identifiés 

(227). Cette technique permet de marquer des fragments chromosomiques spécifiques ou des 

chromosomes entiers par fluorescence et de mettre ainsi en évidence la présence de 

l'anomalie recherchée. Elle peut être donc utilisée pour les translocations ou inversions 

chromosomiques et la recherche d’aneuploïdie. Plusieurs autres méthodes comme la PCR, le 

NGS (next-generation sequencing) et autres sont utilisées de nos jours pour détecter la 

présence de différentes altérations génétiques (225). Les résultats de cette analyse génétique 

par l’une ou l’autre de ces techniques permettent de décider quels embryons sont exempts 

de l’anomalie recherchée, et par suite optimaux pour l’implantation.  

Cependant, les tests génétiques préimplantatoires soulèvent de nombreuses questions 

éthiques (228). La nature invasive du test constitue l’une de ces questions puisque le fait de 

perturber l’embryon et de prélever une ou plusieurs cellules n’est pas toujours acceptable. De 

plus, les résultats issus des PGT déterminent si un embryon est implanté ou détruit ce qui pose 

la question de savoir si la vie commence dès la conception et si l’embryon doit être considéré 

comme une personne. Une autre question soulevée est celle de l’utilisation de ces tests pour 

déterminer le profil HLA des embryons et identifier ceux qui sont compatibles avec un frère 

ou sœur ayant besoin d’une transplantation de cellules souches ou d’une greffe d’organes 

(229, 230). Les questions éthiques et juridiques relatives à cette pratique sont complexes et 

controversées. Ainsi le PGT pourrait être considéré comme un outil d’eugénisme, par 

élimination des caractères indésirables ou sélection des qualités désirées et constitue, de ce 

fait, une question morale très importante pour le futur.  
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4. Comment s’effectue le choix des embryons à transférer lors d’une 

FIV ? 

 

A l’heure actuelle, l’ART a pour objectif d’implanter un embryon unique sain et viable (231). 

De ce fait, pour optimiser le taux de réussite de la FIV, limiter le nombre d’embryons implantés 

et ainsi éviter le risque de grossesses multiples, la sélection des embryons les plus viables est 

essentielle (232). Actuellement, les paramètres les plus utilisés pour le choix des embryons 

destinés à une FIV sont ceux concernant la morphologie de l’embryon et le taux de 

développement embryonnaire en culture (118). Ces paramètres prennent en compte le 

nombre de cellules, la régularité cellulaire, le degré de fragmentation ... En effet, au deuxième 

jour du développement embryonnaire, l’embryon est en général constitué de quatre cellules 

(certains en ont deux, trois ou cinq) et les cellules doivent être de taille identique. De plus, des 

fragmentations de cellules peuvent avoir lieu au cours des divisions cellulaires, et lorsqu’un 

embryon présente plus de 50% de fragmentation on considère que ses chances de 

développement et d’implantation sont réduites. Cependant, bien que non invasive, 

l’observation morphologique des embryons présente des limites et une valeur prédictive 

relativement faible (221), tout en étant subjective et en exigeant une grande expérience. 

La surveillance du développement embryonnaire à intervalles de temps réguliers (time-lapse 

imaging) peut représenter un meilleur moyen non invasif de sélection d'embryon in vitro 

(233). Grâce à une fréquence élevée, une image plus complète des processus biologiques 

permet d’évaluer d’une manière plus précise la morphologie de l'embryon. Différents groupes 

ont d’ailleurs proposé différents algorithmes potentiellement capables de sélectionner 

objectivement le ou les embryons à transférer (234). Khosravi et al. ont aussi mis en place une 

approche par intelligence artificielle pour sélectionner les embryons à l’aide d’une vaste 

collection d’images prises à intervalle de temps régulier (environ 50 000 images) (235). Leur 

méthode a permis d’obtenir une haute sensibilité lors de l’évaluation de la qualité de 

l’embryon tout en étant non invasive et entièrement automatisée. 

Le test génétique préimplantatoire peut également être considéré comme un outil de 

sélection des embryons en particulier pour la recherche d’aneuploïdies. Cependant la 

nécessité d'une manipulation invasive des embryons a limité son utilisation en routine, les 
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tests non invasifs, ne causant aucun dommage à l'embryon, étant plutôt favorisés afin de ne 

pas perturber la croissance de l’embryon ou diminuer son potentiel implantatoire. 

Diverses méthodes non invasives basées sur l’étude du milieu de culture de l’embryon dans 

les domaines de la protéomique et de la métabolomique ont par ailleurs été développées pour 

évaluer la qualité et la viabilité de l’embryon (236). La fraction soluble de la protéine HLA-G 

(sHLA-G pour soluble human leukocyte antigen-G) dans le milieu de culture de l’embryon a 

été considérée comme un marqueur prédictif potentiel pour le développement 

embryonnaire. L’absence de sHLA-G dans le milieu avait une valeur prédictive négative (237), 

et lorsque des embryons sHLA-G positifs ont été implantés dans l’utérus de la mère, le 

pourcentage d’implantation et de grossesse était de 44% et 75% respectivement, comparé à 

14% et 23% pour des embryons sHLA-G négatifs (238).  

La métabolomique peut être une approche alternative en tant qu’outil d’évaluation rapide et 

non invasif du potentiel reproducteur et de la viabilité des embryons (239). La mesure de 

l’absorption de pyruvate (240), de l’augmentation de l’absorption du glucose (241), le taux de 

renouvellement des acides aminés (242), ainsi que la mesure de la fréquence respiratoire 

(243) et de la consommation d’oxygène (244) dans le milieu de culture peuvent être liés à 

l’évaluation de la viabilité des ovocytes et des embryons.  

L’une des nouvelles approches permettant d’améliorer les résultats des FIV est l’évaluation du 

contenu de l’embryon en ADN mitochondrial. Un nombre élevé de copies d’ADNmt au niveau 

des embryons indique en effet une faible viabilité et est lié à un faible potentiel d’implantation 

(245–247). De plus, des quantités élevées d’ADNmt dans les blastocystes sont associées à un 

état d’aneuploïdie (248). Cependant, Victor et al. ont montré qu’il n’existe pas de différences 

significatives dans le taux d’ADNmt quel que soit le potentiel d’implantation et l’état de ploïdie 

de l’embryon (249). 

Toutes ces approches peuvent apparaître dans l'avenir comme une addition à l'évaluation 

morphologique traditionnelle des embryons basée sur son apparence.  
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5. L’ADN extracellulaire comme PGT et pour le choix des embryons ? 

 

Le test génétique préimplantatoire (PGT) implique actuellement l’utilisation de biopsies 

relativement invasives pour les embryons, et le développement d’une approche moins ou non 

invasive est souhaitable. L’ADN du liquide folliculaire a été étudié en tant que biomarqueur 

potentiel en FIV (250). Ce liquide est important pour le développement de l’ovocyte et 

contient des composants plasmatiques et des facteurs sécrétés par les cellules de la granulosa 

lors de la folliculogenèse. Le taux d’ADN extracellulaire présent au niveau de ce liquide corrèle 

significativement avec la qualité des embryons (250), et constitue un facteur prédictif du 

succès ou l’échec de la grossesse (251). 

En outre, l’ADN embryonnaire extracellulaire présent dans le fluide du blastocèle ainsi que 

dans le milieu de culture de l’embryon est recherché comme source d’information génétique 

intéressante (252).  

Il a été rapporté que les embryons, lors d’une fécondation in vitro, libèrent de l’ADN dans leur 

milieu de culture (119, 120). Des études ont également montré que le fluide du blastocèle 

contient de l’ADNcf (253, 254). Cet ADN peut être libéré par l’embryon lors d’une 

fragmentation cellulaire au stade de clivage, ou lors d’une lyse cellulaire, apoptose ou nécrose 

des cellules de la masse cellulaire interne, ou présent dans les corps de fragmentation (255) 

(Figure 28).  

 

 

Figure 28: Les sources potentielles et les mécanismes proposés de libération de l’ADN dans le 

milieu de culture des embryons au stade de clivage (A) et dans le fluide du blastocèle et le 

milieu de culture au stade blastocyste (B) (255) 
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L'ADN peut être également présent dans des vésicules destinées à la communication entre les 

cellules du trophectoderme et la masse cellulaire interne. L’ADN peut traverser la zone 

pellucide et se présenter dans des vésicules extracellulaires. Une contamination par de l’ADN 

maternel peut avoir lieu et provenir des cellules du cumulus (cellules de la corona radiata), qui 

restent collées à la zone pellucide ou des corps polaires après leur expulsion de l’ovocyte, et 

une contamination paternelle peut provenir de spermatozoïdes qui adhèrent à la zone 

pellucide dans le cas d’une FIV classique. 

Bien que l’isolement du fluide du blastocèle puisse représenter une approche peu invasive, 

l’analyse du milieu de culture des embryons est quant à elle complètement non invasive. 

L’utilité de cet ADNcf comme PGT a été démontrée dans plusieurs études pour augmenter le 

succès de l’implantation.  

Le milieu de culture et le fluide du blastocèle ont été évalués comme sources d’ADN pour le 

génotypage de l’embryon (256). Le polymorphisme C677T du gène de la 

méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHR) a été recherché avec un taux de détection de 

62.5% et 44.4% dans le milieu de culture et le fluide respectivement.  

L’ADN embryonnaire extracellulaire a été largement étudié pour la détermination du statut 

de ploïdie de l’embryon. Une combinaison du milieu de culture du blastocyste et du fluide du 

blastocèle s’est révélée contenir suffisamment d’ADN embryonnaire pour l’amplification du 

génome et le dépistage précis de l’aneuploïdie (257). Gianaroli et al. ont comparé les résultats 

obtenus par l’analyse du fluide du blastocèle et des cellules du trophectoderme et ont montré 

un taux de concordance de 96.6% quant à la ploïdie de l’embryon (258). Une méthode de NGS 

a été validée pour le séquençage de l’ADN génomique sécrété par l’embryon dans le milieu de 

culture (259), et a fourni l’information concernant la ploïdie des 24 paires de chromosome. 

Les résultats ont été validés en les comparant avec la biopsie de l’embryon correspondant 

testé, et une corrélation élevée a été retrouvée avec une sensibilité de 88% et une spécificité 

de 84%. D’autres méthodes ont montré également l’utilité de la détection non invasive de 

l’aneuploïdie par analyse de l’ADNcf dans le milieu de culture de l’embryon (260–262) avec 

des niveaux de concordance élevés avec l’analyse de la biopsie de l’embryon. Cette approche 

pourra ainsi identifier les anomalies chromosomiques avec des résultats cliniques satisfaisants 

sans avoir recours à la biopsie. 
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L’intérêt de l’ADN extracellulaire comme PGT a été étudié dans le cas de la délétion de l’α-

thalassemia-SEA, la forme la plus courante et la plus grave de l’α-thalassémie au Sud-Est de 

l’Asie et au sud de la Chine (SEA pour Southeast Asian deletion) (263). L’efficacité diagnostique 

de détection de la mutation par l’analyse de l’ADN dans le milieu de culture est 

significativement plus élevée (88.6%) que celle par l’analyse d’une biopsie. La détermination 

du sexe de l’embryon constitue une autre utilisation de l’analyse de l’ADNcf, une application 

utile dans le cas des maladies génétiques liées au sexe (120). Des séquences du gène SRY qui 

se trouve sur le chromosome Y ont été détectées dans le milieu de culture des embryons à 

partir du troisième jour du développement embryonnaire (264). La concordance pour la 

détermination du sexe des embryons entre le milieu de culture en J3 et la biopsie de l’embryon 

est de 81.3% (262). 

Le nombre de copies d’ADN mitochondrial chez l’embryon est corrélé avec sa qualité et sa 

viabilité (245). C’est la raison pour laquelle l’ADN mitochondrial extracellulaire est recherché 

dans le milieu de culture (255). La concentration de cet ADN est significativement associée à 

la qualité embryonnaire et plus précisément au taux de fragmentation de l’embryon avec une 

quantité d’ADN mitochondrial plus élevée dans le cas d’embryons présentant un clivage de 

mauvaise qualité (265). Le rapport de la concentration d’ADN mitochondrial sur la 

concentration d’ADN nucléaire est plus élevé dans le milieu de culture des embryons de bonne 

qualité ayant atteint le stade de blastocyste complet au jour 5 (266). Ce ratio, associé au 

classement morphologique, permet de mieux prédire la qualité de l’embryon et de le choisir 

en fonction de son potentiel de développement (267). 
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C. Projet de thèse partie 2 : l’ADN extracellulaire pour le choix 

des embryons et la détection des altérations génétiques  

 

1. Résultats antérieurs 

 

Notre équipe a travaillé, en collaboration avec le Pr. Samir Hamamah du département de la 

biologie de la reproduction à l’hôpital Arnaud de Villeneuve à Montpellier, sur la mise en place 

d’une méthode non invasive pour détecter l’ADN extracellulaire (ADNcf) dans le milieu de 

culture des embryons afin d’évaluer la qualité de l’embryon et sa capacité à permettre une 

grossesse (268). La méthode vise à déterminer, dans le contexte de la FIV, si un embryon est 

compétent et/ou porte une anomalie génétique ou une séquence spécifique. Les résultats 

préliminaires ont été obtenus sur un nombre réduit d’embryons et ont montré la présence de 

l’ADNcf dans le milieu de culture des embryons en J3 et J5/6 du développement embryonnaire 

(Figure 29) en ciblant un amplicon de 67 pb du gène nucléaire KRAS. 

 

Figure 29: Concentration de l’ADN extracellulaire (en ng/ml) dans le milieu de culture de 

différents embryons en J3 (série 1, histogrammes clairs) et en J5/6 (série 1, histogrammes 

noirs) (268) 
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Un grade de 1 à 10 a été attribué à chaque embryon reflétant sa qualité sur la base de ses 

critères morphologiques (grade 1 pour embryon de mauvaise qualité et grade 10 pour 

embryon de bonne qualité). La concentration d’ADNcf nucléaire obtenue a été comparée pour 

onze embryons. Le taux en J5/6 ainsi que la différence de concentration en J5/6 et J3 étaient 

inversement proportionnels au bon développement de l’embryon (Figure 30), cette différence 

apparaissant comme un marqueur du développement embryonnaire in vitro. 

 

Figure 30: Concentration de l’ADNcf en J5/6 (A) et la différence de la concentration entre 

J5/6 et J3 (B) par rapport au grade de 11 embryons différents. Les histogrammes noirs 

correspondent au grade de l’embryon. Les Histogrammes clairs représentent la concentration 

d’ADNcf dans le milieu en J5/6 (A) ou la différence de concentration entre J5/6 et J3 (B) 

(adaptée de 238). 

 

De plus, la quantité d’ADNcf dans le milieu de culture embryonnaire en J5/6 était plus 

importante chez les patientes pour lesquelles l’implantation embryonnaire a échouée que 

chez les patientes enceintes (Figure 31). 

 

Figure 31: Relation entre la concentration d’ADNcf dans le milieu de culture de l’embryon et 

l’issue de la grossesse (268). 
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2. Résumé du travail 

 

Un des objectifs de ma thèse était de poursuivre ce travail et de valider les résultats sur une 

cohorte plus importante. L’objectif était d’étudier la concentration d’ADN extracellulaire 

d’origine nucléaire et mitochondriale dans le milieu de culture des embryons lors d’une 

fécondation in vitro comme biomarqueur de qualité pour une évaluation plus précise de la 

viabilité embryonnaire et la prévention des échecs d’implantation. 

 De plus, notre objectif était d’évaluer la pertinence de l’utilisation de l’ADN extracellulaire 

comme test génétique préimplantatoire en détectant des séquences spécifiques et des 

altérations génétiques dans le milieu de culture des embryons pouvant être à l’origine de 

l’apparition de certaines maladies. En particulier, nous avons recherché le gène SRY (Sex-

determining Region of Y chromosome) situé sur le chromosome Y pour la détermination du 

sexe de l’embryon, qui constitue une information utile dans le cas des maladies génétiques et 

des pathologies liées au sexe. De plus, nous avons tenté d’identifier des embryons porteurs 

d’altérations génétiques à l’origine de certaines pathologies. La mutation Delta F508, qui 

correspond à la mutation la plus fréquente responsable de la mucoviscidose, a été analysée 

chez un couple porteur de cette mutation et à risque de donner naissance à un enfant malade. 

 

  



IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire 

 
164 

D. Matériels et méthodes 

 

· Procédure de la fécondation in vitro 

Après une stimulation ovarienne contrôlée (traitement par un agoniste de la GnRH (hormone 

de libération des gonadotrophines) suivie d’une stimulation par la gonadotrophine 

ménopausique humaine (hMG) ou la FSH (hormone folliculostimulante) recombinante, les 

femmes ont subi un prélèvement d'ovocytes par ponction transvaginale et une fécondation 

par ICSI (intracytoplasmic sperm injection). La fécondation a été confirmée après 16 à 20 h par 

la présence de deux pronucléi distincts et de deux globules polaires sous le microscope 

inversé. Les zygotes ont ensuite été placés dans des gouttes individuelles de 30µl de milieu de 

culture (G1-Plus, Vitolife, Suède) et maintenus dans un incubateur à 37°C et à 5% d’oxygène. 

Les embryons ont été cultivés dans le milieu de culture G1 du jour 1 (J1) au jour 3 (J3) du 

développement embryonnaire, puis dans un milieu de culture G2 (G2-Plus, Vitolife, Suède) 

pour une culture prolongée jusqu’à J5 ou J6. Un grade de 1 à 10 a été attribué à chaque 

embryon en J3, J5 et J6. Ce grade est fonction de l’observation morphologique de l’embryon 

et reflète sa qualité. Ainsi, un embryon de mauvaise qualité sera gradé à 1, alors qu’un 

embryon de bonne qualité sera gradé 10.  

 

· Prélèvement des milieux de culture et extraction de l’ADN extracellulaire 

69 embryons ont été collectés chez 11 couples subissant une tentative de FIV. Après le retrait 

de l’embryon, les milieux de culture en J1, J3, J5 et J6 ont été récupérés et immédiatement 

conservés à -80°C. Une goutte témoin de milieu sans embryon incubée dans les mêmes 

conditions a été prélevée pour servir de contrôle. Avant l’extraction, les gouttes de milieux 

ont été décongelées et le volume initial a été complété avec du PBS 1X jusqu’à un volume final 

de 200µl. L’ADN extracellulaire a été extrait à partir des 200µl d’échantillon et élué dans un 

volume final de 80µl en utilisant le QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) 

selon notre protocole (269). Les échantillons d’ADN ont été conservés à -20°C jusqu’à leur 

analyse. 
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· Quantification de l’ADN par Q-PCR et calcul du nombre de copies 

Les réactions de Q-PCR ont été réalisées dans un volume réactionnel de 25µl sur un CFX96 

touchTM Real-Time PCR detection system (Bio-Rad) en utilisant le logiciel CFX manager 

software. Chaque mélange réactionnel était composé de 12,5µl de SsoAdvancedTM Universal 

SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), 2,5µl de chaque amorce 

d'amplification (3 pmol/µl), 2,5µl d'eau sans nucléase (Qiagen), et 5µl d’extrait d’ADN. Le cycle 

thermique comporte trois étapes répétées : une étape d'activation-dénaturation de la 

polymérase de 3 minutes à 95°C, suivie de 40 cycles répétés à 90°C pendant 10 secondes, puis 

à 60°C pendant 30 secondes. Les courbes de fusion ont été obtenues en augmentant la 

température de 55°C à 105°C avec une lecture de plaque tous les 0,2°C. La concentration a été 

calculée à partir du Cq détecté par Q-PCR. Chaque échantillon a été analysé en triplicat pour 

chaque couple d’amorces et l’analyse a été répétée au moins une fois. Un triplicat de contrôle 

négatif a été inclus à chaque analyse pour chaque couple d’amorces utilisé. 

Quantification de l’ADNcf nucléaire : 

Des dilutions en série de l’ADN génomique de concentration connue provenant de la lignée 

cellulaire Difi ont été utilisées comme standard pour la quantification de l’ADN nucléaire. La 

concentration et la pureté initiales ont été évaluées par la densité optique à λ=260 nm, 230 

nm et 280 nm avec un Eppendorf BioPhotometer® D30. Le Ref A 67 (nb de copies/ µl de milieu) 

correspond à la concentration totale d’ADN nucléaire extracellulaire. Cette valeur est calculée 

en utilisant la formule suivante : 

!"#$%$67 = & '3,3( ) &
*"+-./01
*2"4/5 ( 

« C » correspond à la concentration d’ADN nucléaire en pg/µl déterminée par Q-PCR en ciblant 

un amplicon de 67pb du gène KRAS sauvage, 3.3pg est la masse d’un génome haploïde 

humain, Velution est le volume final de l’extrait obtenu après extraction en µL et Vmedia le volume 

du milieu de culture utilisé pour l’extraction (en µl). 
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Quantification de l’ADNcf mitochondrial : 

Une gamme étalon obtenue par dilution en série d’un vecteur ORF humain de 3382 pb avec 

un insert de 786 pb du gène mitochondrial MT-CO3 de concentration connue obtenu de chez 

ABM good® (numéro d'accès YP_003024032) a été utilisée pour quantifier l'ADN 

mitochondrial extracellulaire. La concentration et la pureté initiales de la solution ont été 

déterminées en mesurant la densité optique à λ=260 nm, 230 nm et 280 nm, avec un 

BioPhotomètre Eppendorf® D30. La valeur moyenne du nombre de copies d'ADN 

mitochondrial extracellulaire ou Ref M 67 (nb de copies/µl de milieu) a été calculée en utilisant 

la formule suivante :  

!"#$8$67 = & ' ) 95
: ) 8; ) <>"'.0?( ) &

*"+-./01
*2"4/5 ( 

« C » est la concentration d’ADN mitochondrial (g/µL) déterminée par Q-PCR en ciblant un 

amplicon sauvage de 67pb du gène MT-CO3. NA est le nombre d’Avogadro (6.02 x 1023 

molécules par mole), MW est la masse moléculaire (molecular weight) d’un nucléotide (g/mol) 

et Lvector correspond à la longueur du plasmide en nucléotides. Velution est le volume final de 

l’extrait obtenu après extraction en µL et Vmedia le volume du milieu de culture utilisé pour 

l’extraction (en µl). 

 

· Contrôles : analyse des milieux de culture neufs 

Des milieux de culture utilisés pour les différentes étapes du développement embryonnaire 

lors de la FIV et provenant de différents fournisseurs (Vitrolife, Origio et Irvine Scientific) 

(Tableau 1) ont été analysés pour tester l’hypothèse d’une contamination possible en ADN 

extracellulaire nucléaire et mitochondrial. L’ADNcf a été extrait à partir de 200µl de milieux 

de culture neufs dans un volume final de 80µl en utilisant le QIAamp DNA Blood Mini Kit 

(Qiagen, Courtaboeuf, France) selon notre protocole (269) et le Ref A 67 (nb copies/µl de 

milieu) ainsi que le Ref M 67 (nb de copies/µl de milieu) ont été calculés par Q-PCR. 

 

 

 



IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire 

 
167 

 

Fournisseur Milieu testé 

Vitrolife G-1 Plus Milieu de culture des embryons aux jours 2 ou 3 du 

développement embryonnaire 

G-2 Plus Milieu de culture des embryons du jour 3 jusqu’au 

stade blastocyste (jour 5/6) 

G-IVF Plus Milieu utilisé pour la préparation et la manipulation des 

gamètes pour la FIV 

G-MOPS Plus Milieu pour la manipulation d'ovocytes et d'embryons 

dans l'atmosphère ambiante 

Origio Fert Milieu qui soutient les gamètes pendant la fécondation 

et favorise la fonction des spermatozoïdes 

Cleav Milieu qui favorise le développement embryonnaire 

précoce 

Blast Milieu conçu pour répondre aux besoins métaboliques 

après l'activation du génome de l'embryon (blastocyste) 

Flushing Media Milieu utilisé pour le prélèvement, la conservation et le 

lavage des ovocytes 

Irvine 

Scientific 

Continuous Single 

Culture Media 

Milieu conçu pour la fécondation et la culture 

embryonnaire jusqu'au jour 5/6 du développement 

embryonnaire 

Tableau 1 : Liste des différents milieux de culture frais testés. 

 

·  Détection de séquences spécifiques et d’altérations génétiques 

Détection du gène SRY et détermination du sexe de l’embryon 

Le gène SRY présent sur le chromosome Y a été recherché dans le milieu de culture des 69 

embryons testés en J1, J3, J5 et J6 pour la détermination du sexe. Lorsque ce gène a été 

détecté en ciblant, par Q-PCR, un amplicon de 72pb avec une courbe de fusion ayant un Tm 

(température de fusion) de 77.6°C, l’embryon a été considéré mâle. 

 



IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire 

 
168 

Recherche de la mutation Delta F508 dans le cas de la mucoviscidose 

Le milieu de culture des embryons provenant d’un couple (BES VIR) où les deux parents sont 

porteurs de la mutation Delta F508 du gène CFTR (pour Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) à l’origine de la maladie de la mucoviscidose a été récupéré en J1, J3 

et J5/6. L’ADN extracellulaire a été extrait selon la méthodologie déjà décrite. L’ADN a été 

ensuite concentré par précipitation dans un volume final de 10µl à l’aide du GenEluteTM-LPA 

(Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier Cedex). La mutation a été recherchée par la méthode 

Intplex développée par l’équipe (127). Cette méthode combine la détection de la mutation 

par une Q-PCR allèle-spécifique et l’utilisation d’un oligo-bloqueur porteur à son extrémité 3’ 

d’un groupement phosphate ciblant la séquence sauvage de la mutation et empêchant ainsi 

une hybridation non spécifique probable du primer muté sur cette séquence. Des contrôles 

de qualité internes positifs (ADN génomique portant la mutation recherchée) et négatifs (ADN 

génomique sauvage pour la mutation) ont été intégrés à chaque analyse. 

En J3, chaque embryon a subi un test génétique préimplantatoire ; un blastomère a été 

prélevé par micromanipulation et a été utilisé pour analyser le site F508 du gène CFTR dans 

un séquenceur automatique (ABI 3130XL). Les résultats ont été analysés par le logiciel Gen 

Mapper 4.0. à l’Institut Universitaire de Recherche Clinique à Montpellier.  

 

· Oligonucléotides 

Les séquences et les caractéristiques des amorces sélectionnées sont présentées dans le 

Tableau 2. Les amorces ont été conçues à l’aide du logiciel Primer 3 et les séquences ont été 

vérifiées pour « l’annealing » intra et intermoléculaire par les logiciels mfold et Oligo analyzer 

1.2. Des analyses d’alignement par BLAST ont été réalisées pour confirmer la spécificité des 

amorces. Les oligonucléotides ont été synthétisés et purifiés par Integrated DNA Technologies 

(Coralville, Iowa) sur chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) et le 

contrôle qualité a été effectué par MALDI-TOF. 
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GENE PRIMER NAME ORIENTATION 
SEQUENCE 

 5’ - 3’ 
AMPLICON 

SIZE (bp) 

MITOCHONDRIAL DNA 

MT-CO3 
MIT MT-CO3 F SENSE GACCCACCAATCACATGC 

67 
MIT MT-CO3 R 67 ANTISENSE TGAGAGGGCCCCTGTTAG 

NUCLEAR DNA 

KRAS 
KRAS B1 inv k SENSE CCTTGGGTTTCAAGTTATATG 

67 
KRAS B2 inv k ANTISENSE CCCTGACATACTCCCAAGGA 

SRY 
SRY F1 SENSE AGCTCTTCCTTCCTTTGC 

72 
SRY F2 ANTISENSE GCCTTTACTGTTTTCTCCCG 

CFTR WT 
CFTR WT F2 SENSE ACAGAGTGAGCACTTGGC 

85 
CFTR WT R2 ANTISENSE CACATGATTCAGATAGTTGG 

CFTR Mu 

CFTR WT 19 F SENSE GTGGAAGAATTTCATTCTG 
87 

CFTR mt 19 R ANTISENSE CATCATAGGAAACACCAAT 

Blocker CFTR 23 R ANTISENSE GAAACACCAAAGATGATATTTTC-PHO  

Tableau 2: Les séquences et caractéristiques des oligonucléotides utilisés  
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E. Résultats 

 

1. Quantification de l’ADN extracellulaire nucléaire et mitochondrial 

dans le milieu de culture des embryons 

 

 

a) Contamination des milieux de culture frais par de l’ADN extracellulaire 

 

Les milieux de culture habituellement utilisés pour les différentes étapes du développement 

embryonnaire lors d’une fécondation in vitro contiennent de façon générale de l’albumine de 

sérum humain en plus d’autres constituants. Nous avons soupçonné la présence d’ADN 

extracellulaire dans ces milieux frais étant donné que l’albumine est connue pour interagir 

avec l’ADN (270). La première étape de notre analyse a consisté à établir des contrôles en 

évaluant l’ADNcf nucléaire et mitochondrial présents dans les milieux de culture frais. Des 

milieux provenant de différents fournisseurs (Vitrolife, Origio et Irvine Scientific) utilisés pour 

les différentes étapes du développement embryonnaire lors de la FIV ont ainsi été testés 

(Tableau 1). 

La concentration totale d’ADN extracellulaire nucléaire (Ref A 67 en nb de copies/µl de milieu) 

et mitochondrial (Ref M 67 en nb de copies/µl de milieu) a été calculée. De l’ADNnu a été 

détecté dans la plupart des milieux testés (8 milieux sur 9) avec un taux variant de 1.37 à 3.65 

copies/µl (moyenne : 2.59 copies/µl de milieu ; médiane : 2.64 copies/µl de milieu) (Figure 

32). Tous les milieux contenaient de l’ADNcf mitochondrial avec un Ref M 67 qui varie entre 

42.6 et 1680 copies/µl et une concentration moyenne de 435 copies/µl (médiane : 371 

copies/µl de milieu) (Figure 33). Ces résultats indiquent une contamination des milieux frais 

de culture d’embryons avec de l’ADN extracellulaire d’origine nucléaire et mitochondriale et 

suggèrent la nécessité d’une normalisation lors de la quantification de l’ADN extracellulaire 

provenant de l’embryon dans ces milieux de culture. 
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Figure 32: Concentration totale d’ADNcf nucléaire (Ref A 67 copies/µl de milieu) dans les milieux 

contrôles testés. 

 

 

 

Figure 33: Concentration totale d’ADNcf mitochondrial (Ref M 67 copies/µl de milieu) dans les 

milieux contrôles testés. 
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b) Quantification de l’ADNcf dans le milieu de culture des embryons 

 

229 échantillons provenant des milieux de culture en J1, J3, J5 et J6 de 69 embryons différents 

et 60 contrôles ont été évalués. Les embryons correspondent à 11 couples candidats à une 

fécondation in vitro. L’ADNcf a été extrait à partir des milieux de culture récupérés et a été 

quantifié par Q-PCR en ciblant des séquences spécifiques pour calculer la concentration totale 

d’ADNcf d’origine nucléaire (Ref A 67 en ng/µl de milieu) et mitochondriale (Ref M 67 en ng/µl 

de milieu).  

Le taux d’ADN provenant de l’embryon a été calculé en le normalisant par rapport à la 

concentration basale d’ADN détectée au niveau des gouttes contrôles. Après normalisation, 

l’ADNcf nucléaire a été détecté dans le milieu de culture de 48% (33 sur 69 embryons) des 

embryons testés quel que soit le jour du développement embryonnaire (Tableau 3). 

L’ADNmito extracellulaire était quant à lui détectable dans le milieu de culture de 36% des 

embryons en J1, 77% en J3 et 41% en J5/6 (Tableau 3). 

Détection de l’ADN extracellulaire dans le milieu de culture 

des embryons 

 ADNcf nucléaire ADNcf mitochondrial 

J1 33 (48%) 25 (36%) 

J3 33 (48%) 53 (77%) 

J5/6 33 (48%) 28 (41%) 

Tableau 3: La détection d’ADNcf nucléaire et mitochondrial dans les milieux de culture des 

embryons testés (n=69) au niveau des différents jours du développement embryonnaire   

 

Le niveau d’ADNcf nucléaire et mitochondrial a ensuite été comparé, pour chaque embryon, 

en fonction du jour du développement embryonnaire (J3 à J6) et du grade (de 1 à 10) de 

l’embryon. D’après l’observation morphologique, un embryon de grade 10 était considéré de 

bonne qualité alors qu’un grade 1 de mauvaise qualité.  

Les résultats du couple ANT MYR sont présentés dans la Figure 34. Pour les différents 

embryons testés (embryons 3, 7, 9, 13, 14 et 16), la concentration d’ADNcf mitochondrial (Ref 

M 67 nb de copies/µl) (en bleu) était proportionnelle au grade de l’embryon ; en effet, une 

augmentation du grade entre J3 et J5 ou entre J5 et J6 est accompagnée d’une augmentation 
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du Ref M 67 dans le milieu de culture (Figure 34). La concentration totale d’ADN extracellulaire 

nucléaire (Ref A 67 nnb de copies/µl) (en orange) a montré des résultats plus divergents. Une 

augmentation du Ref A 67 dans le milieu de culture est observée pour les différents embryons 

entre J3 et J5 lorsque le grade de l’embryon diminue. Par contre, entre J5 et J6, lorsque le 

grade de l’embryon augmente, cette concentration augmente dans certains cas (embryons 3, 

7, 13 et 14) et diminue dans d’autres (embryons 9 et 16) (Figure 34). 

Des validations supplémentaires sont nécessaires, et la variation du Ref A 67 et du Ref M 67 

dans le milieu de culture des embryons correspondant aux autres couples en fonction du 

grade de l’embryon ainsi que du jour du développement embryonnaire doit être analysée. En 

outre, l’évaluation des résultats du MNR (Ref M 67/ Ref A 67) pourrait probablement donner 

des renseignements complémentaires quant à la qualité des embryons. 

 

 



IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire 

 
174 

 

Figure 34: Variation du Ref A 67 (nb copies/µl) (en orange) et du Ref M 67 (nd de copies/µl) 

(en bleu) en fonction du grade de l’embryon et du jour de développement embryonnaire pour 

le couple ANT MYR. Les embryons analysés sont les numéros 3, 7, 9, 13, 14 et 16. 
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2. Détection de séquences spécifiques et d’altérations génétiques dans 

le milieu de culture 

 

a) Gène SRY et détermination du sexe des embryons 

 

Le gène SRY présent sur le chromosome Y a été recherché dans le milieu de culture des 69 

embryons testés en J1, J3, J5 et J6. La présence de ce gène a été détectée chez 24 embryons 

(49%), qui ont alors été considérés comme mâles (Tableau 4). La non détection de ce gène 

dans le milieu signifie que l’embryon est soit de sexe féminin, soit de sexe masculin mais que 

la quantité d’ADN libérée dans le milieu n’était pas suffisante pour la détection de la séquence 

recherchée. 

Détection du gène SRY dans le milieu de culture des embryons 

Embryon 

Jour du développement 

embryonnaire Embryon 

Jour du développement 

embryonnaire 

J1 J3 J5 J6 J1 J3 J5 J6 

FL 1  +   AM 2 +    

FL 3 +  +  AM 5   +  

FL 5    + AM 9 +    

Lj 4   +  AM 12    + 

Lj 5   +  AM 14  +   

LL 2 +    AM 16  +  + 

LL 3  +   RA 1 +    

LL 4 +    RA 4  +  + 

PA 1   +  RA 7 +    

PA 3  + +  AN 9  +   

PA 4  +   CM 6  +   

PA 5 +    CM 8  +   

Total n=24 8 10 6 4  

Tableau 4: Détection du gène SRY dans le milieu de culture des embryons aux jours 1, 3, 5 et 

6 du développement embryonnaire. La croix indique une détection de la séquence dans le 

milieu. 
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b) Le cas de la mucoviscidose 

 

La mutation Delta F508 du gène CFTR correspond à une délétion de trois paires de bases 

responsable de la perte d’une phénylalanine en position 508 de la protéine. Cette mutation 

est impliquée dans la forme classique de la mucoviscidose, et a été recherchée dans le milieu 

de culture d’embryons issus d’un couple (BES VIR) porteur de cette délétion. Les milieux de 

culture en J1, J3, J5 et J6 sont en cours d’analyse pour cette altération génétique et les 

résultats seront comparés avec ceux d’un test génétique préimplantatoire effectué sur une 

biopsie de blastomère en J3 de chacun de ces embryons pour déterminer la présence ou 

l’absence de la mutation.  
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F. Conclusion, discussion et perspectives 

 

L’ADN extracellulaire présent dans le milieu de culture des embryons constitue une approche 

prometteuse non invasive pour évaluer la qualité de l’embryon lors d’une FIV et détecter des 

anomalies génétiques chez des embryons à risque pour certaines maladies graves. 

 

· Quantification de l’ADNcf dans le milieu de culture des embryons 

Nous avons retrouvé de l’ADN extracellulaire nucléaire et mitochondrial dans les neuf milieux 

de culture frais testés, provenant de trois fournisseurs distincts. Nos données alertent sur la 

possibilité d’une contamination des milieux de culture embryonnaire utilisés durant le 

processus de fécondation in vitro par de l’ADNcf. En effet, la présence d’une contamination, 

même faible, pourrait influencer l’analyse et rendre l’interprétation des résultats difficile. 

Hammond et al. ont comparé le taux d’ADNcf nucléaire et mitochondrial dans les milieux de 

culture des embryons à des contrôles internes ainsi qu’à trois milieux commerciaux frais 

(Vitrolife et Irvine Scientific) par PCR digitale et Q-PCR (271). Ils ont suggéré que l’ADN présent 

dans le milieu de culture ne peut pas être utilisé pour l’évaluation génétique de l’embryon à 

cause de son origine mixte exogène et embryonnaire. La contamination des milieux de culture 

par de l’ADN n’est pas surprenante. En effet, ces milieux contiennent de l’albumine sérique 

humaine, qui est importante pour le développement embryonnaire ex-vivo (272), mais qui 

peut également interagir avec des molécules d’ADN (270), ce qui expliquerait la présence 

d’ADN extracellulaire dans ces milieux.  

Par ailleurs, des observations récentes ont montré le rôle de l’ADN extracellulaire dans le 

transfert horizontal de l’information et la communication intercellulaire. En effet, des 

fragments d’ADN (108) ou de l’ADN contenu dans des vésicules (101) sont capables de 

pénétrer dans les cellules et de modifier leur biologie en se localisant dans leur noyau. Ces 

observations soulèvent le problème d’une internalisation probable d’ADN exogène 

contaminant dans les cellules de l’embryon, et, par voie de conséquence d’effets potentiels 

sur sa croissance et sa qualité. Il est donc nécessaire de connaitre la composition exacte des 
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milieux de culture des embryons et leurs effets probables sur le développement embryonnaire 

(273). 

Nos résultats ont également montré que les embryons libèrent de l’ADN extracellulaire 

nucléaire et mitochondrial dans le milieu de culture pendant la FIV après normalisation vis-à-

vis du taux d’ADN basal présent dans le milieu. En effet, la présence d’un contrôle interne 

constitué d’une goutte de milieu sans embryon incubée dans les mêmes conditions est 

indispensable et l’approche non-invasive nous semble fiable sous réserve de normaliser les 

quantités d’ADN détectées dans le milieu par rapport à la quantité basale initiale. 

La relation entre le taux d’ADN extracellulaire présent dans le milieu et la qualité de l’embryon 

a été recherchée dans plusieurs études. Une fragmentation cellulaire est caractéristique d’un 

embryon de mauvaise qualité, et ce phénomène devrait normalement impliquer la libération 

d’ADN nucléaire et mitochondrial dans le milieu. Stigliani et al. ont identifié une corrélation 

significative entre la libération d’ADN et la fragmentation des embryons aux jours 2 et 3 du 

développement embryonnaire et ont montré que les milieux de culture d’embryons non 

fragmentés ou présentant un léger degré de fragmentation contenaient moins d’ADNcf 

nucléaire et mitochondrial que ceux d’embryons fragmentés (265). Nos résultats concernant 

l’ADNcf nucléaire sont en accord avec ces observations. Une augmentation du taux d’ADNnu 

extracellulaire a été souvent observée entre le troisième et le cinquième jour du 

développement embryonnaire lorsque le grade de l’embryon diminue, ce qui pourrait 

s’expliquer par la libération de cet ADN suite à la fragmentation de l’embryon. Par contre, nos 

observations sur l’ADNcf mitochondrial contredisent celles déjà publiées. En effet, nous avons 

observé une diminution du taux de cet ADN dans le milieu lorsque le grade de l’embryon 

diminue, donc lorsque ce dernier est de moins bonne qualité. Cette observation pourrait 

s’expliquer par le fait que les embryons qui ne parviennent pas à s’implanter sont associés à 

une augmentation de leur contenu en nombre de copies d'ADNmt (274). Diez-Juan et al. (245) 

ont montré des résultats similaires, et Fragouli et al. ont suggéré que quand le contenu en 

ADNmt dépasse un certain seuil, aucune grossesse n’a lieu (275). Ces résultats ont également 

été validés par d’autres études (246, 247). De plus, l’ADNmt est connu pour ne se répliquer 

dans les cellules de l’embryon qu’à partir du stade de blastocyste ou après implantation, et 

qu’au stade blastocyste, le déclenchement de la réplication est spécifique des cellules du 

trophectoderme (276). Donc la quantité d’ADNmt semble rester stable tout au long des stades 
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de clivage. Ces observations, associées au fait qu’un embryon de mauvaise qualité contient 

plus d’ADNmt, pourraient être en faveur d’une libération plus faible d’ADN mitochondrial par 

un embryon de mauvaise qualité dans le milieu de culture. 

Nos résultats doivent cependant être validés avec les milieux de culture des embryons testés 

provenant d’autres patientes. 

 

· L’analyse de l’ADNcf pour la détection des maladies génétiques 

La discrimination d’un embryon mâle et d’un embryon femelle est une information 

importante dans le cas des maladies liées au sexe (120). Ces maladies, dues à la présence de 

gènes défectueux sur le chromosome X, sont en effet dominantes chez les mâles.  Nous avons 

déterminé, de manière non invasive par la détection du gène SRY dans le milieu de culture, 

que 48% des embryons testés étaient de sexe masculin. La séquence du gène SRY a été 

détectée au premier, troisième, cinquième ou sixième jour du développement embryonnaire. 

Le sexe des embryons restants qui peuvent autant être femelles que mâles n’a pas pu être 

déterminé compte tenu de la quantité d’ADN insuffisante dans le milieu. Etant donné les 

contraintes éthiques, aucune validation par biopsie de cellule de l’embryon n’a été effectuée, 

ce qui n’a pas non plus permis de calculer le taux de prédiction du sexe. La détermination du 

sexe de l’embryon par analyse de l’ADN extracellulaire libéré dans son milieu de culture a été 

validée par plusieurs études (120, 264), et Ho et al. ont montré une concordance de 81.3% et 

70% en J3 et J5 respectivement avec une biopsie de l’embryon (262). 

L’ADN extracellulaire constitue donc une approche possible de test génétique 

préimplantatoire (PGT) non invasif. En plus de la détermination du sexe de l’embryon dans le 

cas des maladies liées à l’X, il a d’ailleurs été utilisé pour la caractérisation du statut de ploïdie 

de l’embryon (257, 259) et la détection d’altérations génétiques responsables de certaines 

maladies (263). Afin d’évaluer l’utilité de l’ADNcf comme approche non invasive de PGT, notre 

but est de rechercher la mutation Delta F508 du gène CFTR impliquée dans la forme classique 

de la mucoviscidose dans le milieu de culture d’embryons issus d’un couple porteur de cette 

délétion. 



IV. ADN extracellulaire et test génétique préimplantatoire 

 
180 

La détection de séquences d’ADN spécifiques de l’embryon pourrait permettre de s’affranchir 

du problème de contamination, et de discriminer l’ADN provenant de l’embryon de celui 

résultant de la contamination du milieu. Toutefois, d’autres approches, semblables à celles 

utilisées pour l’analyse de l’ADN fœtal dans le sang maternel, pourraient également permettre 

de distinguer l’ADN embryonnaire de l’ADN contaminant, comme, par exemple, l’étude de la 

différence du profil de taille entre ADN fœtal circulant et ADN maternel (136, 277). 

 

· Perspectives 

Nos observations sur la relation entre la quantité d’ADNcf nucléaire et mitochondrial dans le 

milieu de culture des embryons et le grade de l’embryon ainsi que sa qualité doivent être 

validées par l’analyse des résultats du reste des patientes. 

Il a été montré que le rapport entre la concentration d’ADNcf mitochondrial et nucléaire est 

plus élevé dans le milieu de culture des embryons de bonne qualité que dans celui des 

embryons de mauvaise qualité (266), et que, associé au classement morphologique, il pourrait 

permettre de mieux prédire la qualité de l’embryon (267). Il serait alors intéressant de calculer 

notre MNR (Mitochondrial to Nuclear Ratio) pour nos divers embryons testés et d’étudier sa 

variation en fonction du jour du développement embryonnaire, de la qualité de l’embryon et 

de la réussite ou l’échec de l’implantation. 

Enfin, nous prévoyons de poursuivre les analyses de détection de la mutation Delta F508 du 

gène CFTR à l’origine de la mucoviscidose dans le milieu de culture d’embryons à risque, et 

d’étudier la concordance de nos résultats avec ceux de la biopsie effectuée sur les mêmes 

embryons. 
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V. Conclusion générale 
 

La découverte de l’ADN circulant provenant de la tumeur et du fœtus dans le plasma des 

patients cancéreux et des femmes enceintes a ouvert de nombreuses nouvelles possibilités 

pour la détection du cancer et le développement de tests génétiques préimplantatoires (PGT) 

non invasifs (278). 

Durant ma thèse, nous avons validé l'utilité des paramètres quantitatifs et structuraux de 

l'ADN circulant d’origine nucléaire et mitochondriale comme une approche potentielle pour 

la détection précoce du cancer. Nous avons également suggéré, avec une validation plus 

poussée, que l’ADN extracellulaire pouvait être utilisé pour évaluer la qualité de l'embryon 

lors de la fécondation in vitro, et potentiellement servir comme PGT non invasif. 

Nous savons qu’une tumeur, comme un fœtus, libère de l’ADN extracellulaire nucléaire et 

mitochondrial, et que cet ADN présente de multiples similitudes avec l’ADN fœtal libéré in 

vitro ou dans la circulation de la mère. Tout en étant d’origine différente, ces ADN montrent, 

par exemple, des profils de fragmentation similaires, avec une taille inférieure à celle de l’ADN 

circulant provenant de la mère ou des cellules non tumorales (278).  

Les points communs entre le développement d’un embryon et celui d’une tumeur pourraient 

probablement expliquer cette ressemblance (279). En effet, des études ont révélé que 

certaines voies sont activées ou inhibées de façon similaire au cours de l’embryogenèse et de 

la carcinogenèse. Ainsi, il apparait que le développement d’une tumeur se fait par la 

réactivation de voies de signalisation embryonnaires qui sont réprimées dans les cellules non 

tumorales, comme ceux impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse (280), qui 

constitue une étape essentielle dans ces deux processus. Les voies Wnt (281), Hedgehog et 

Notch (280), indispensables pour l’embryogenèse, et qui sont dérégulés dans le cas du cancer, 

en constituent un exemple. Le gène TP53 a aussi été identifié comme marqueur qui est 

exprimé d’une façon similaire lors du développement embryonnaire précoce et de celui du 

cancer (282). 

Les cellules embryonnaires et les cellules tumorales, ont une capacité de prolifération, 

d’invasion et de migration fortement augmentée (283, 284). De plus, les cellules souches 

pluripotentes ainsi que certains types de cellules cancéreuses sont connus pour obtenir 
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l’énergie principalement par glycolyse, réduisant souvent l’activité mitochondriale et la 

phosphorylation oxydative (285). Il n’est donc pas aberrant de retrouver des profils d’ADN 

circulant très similaires entre celui provenant d’une tumeur et celui provenant d’un embryon. 

Pour conclure, l’analyse de l’ADN circulant est prometteuse pour le développement d’une 

nouvelle génération de tests diagnostiques, et la connaissance des propriétés biologiques de 

cet ADN est essentielle pour son utilisation optimale dans différents contextes cliniques dont 

l’oncologie et le diagnostic préimplantatoire.   
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VI. Autres contributions 

 

Durant ma thèse, j’ai également contribué à différents travaux au sein de l’équipe, dont 

certains ont fait l’objet des publications suivantes : 

 

A. Nouvelles connaissances sur les caractéristiques structurelles 

et la détection optimale de l’ADN tumoral circulant déterminé par 

analyse de l’ADN simple brin 

 

Titre :  New insights into structural features and optimal detection of circulating tumor DNA 

determined by single-strand DNA analysis 

Auteurs  

Cynthia Sanchez, Matthew W. Snyder, Rita Tanos, Jay Shendure et Alain R. Thierry 

Ce travail a été publié dans Genomic Medicine le 23 Novembre 2018. 

Résumé 

L'ADN circulant a suscité un intérêt croissant en oncologie dans le domaine du diagnostic, de 

la médecine personnalisée et de l’oncologie. Cependant, les caractéristiques structurales de 

l'ADNcir sont mal définies. Plus précisément, des divergences existent en ce qui concerne le 

profil de taille de cet ADN. Nous avons réalisé une étude en aveugle de la distribution de la 

taille des fragments d'ADNcir dans le plasma de patients cancéreux (n = 11), par différentes 

approches de PCR quantitative (Q-PCR) et d’ « ultra-deep-sequencing ». Le séquençage du 

génome entier par préparation d’une banque d'ADN simple brin (SSP-S pour Whole-genome 

sequencing of single-stranded DNA library preparation) a révélé que presque la moitié des 

fragments d'ADNcir a une taille inférieure à 120 nucléotides. Ces fragments ne sont pas 

facilement détectables par les protocoles standard de préparation de banques d'ADN double 

brin (DSP pour double-stranded DNA library preparation). L’utilisation de méthodes basées 

sur la SSP-S ou sur la Q-PCR a montré une distribution de taille très similaire de l'ADNcir pour 
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un patient cancéreux, et a montré également que l'ADNcir de masse moléculaire élevée (plus 

de 350 pb) est un composant mineur (~2%) de l’ADNcir total. Ces petits fragments d'ADNcir 

détectés peuvent principalement résulter de coupures se produisant dans la circulation 

sanguine dans l'un ou les deux brins d'ADN. Ils sont ensuite révélés par l'étape de dénaturation 

lors des procédures de SSP et de Q-PCR. L'analyse détaillée des données suggère que la plupart 

des fragments d’ADNcir détectables dans le sang ont une empreinte nucléosomique 

(répétitions périodiques de @10-pb). Le nucléosome est donc la structure la plus stabilisante 

de l'ADN dans la circulation. Les molécules d'ADNcir, qui sont initialement présentes sous 

forme de chromatine, sont libérées par les cellules et sont ensuite dégradées dynamiquement 

dans le sang, à l'intérieur et entre les nucléosomes ou les sous-complexes associés aux facteurs 

de transcription. Bien que cette étude apporte de nouvelles perspectives sur les profils de 

taille de l'ADNcir, harmonisant les résultats obtenus par séquençage et Q-PCR, nos données 

valident l'utilisation d'une méthode spécifique de Q-PCR et de SSP-S pour obtenir un signal 

optimal pour l’analyse qualitative ainsi que quantitative de ces ADN. 

Contributions 

J’ai contribué à la rédaction et à la mise en forme de l’article. 
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B. Progrès récents dans les applications cliniques des acides 

nucléiques circulants en oncologie 

 

Titre :  Recent advances in circulating nucleic acids in oncology 

Auteurs 

Amaelle Otandault, Philippe Anker, Zahra Al Amir Dache, Vanessa Guillaumon, Romain 

Meddeb, Brice Pastor, Ekaterina Pisareva, Cynthia Sanchez, Rita Tanos, Geoffroy Tousch, Heidi 

Schwarzenbach et Alain R. Thierry 

Cette revue a été publiée dans Annals of Oncology le 7 Fevrier 2019. 

Résumé 

L’ADNcir est l’un des domaines en oncologie, qui a connu une croissance rapide au cours de 

ces dernières années. Ses utilisations potentielles en clinique couvrent maintenant chaque 

phase de la prise en charge des patients atteints de cancer (l’information prédictive, la 

détection de la maladie minimale résiduelle, la détection précoce de la résistance et la 

surveillance du traitement, la surveillance de la récurrence ainsi que la détection précoce et 

le dépistage du cancer). Cette revue décrit les progrès récents dans l'application de l'ADN ou 

de l'ARN circulant en oncologie en s'appuyant sur des résultats et des travaux initiaux ou 

encore non-publiés présentés lors du 10ème symposium international sur les acides 

nucléiques circulants dans le plasma et le sérum (CNAPS pour Circulating Nucleic Acids in 

Plasma and Serum) qui s’est tenu à Montpellier du 20 au 22 septembre 2017. Durant ce 

congrès, les congressistes ont présenté leurs récentes observations et résultats portant 

notamment sur (i) la biologie, les structures des ADNcir et leurs implications pour une 

détection optimale ; (ii) le rôle des ADNcir dans les processus métastatiques ou 

immunologiques ; (iii) l'évaluation des panels d’ARNm pour le suivi des patients cancéreux ; 

(iv) la détection de la maladie minimale résiduelle ; (v) l'évaluation du dépistage du cancer par 

l’analyse de l’ADNcir ; et (vi) des recommandations préanalytiques pour cette analyse. Cette 

revue liste non seulement les avancées récentes dans le domaine, présentées lors du congrès, 

mais aussi des résultats récemment publiés dans la littérature. Elle propose une vue 



VI. Autres contributions 

 
198 

d’ensemble de la recherche fondamentale et de son potentiel, ainsi que de la mise en œuvre 

et des défis actuels dans l'utilisation des acides nucléiques circulants en oncologie. 

Contributions 

J’ai participé à l’organisation du 10ème symposium international sur les acides nucléiques 

circulants dans le plasma et le sérum (CNAPS) qui a eu lieu du 20 au 22 Septembre 2017 à 

Montpellier, et à la rédaction des parties de la revue portant sur les dernières études et 

travaux effectués sur l’ADN circulant dans le domaine du dépistage du cancer ainsi que la 

maladie minimale résiduelle et la récurrence. 
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C. Quantification de l’ADN circulant chez l’homme 

 

Titre :  Quantifying cell-free DNA in humans 

Auteurs  

Romain Meddeb, Zahra Al Amir Dache, Simon Thezenas, Amaëlle Otandault, Rita Tanos, Brice 

Pastor, Cynthia Sanchez, Joelle Azzi, Geoffroy Tousch, Simon Azan, Caroline Mollevi, Antoine 

Adenis, Safia El Messaoudi, Philippe Blache, et Alain R. Thierry 

Ce travail a été publié dans Scientific Reports en Mars 2019. 

Résumé 

Ce travail est la première étude exhaustive portant sur l'influence de plusieurs paramètres 

pré-analytiques et démographiques pouvant être une source de variabilité dans la 

quantification de l'ADN circulant nucléaire et mitochondrial (ADNcirN et ADNcirM). Les 

données ont été obtenues sur un total de 222 sujets, dont 104 individus sains et 118 patients 

atteints d'un cancer colorectal métastatique (mCRC). Environ 50,000 et 3,000 fois plus de 

copies du génome mitochondrial que de copies du génome nucléaire ont été détectées dans 

le plasma de sujets en bonne santé et de patients atteints de mCRC respectivement. Chez les 

individus sains, la concentration d'ADNcirN est significativement influencée par l'âge (p = 

0,009) et le sexe (p = 0,048). L'analyse multivariée avec régression logistique a montré qu’un 

âge supérieur à 47 ans est un facteur prédictif d'une concentration plus élevée d'ADNcirN (OR 

= 2,41 ; p = 0,033). La concentration de l’ADNcirM est indépendante de l'âge et du sexe chez 

les sujets en bonne santé. Chez les patients atteints de mCRC, les taux d'ADNcirN et d'ADNcirM 

étaient indépendants de l'âge, du sexe, du délai entre la prise de nourriture par rapport au 

temps du prélèvement sanguin et de l'aspect plasmatique, que ce soit en analyse univariée ou 

multivariée. Néanmoins, une étude ad-hoc suggère que la ménopause et le temps écoulé 

entre le prélèvement sanguin et son analyse auraient tendance à influencer la quantification 

de l'ADN circulaire. De plus, des différences significativement élevées ont été observées entre 

les patients atteints de mCRC et les individus sains pour l'ADNcirN (p < 0,0001), l'ADNcirM (p 

< 0,0001) et le rapport ADNcirM / ADNcirN (p < 0,0001). Finalement, les niveaux d’ADNcirN et 
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d’ADNcirM ne varient pas de la même manière dans les cas de cancers vs état physiologique 

normal, et également pour ce qui concerne les facteurs pré-analytiques et démographiques. 

Contributions 

J’ai participé à l’analyse des échantillons de plasma et à la quantification de l’ADNcir nucléaire 

et mitochondriale en particulier pour la cohorte des individus sains. J’ai également participé à 

la discussion des résultats. 
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D. Le sang contient des mitochondries libres circulantes  
 

Titre :  Blood contains circulating cell free respiratory competent mitochondria 

Auteurs 

Zahra Al Amir Dache, Amaëlle Otandault, Rita Tanos, Brice Pastor, Romain Meddeb, Cynthia 

Sanchez, Giuseppe Arena, Laurence Lasorsa, E. Andrew Bennett, Thierry Grange, Safia El 

Messaoudi, Thibault Mazard, Corinne Prevostel, et Alain R. Thierry 

Ce travail est sous press dans The Faceb Journal (Septembre 2019). 

Résumé 

Les mitochondries sont considérées comme les unités génératrices d'énergie de la cellule en 

raison de leur rôle clé dans le métabolisme énergétique et la signalisation cellulaire. 

Cependant, des composants mitochondriaux peuvent se trouver dans l'espace extracellulaire, 

sous forme de fragments ou encapsulés dans des vésicules. En outre, cet organite intact a 

récemment été signalé comme étant libéré par les plaquettes exclusivement dans des 

conditions spécifiques. Ici, nous démontrons, pour la première fois, que la préparation du sang 

avec des plaquettes non-activées, contient des mitochondries entières et fonctionnelles dans 

un état physiologique normal. De même, nous montrons que les cellules normales et les 

cellules tumorales en culture sont capables de sécréter leurs mitochondries. En utilisant la 

centrifugation en série ou la filtration suivie par des méthodes basées sur la PCR et le 

séquençage du génome entier, nous détectons de l'ADN mitochondrial extracellulaire intègre 

dans des particules de plus de 0,2 µm contenant des protéines spécifiques des membranes 

mitochondriales. Nous identifions ces particules comme étant des mitochondries 

extracellulaires intactes en utilisant l'analyse FACS, la microscopie à fluorescence et la 

microscopie électronique à transmission. L'analyse de la consommation d'O2 a révélé que ces 

mitochondries sont métaboliquement fonctionnelles. Compte tenu du fait que les 

mitochondries peuvent jouer un rôle dans le transfert intercellulaire, cette découverte 

pourrait grandement élargir la portée de la biologie de la communication intercellulaire. 

D'autres analyses doivent être élaborées pour étudier le rôle potentiel des mitochondries en 

tant qu'organite de signalisation à l'extérieur de la cellule et pour déterminer si ces unités 
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circulantes pourraient être pertinentes pour la détection précoce et le pronostic de diverses 

maladies. 

Contributions 

J’ai participé dans ce travail à la réalisation de certaines expériences, ainsi qu’à la discussion 

des résultats avec les différents auteurs du papier. 
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E. Taille et caractéristiques structurelles de l’ADN circulant 

 

Titre :  Sizing and structural features of circulating DNA 

Auteurs 

A.Bennett, Cynthia Sanchez, Rita Tanos, Thibault Mazard, Philippe Blache, E.M. Geigl, Thierry 

Grange et Alain R. Thierry 

Ce travail est sous préparation pour être soumis à Nucleic Acid Research. 

Résumé 

Nous avons étudié la distribution de la taille de l'ADNcir dans le sang en utilisant la Q-PCR et 

le séquençage du génome entier à partir de la préparation de librairies d'ADN double et simple 

brin, pour étudier leur structure dans la circulation. Le profil de taille chez les individus sains 

est remarquablement homogène parmi les plasmas testés. Nous avons confirmé que le profil 

de taille de l'ADNcir est caractéristique de la fragmentation entre les nucléosomes. Dans 

l'ensemble, les données ont montré que la proportion d'ADNcir inséré dans les mono-

nucléosomes, les di-nucléosomes ou de taille moléculaire supérieure (>1 000 pb) est de 87,5%, 

1,1% et 11,4%. Ainsi, nos données suggèrent que la proportion d'ADNcir ayant une taille 

supérieure à celle existant dans les complexes de mono-nucléosomes ou de facteurs de 

transcription circulant dans le sang est mineure, ce qui suggère que l'ADNcir qui peut être 

détecté dans le plasma est principalement associé à ces deux structures. La distribution 

générale de la taille de l'ADNcir chez les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique 

est semblable à celle des individus sains, cependant nos données ont révélé des différences 

subtiles mais fiables dans la fourchette de 30 à 220 pb, et au-delà de 1 000 pb. En plus de ces 

différences dans le profil de taille, nous avons observé dans l'ADNcir provenant d’un sujet 

atteint de cancer, contrairement à l'ADNcir d’un sujet sain, que la fragmentation variait 

également avec la fréquence des allèles mutés. 

Contributions 

Dans ce travail, j’ai réalisé certaines exprériences, et j’ai également discuté les résultats du 

papier avec les différents auteurs. 
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RESUME 

Après sa découverte en 1948, l'ADN circulant (ADNcir) a été étudié dans divers domaines. Il est devenu un 
biomarqueur émergent, en particulier en oncologie, un domaine dans lequel plusieurs travaux ont récemment 
cherché à étudier son intérêt dans le dépistage et la détection précoce du cancer. La première partie de ma thèse 
a été consacrée à l’étude des caractéristiques quantitatives et structurelles de l’ADNcir, en prenant en compte 
son origine (ADNcir nucléaire et mitochondrial) et sa structure (fragmentation et profil de taille), pour le 
dépistage et la détection précoce du cancer. Deux paramètres, le Ref A 67 (concentration totale d’ADNcir 
nucléaire) et le MNR (Rapport entre la concentration de l’ADNcir mitochondrial et nucléaire), ont été quantifiés 
par q-PCR dans un modèle murin puis validés dans les milieux des cellules en culture pour évaluer leur potentiel 
à discriminer un état sain d’un état cancéreux. Ces deux paramètres ont été quantifiés chez l’Homme, en prenant 
en compte d'autres paramètres quantitatifs et structurels de l'ADNcir, après réajustement en fonction de l’âge, 
dans le plasma de 289 individus sains, 99 individus à risque de cancer colorectal (CCR) et 983 patients atteints de 
CCR (n = 791), de cancer du sein (n = 169) et d'autres cancers (hépatocellulaire, pancréatique, ovarien et 
lymphome) (n = 23). Par une approche d’apprentissage automatique, nous avons combiné ces différents 
paramètres dans un modèle de prédiction en utilisant des arbres de décision pour la classification des patients 
sains et cancéreux. Nous avons obtenu des résultats très encourageants, en particulier pour les cancers de stades 
précoces. Cette méthode semble prometteuse pour une détection précoce et non invasive du cancer. L'ajout 
d'autres biomarqueurs, comme le profil de taille ou le profil de méthylation de l'ADNcir, pourrait encore en 
augmenter le potentiel. La deuxième partie de ma thèse a été consacrée à l’étude de la relation entre la quantité 
d’ADN extracellulaire d’origine nucléaire et mitochondriale dans le milieu de culture d’embryons, et la qualité de 
ces embryons lors d’une fécondation in vitro (FIV).  En effet, il a été montré qu’un embryon libère de l’ADN 
extracellulaire dans le milieu de culture lors d’une FIV, et que cet ADN pourrait être un biomarqueur prédictif de 
la qualité de l’embryon et servir comme test génétique préimplantatoire (PGT) non invasif. Nous avons détecté 
le gène SRY dans le milieu de culture afin de déterminer le sexe de l’embryon, ce qui constitue une information 
importante dans les cas des maladies génétiques liées au sexe. Nous avons également entrepris de détecter la 
présence de la mutation Delta F508 du gène CFTR responsable de la mucoviscidose par analyse de l’ADN 
extracellulaire issu d’embryons à risque, afin d’évaluer son potentiel en tant que PGT non invasif.  

 

ABSTRACT 

After its discovery in 1948, circulating DNA (cirDNA) was studied in various fields. It has become an emerging 
biomarker, particularly in oncology, and several studies have recently sought to investigate its interest in cancer 
screening and early detection. The first part of my thesis was devoted to the study of the quantitative and 
structural characteristics of cirDNA, taking into account its origin (nuclear and mitochondrial cirDNA) and its 
structure (fragmentation and size profile), for the screening and early detection of cancer. Two cirDNA 
parameters, the Ref A 67 (total nuclear cirDNA concentration) and the MNR (Mitochondrial to Nuclear Ratio), 
were quantified by q-PCR in a mouse model and further validated in cell culture media to assess their potential 
to discriminate between a healthy and a cancerous state. These two variables were evaluated by taking into 
account other quantitative and structural parameters of cirDNA, after age adjustment, in the plasma of 289 
healthy individuals, 99 individuals at risk of colorectal cancer (CRC) and 983 patients with CRC (n = 791), breast 
cancer (n = 169) and other cancers (hepatocellular, pancreatic, ovarian and lymphoma) (n = 23). Through a 
machine learning approach, we combined these different parameters into a prediction model using decision 
trees for the classification of healthy and cancer patients. We have obtained very encouraging results, especially 
for early-stage cancers. This method seems promising for early and non-invasive cancer detection. The addition 
of other biomarkers such as the size profile of the cirDNA or the detection of methylation markers could further 
increase its potential. The second part of my thesis was devoted to the study of the relationship between the 
quantity of extracellular DNA of nuclear and mitochondrial origin in the embryo culture medium, and the quality 
of these embryos during in vitro fertilization (IVF). It has been shown that an embryo releases extracellular DNA 
into the culture medium during IVF, and that this DNA could be a predictive biomarker of embryo quality and 
thus be used as a non-invasive preimplantation genetic test (PGT). We detected, as well, the SRY gene in the 
culture medium to determine the sex of the embryo, which is an important information in the case of gender-
related genetic disorders. We also tried to detect the presence of the Delta F508 mutation of the CFTR gene 
responsible for cystic fibrosis, by analyzing extracellular DNA from high-risk embryos to assess its potential as a 
non-invasive PGT. 


