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Résumé : Les cancers pédiatriques représentent un 

défi thérapeutique, et une compréhension des 

mécanismes d’échappement aux traitements est 

nécessaire pour pouvoir développer de nouvelles 

approches thérapeutiques.  

L'ADN circulant peut être libéré par une tumeur 

dans les fluides corporels et permet de détecter et 

suivre des altérations génétiques tumorales par des 

prélèvements successifs peu invasifs tels qu'une 

prise de sang. 

Dans ce travail, une technique de séquençage de 

type « whole exome » (séquençage de l’ensemble 

des exons) de l’ADN circulant a été mis au point 

pour permettre l’étude des altérations génétiques 

tumorales dans le plasma chez des enfants atteints 

de cancer.  

Ces analyses soulignent la grande hétérogénéité 

génétique spatiale et temporelle des cancers 

pédiatriques. De plus, un rôle important de 

l’évolution clonale dans la progression de la 

maladie a ainsi pu être mis en évidence. 

Des approches utilisant les caractéristiques 

particuliers de l'ADN circulant ont également 

permis d’inférer le profil d’expression, basées sur 

l’empreinte des sites de début de transcription,  

ou le profil épigénétique de la tumeur. En plus 

d'une aide à une classification des tumeurs, ces 

particularités pourront aider à l'observation d'un 

changement d'identité cellulaire sous traitement. 

L'ADN circulant est donc un formidable outil pour 

mieux comprendre l'échappement aux traitements 

d'une tumeur par son hétérogénéité spatiale et 

temporelle et sa plasticité. 
 

 

Title : Use of circulating DNA for the study of tumor heterogeneity and clonal evolution in pediatric oncology 
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Abstract : Pediatric cancers represent a therapeutic 

challenge, and an understanding of the mechanisms 

of escape from treatment is necessary in order to be 

able to develop new therapeutic approaches. 

Circulating DNA can be released by a tumor in 

bodily fluids and enable to detect and follow 

genetic alterations in tumors by successive 

minimally invasive samples such as a blood test. 

In this work, a “whole exome” sequencing technique 

for circulating DNA was developed to allow the 

study of genetic tumor alterations in plasma in 

children with cancer. These analyzes highlight the 

frequent spatial and temporal genetic heterogeneity 

of pediatric cancers. In addition, an important role 

of clonal evolution in the progression of the disease 

was thus highlighted. 

Approaches using the particular characteristics of 

circulating DNA have also made it possible to infer 

the expression profile, based on the imprint of the 

transcription start sites, or the epigenetic profile of 

the tumor. In addition to an aid in the 

classification of tumors, these features may help 

to observe a change in cellular identity under 

treatment. 

Circulating DNA is therefore an important tool for 

better understanding mechanisms of  escape from 

treatment of a tumor based on spatial and 

temporal heterogeneity and cellular plasticity. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I've seen things you people wouldn't believe... 

Attack ships on fire off the shoulder of Orion... 

I watched C-beams glitter in the dark near the Tannhäuser Gate... 

All those moments will be lost in time, like... 

tears in rain 

 

Roy Batty, 2019  
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1 Introduction : 

1.1 Les tumeurs pédiatriques : 

Chaque année, environ 1750 cas de cancer pédiatrique sont diagnostiqués en France. 

Les cancers de l'enfant demeurent rares puisqu'ils ne représentent que 1 à 2% de l'ensemble 

des cancers. Les cancers pédiatriques les plus fréquentes sont les leucémies mais 65% des 

cancers sont des tumeurs solides telles que les tumeurs cérébrales ou le neuroblastome (Figure 

1.1). 

Figure 1.1 : Répartition des tumeurs pédiatriques en France (source : Collège National des Pédiatres 

Universitaires (CNPU)). 

 

Les types histologiques de ces tumeurs sont très différents de ceux des cancers de 

l'adulte et ces tumeurs ne sont généralement présentes que chez l'enfant. La plupart des 

tumeurs solides sont dites embryonnaires et vont toucher des organes en développement. Ces 

tumeurs vont ainsi avoir une croissance souvent très rapide sans que ce facteur soit forcément 

Leucémies aiguës; 30%

Tumeurs cérébrales; 
20%

Lymphomes; 10%

Neuroblastomes; 9%

Néphroblastomes; 8%

Tumeurs des tissus 
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Tumeurs germinales 
malignes; 4%

Rétinoblastomes; 3%

Tumeurs du foie; 2%
Autres; 2%
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lié à la gravité de la maladie. Pour certains types de tumeurs, notamment chez les nourrissons, 

des régressions spontanées sont observées
1
. La plupart des tumeurs solides ont pour origine 

des tissus embryonnaires et se développent dans une fenêtre de temps particulière, y compris 

pendant le développement embryonnaire.  

 

En l'espace de quelques décennies, grâce aux traitements multimodaux (traitement local 

par chirurgie ou radiothérapie, chimiothérapie, chimiothérapie haute dose, et plus récemment 

les traitements ciblés et immunothérapies), la survie globale à 5 ans des enfants atteints de ces 

tumeurs est passée à plus de 80 %². Mais d’un côté, certaines tumeurs ne répondent pas aux 

traitements proposés, et parfois des rechutes très agressives peuvent être observées. D’autre 

part, certains traitements restent très lourds peuvent être associés à des séquelles à moyen ou à 

long terme. 

 

Les approches de caractérisation moléculaire ont donc eu pour objectif soit d’identifier 

des biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et prédictifs afin d’améliorer la classification 

de ces tumeurs, soit d’identifier des cibles thérapeutiques moléculaires. En règle générale, les 

tumeurs pédiatriques sont généralement peu mutées (entre 0,17 à 0,79 mutations somatiques 

par MégaBase (MB) contre 1 à 10 par MB pour les tumeurs de l'adulte)
3
 impliquant moins de 

la moitié des oncogènes récurrents dans les cancers de l'adulte tels que NRAS, KRAS ou TP53
4
 

(Figure 1.2). Peu de signatures mutationnelles, c'est-à-dire de combinaisons de mutations 

résultant d'une mutagénèse spécifique telles que la réparation de l'ADN ou l'exposition aux 

UV, ont été observées en dehors de celles lié à l'âge mais aussi à la recombinaison homologue 

pour les ostéosarcomes
3,5

. Dans la plupart des cancers pédiatriques, une augmentation 

significative du nombre d'altérations est observée en cas de rechute avec parfois des 

enrichissements tels que la voie RAS-MAPK dans le neuroblastome
6,7

.  
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Figure 1.2 : Charges mutationnelles par type de tumeurs (Figure en accès libre). 

Les tumeurs pédiatriques ont des fréquences de mutations somatiques très faibles comparées aux tumeurs de 

l'adulte: Tumeur rhabdoïde (0 à 37 mutations par cas), sarcome d'Ewing (2 à 40 mutations), médulloblastome (6 

à 26 mutations) et neuroblastome (0 à 222 mutations)
8
. 

 

1.1.1 Neuroblastome : 

Le neuroblastome est la tumeur solide extracraniale la plus fréquente de l’enfant et 

touche environ 120 – 150 enfants par an en France. Le neuroblastome est une tumeur qui 

apparaît lors du développement du système nerveux sympathique et qui est issue de la crête 

neurale
9
. La tumeur se développe majoritairement dans la glande surrénale et/ou dans les 

ganglions sympathiques
9
. 

L'origine du neuroblastome n'est pas connue mais serait due à la différenciation des 

progéniteurs sympathoadrénaux en cellules de ganglion sympathique et en cellules 

chromaffines
10

 (Figure 1.3). 
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Figure 1.3 : Origine du neuroblastome

10
 

Sous l'influence de MYCN et des protéines morphogénétiques de la moelle (BMP), les progéniteurs des 

neuroblastes vont migrer de la crête neurale au tube neural. Un premier événement touchant MYCN ou dû à des 

mutations constitutionnelles de ALK ou de PHOX2B empêcherait la différenciation des neurones sympathiques. 

Ces cellules embryonnaires resteraient persistantes après la naissance. Un autre évènement pour le moment 

inconnu amènerait à la malignité de ces cellules et au développement de neuroblastomes. 

 

Le neuroblastome est une tumeur extrêmement hétérogène d'un point de vue clinique et 

génétique.  

Les tumeurs neuroblastiques périphériques présentent différents degrés de 

différenciations, distinguant ainsi le ganglioneurome, (les cellules tumorales présentent une 

différentiation terminale), le ganglioneuroblastome (certaines cellules tumorales présentent la 

différenciation neuronale, d’autres correspondent aux cellules ganglionnaires), et le 

neuroblastome (principalement des petites cellules tumorales immatures, rondes). La prise en 

compte de la composante des cellules Schwanniennes stromales permettra de classer les 
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tumeurs neuroblastiques en quatre catégories : neuroblastome (stroma pauvre), 

ganglioneuroblastome mélangé (stroma riche), ganglioneuroblastome nodulaire et 

ganglioneurome (stroma dominant)
11

. 

Les symptômes cliniques du neuroblastome sont directement liés à la localisation de la 

tumeur primaire et des sites métastatiques. Une maladie métastatique est détectée dans 

environ 50% des patients au moment du diagnostic, avec le plus souvent une atteinte des 

ganglions lymphatiques régionaux, une atteinte médullaire ou osseuse, alors qu’une atteinte 

hépatique ou cutanée peut être observée en particulier chez les nourrissons. 

 

Les stades localisés de la maladie (stade 1, 2 ou 3 de l’ancienne classification INSS, 

stades L1 et L2 de la nouvelle classification INRG) et les stades 4s (Ms pour la classification 

INRG) auront de meilleures chances de guérison avec une survie à 5 ans généralement au-

dessus de 80%
12,13

. En revanche, les stades plus avancés et métastatiques (INSS stade 4, 

INRG Stade M) auront des pronostics plus sombres avec une survie globale à 5 ans à 40-50% 

pour les stades M de haut risque. Mais la classification en tumeurs de haut risque ne sera pas 

seulement dépendante du stade mais de l'âge du patient (les enfants de moins de 18 mois 

ayant un meilleur pronostic que les enfants âgés de plus de 18 mois au diagnostic) et de 

certaines altérations génétiques telles que l'amplification du gène MYCN et de l'âge du patient. 

Certains stades métastatiques très avancés touchant des enfants très jeunes (< 1 an) appelés 4s 

peuvent également être amenés à régresser spontanément. 

 

Les traitements des patients atteints de neuroblastomes peuvent ainsi aller d'un simple 

suivi observatoire à des traitements plus lourds couplant chimiothérapie, chimiothérapie 

haute-dose, chirurgie, radiothérapie, immunothérapie et chimiothérapie de maintenance
14

. 
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1.1.1.1 Les altérations génétiques du neuroblastome 

Le neuroblastome possède peu d'altérations génétiques récurrentes
6,15–17

. Dans 20% des 

cas, une amplification du gène MYCN est observée. La présence d’une amplification de 

MYCN est associée à un pronostic sombre, ainsi la détermination du statut d’amplification de 

MYCN fait partie du bilan diagnostic de routine 
18–20

. 

Le gène MYCN code un facteur de transcription impliqué dans de nombreux rôles en 

régulant certains gènes de la prolifération tels que CDK4 ou CHK1, de la migration (ou 

métastase) en activant ou désactivant des gènes tels que les intégrines mais également dans la 

différenciation, la pluri-potence ou l'angiogenese
21

. 

Le gène MYCN a également un rôle important dans l'apoptose et son amplification 

amène à une surexpression de la voie MDM2-TP53, médiateur de l'apoptose
22,23

. Les cellules 

MYCN amplifiées sont ainsi très proliférantes mais également très apoptotiques. 

L'amplification du gène MYCN semble aussi influer l'épigénétique de la cellule avec un 

rôle important dans la maintenance de la chromatine active
24

. MYCN interagit avec EZH2, 

impliqué dans la triméthylation de l'histone 3 K27 mais le facteur de transcription est aussi 

associé à une augmentation de l'expression d'histones acétylases
25,26

. Des interactions avec 

TETs ou DNMT3A impliqués dans la méthylation de l'ADN ont aussi été observées laissant 

penser que MYCN pourrait ainsi augmenter la répression de certains gènes suppresseurs de 

tumeurs en augmentant la méthylation de l'ADN ou la désacétylation des histones
27,28

.  

 

Le neuroblastome est également une tumeur très remaniée au niveau chromosomique et 

le pronostic peut être très différent en fonction du type d'altération. En effet, les tumeurs dont 

le profil chromosomique est dit "numérique", c'est-à-dire avec des pertes ou des gains de 

chromosomes entiers, sont plutôt de bon pronostic. Pour les tumeurs dont le profil est dit 

"segmentaire", c'est-à-dire avec des pertes ou des gains partiels de chromosomes, celles-ci 
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sont de pronostic sombre
29,30

. Le gain du 17q et les pertes du 1p et 11q sont le plus souvent 

observés et sont liés dans la majorité des cas à une amplification du gène MYCN
31,32

. D'autres 

altérations sont également observées telles que le gain du 1q et 2p, la perte 3p, 4p et 14q, 

cependant un pronostic pauvre ne semble pas être associé à la présence de ces altérations. 

Lors de la rechute, des pertes du 1p et 6q sont fréquentes
6,16

. 

Le pronostic sombre associé à ces gains et notamment à ces pertes partielles de 

chromosome pourrait être dû au fait de la présence de gènes suppresseurs de tumeurs tels que 

CHD5, CAMTA1, KIF1B, CASZ1 et miR-34a présents notamment sur le 1p
33

. 

 

Dans 6 à 12% des cas de neuroblastomes, le gène ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) 

est muté 
34–36

. Ce gène code un récepteur tyrosine kinase et est un membre de la famille des 

récepteurs à l'insuline
37

. Sa dimérisation et son autotransphosphorylation jouent un rôle 

important dans les voies RAS/MAPK, PI3K/AKT  et JAK/STAT
38–40

. 

Les mutations, dans son domaine kinase (F1174, F1245 et R1275) représentent 85% des 

mutations somatiques trouvées dans le neuroblastome et vont empêcher l'auto-inhibition de 

ALK
34,41

. En plus d'une dérégulation des voies précédemment citées, l'activation de ALK dans 

le neuroblastome aurait aussi un rôle dans la stimulation de la transcription du gène MYCN 

mais également dans la voix RET conduisant à une prolifération cellulaire importante lorsque 

ces deux altérations sont observées
42–45

. Une activation de ALK amène ainsi à la 

phosphorisation des protéines SHC et à la dérégulation de l'apoptose
46,47

. 

Dans 2% des cas, le gène ALK peut également être amplifié. L'amplification du gène 

ALK est souvent associé à une amplification du gène MYCN
48–50

. Cependant le lien entre ces 

deux amplifications n'a pas été défini. 

Ces altérations de ALK peuvent également être présentes à un niveau sous clonal au 

moment d'un diagnostic et émerger au moment de la rechute laissant penser que des sous-
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clones portant une mutation de ALK seraient plus résistants aux traitements et conduiraient à 

une rechute plus sévère
36,51

. 

 

D'autres altérations génétiques récurrentes sont observées dans le neuroblastome telles 

des pertes de fonction d'ATRX ou des réarrangements de TERT peuvent être observés, le plus 

souvent en l'absence d'amplification de MYCN
15,52–56

. Bien qu'intervenant dans le remodelage 

de la chromatine, les modifications de ATRX tout comme celle de TERT, responsable du 

maintien de longueurs des télomères, conduisent à des longueurs alternatives des télomères 

(ALT)
57

. Les cellules ainsi touchées ne rentreront pas en sénescence et continueront à se 

diviser rapidement
58,59

. 

 

D'autres gènes impliqués dans le remodelage de la chromatine et membres du 

complexes SWI/SNF ont été détecté comme étant mutés dans le neuroblastome notamment 

les gènes ARID1A et ARID1B
60,61

. Cependant même si ces mutations semblent avoir un 

impact sur la fonction de la protéine, leurs effets sur la structure de la chromatine n'ont pas été 

définis. Il en est de même pour le gène SMARCA4, plutôt impliqué dans le développement des 

tumeurs rhadoïdes, pour lequel des mutations ont été détectés mais leurs implications dans le 

neuroblastome restent inconnues
60,62

. 

 

Le neuroblastome est une tumeur très hétérogène et les patients atteints de tumeurs de 

haut risque ont tendance à rechuter avec l'apparition de nouvelles et nombreuses altérations au 

niveau de la rechute (Figure 1.4)
6,30,51,63

. Ces altérations observées à la rechute sont très 

souvent des mutations dans la voie RAS-MAPK touchant des gènes tels que ALK, PTPN11, 

NF1, BRAF, HRAS, NRAS et KRAS mais aussi des délétions de gènes telles que CDKN2A. 
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Figure 1.4 : Augmentation des altérations entre diagnostic et rechute pour le neuroblastome. 

Nombre de mutations non synonymes (A.) et variants structuraux (B.) détectés par WGS (Whole Genome 

Sequencing) de 23 tumeurs primaires et leurs rechutes. En gris, les altérations partagées par la tumeur primaire et 

la rechute, en vert les altérations seulement présentes dans la tumeur primaire et en rouge la tumeur rechute
6
. 

 

Emergence de mutation ALK F1174L entre diagnostic et rechute (C.). Pour le patient NBG17, la mutation a 

seulement été détectée à la rechute par Séquençage Sanger mais était présente à un niveau sous clonal au 

diagnostic et détecté par un séquençage à très grande profondeur par NGS Ion torrent PGM. Pour le patient, 

NB0308 une nouvelle mutation ALK est détecté à la rechute et totalement absente dans la tumeur primaire
51

. 

 

Comparaison de CGH array réalisées sur trois paires de tumeurs au diagnostic et à la rechute (D.). Les nouvelles 

altérations apparaissant à la rechute sont indiquées par les flèches noires (4p et 7q pour le premier cas, 2p, 5q, 

6p, 9q, 11q et 14q pour le second et 9q, 14q et 17q pour le troisième)
30

. 

 

 

 

Ces récentes caractérisations dans le neuroblastome ont amené à une nouvelle 

proposition de classement des neuroblastomes de haut risque
64–66

. En plus de l'âge, stade et 

des altérations en nombre de copie ; la taille des télomères ou de l'activité de la télomérase 

ainsi que la présence de mutations dans les voies RAS/p53 sont pris en compte. Les 

neuroblastomes sont ainsi classés en haut risque et très haut risque. 



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 10 - 

Figure 1.5. Nouvelle classification des neuroblastomes de haut-risque (Figure en accès libre)
65

. 

Courbe de survie sans événement et maladie spécifique en présence ou absence de mutations dans les voies 

RAS/p53 et l'activité de maintenance de télomères (A.). Régression de Cox multivariable considérant l'âge, la 

maintenance des télomères, le stade, le statut du chromosome 1p et les mutations dans les voies RAS/p53 (B.). 

Schéma de la nouvelle classification clinique de sous-groupe de neuroblastome (C.).  

 

 

La prédisposition héréditaire reste très rare avec seulement 1% des cas de 

neuroblastome possédant des mutations touchant ALK ou PHOX2B 
34,41,67–69

.  

La caractérisation du neuroblastome reste incomplète. D'autres mécanismes pourraient 

expliquer son agressivité .Les nouvelles techniques de séquençage ont mis en lumière dans les 

tumeurs de haut risque une modification d'expression d'ADN longs non codants conduisant à 

une sur- ou sous-expression de gènes impliqués dans le développement du neuroblastome tels 

que MYCN, ALK ou PHOX2B
70

.  
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L'analyse ChIP-Seq de MYCN a démontré que la dérégulation des transcriptions du 

gène MYCN suite à son amplification ne serait possible sans la présence du facteur de 

transcription TWIST1
71

.  

Le séquençage long-read possible avec les technologies PacBio et Nanopore a pu 

décrire une structure circulaire extrachromosomique de l'amplification de MYCN déstabilisant 

et remodelant l'intégrité du génome
72

. 

 

Les altérations génétiques du neuroblastome sont des informations importantes pour sa 

classification permettant d'établir un pronostic. En fonction de cette classification, un 

traitement adapté peut être proposé au patient. Cependant ces altérations génétiques peuvent 

évoluer au fil du temps rendant l'évolution de la maladie parfois imprévisible. 

A l'instar du neuroblastome, la caractérisation des altérations génétiques est aussi une 

grande importance dans les cancers pédiatriques. 

 

1.1.2 Caractérisation moléculaire dans d’autres cancers pédiatriques 

1.1.2.1 Médulloblastome : 

Le médulloblastome est un cancer embryonnaire du cervelet et des structures 

adjacentes. Ce sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes chez les enfants et ils sont 

classés par groupes moléculaires distincts : le groupe WNT, le groupe Sonic Hedgedog (SHH) 

où leurs noms sont due à des modifications dans des voies bien définies et les groupes 3 et 4 

où les causes de la maladie sont plus pléiotropiques et dont les gènes et les voies modifiés ne 

sont pas clairement identifiés (Figure 1.6)
10

. 
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Les tumeurs du groupe WNT touchent principalement des enfants et des jeunes adultes 

(à partir de 4 ans avec une moyenne d'âge de 11 ans)
73

. Le pronostic de ce groupe est très 

favorable avec un taux de survie à 5 ans de 95% avec peu de risque de métastases. Son 

histologie est dite classique caractérisée par des paquets denses de petites cellules rondes ou 

ovales avec un ratio noyau:cytoplasme très élevé. Le gène CTNNB1 est muté somatiquement 

dans 85% des cas et une mutation constitutionnelle du gène APC est aussi observée de 

manière exclusive
74,75

. Une perte du chromosome 6 est aussi caractéristique du groupe WNT 

et des mutations dans le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF sont également 

présentes dans 33% des cas. 

 

Le groupe SHH possède une distribution d'âge assez particulière puisqu'il va toucher 

majoritairement des enfants de moins de 3 ans et de jeunes adultes de plus de 17 ans et plutôt 

de sexe masculin. Le taux de survie est bon avec un risque modéré de métastases Son 

histologie peut être classique ou desmoplastique caractérisée par des îlots de cellules de 

différenciation neurocytique. Les gènes de la voie Sonic Hedgedog sont majoritairement 

touchés avec des mutations ou insertions/délétions dans PTCH1, des mutations de SUFU ou 

SMO. Des amplifications de GLI2 et des mutations dans le promoteur TERT sont également 

observées
76–78

. Des altérations en nombre de copie telles que la perte du 9q, 10q, 14q, 17q et 

des gains du chromosomes 2 et 9p sont fréquentes. 
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Figure 1.6 : Classification des médullobastomes (Figure en accès libre)

73
. 

 

Les groupes 3 et 4 sont plus difficilement caractérisables et touchent rarement de jeunes 

adultes. La classification des tumeurs dans ces groupes est plutôt due à leur non-classification 

dans les deux précédents groupes. Malheureusement les médulloblastomes de groupe 3 et 4 

sont associés à un pronostic plutôt défavorable et un risque élevé de présenter des métastases. 
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Le groupe 3 serait donc caractérisé plutôt par une amplification de MYC, une expression GFI1 

ou GFI1B ou des mutations dans SMARCA4. Le groupe 4 serait surtout décrit par une 

activation et une forte expression de PRMD6 et des mutations KDM6A, ZMYM3 ou KMT2C
79

. 

La caractérisation de ces deux derniers groupes reste sujette à débat mais l'utilisation de 

puces à méthylation semble plus robuste que les techniques utilisées jusqu'à ce jour pour la 

classification des médulloblastomes. Ces méthodes sont de plus en plus utilisées pour orienter 

le diagnostic
80–82

. 

 

1.1.2.2 Rhabdomyosarcome 

Le rhabdomyosarcome (RMS) est le sarcome des tissus mous d'origine 

mésenchymateuse le plus fréquent chez les enfants
83

. Cette tumeur peut être très agressive et 

nécessite des traitements lourds
84

. Les rhabdomyosarcomes sont décrits par deux types : 

-  les rhabdomyosarcomes alvéolaires (aRMS) sont constitués de petites cellules rondes 

et denses rappelant des alvéoles de poumon. Le type alvéolaire touche plutôt des 

adolescents et est très agressif. Ces tumeurs sont définies majoritairement par des fusions 

entre les gènes PAX3 ou PAX7 et FOXO1
85,86

. Des autres fusions avec le gène PAX et des 

amplifications du gène MYCN et CDK4 ont été observées mais aucune mutation récurrente 

n'a été identifiée dans ce type de RMS
87

. 

- Les rhabdomyosarcomes embryonnaires (eRMS) sont constitués de cellules 

ressemblant à des squelettes immatures de myoblastes Le type embryonnaire touche de 

jeunes enfants avec un pronostic plus favorable (en dehors de forme métastatique)
88

. Le 

profil génétique de ces tumeurs est plus hétérogène avec des pertes d'hétérozygotie au 

niveau du 11p15.5, des amplifications du gène MDM2 et des mutations dans les gènes 

TP53, NF1, PIK3CA, CTNNB1, DICER1, FGFR4 ou dans les voies RAS
89–95

. La plupart 
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de ces mutations semblent exclusives entre elles et ne vont toucher chacune que 5% des 

cas de eRMS
87

. 

 

1.1.2.3 Tumeur d'Ewing 

Les tumeurs d'Ewing sont les secondes tumeurs osseuses après l'ostéosarcome chez les 

enfants et adolescents et ces tumeurs peuvent également envahir les tissus mous
96

. Ce sont des 

cancers très agressifs avec un fort taux de guérison pour les formes localisées (70 à 80% de 

guérison) et très faible pour les formes métastatiques (30% de guérison). L'origine de ces 

tumeurs reste une énigme, celles-ci ayant des profils de méthylation très atypiques et 

hétérogènes mais elles pourraient provenir de cellule mésenchymateuse dérivée de la moelle 

osseusse
97,98

. 

Le sarcome d'Ewing est caractérisé par une translocation chromosomique récurrente le 

plus souvent entre les gènes de la famille FET tels que EWSR1 et ceux de ETS tels que 

FLI1
99,100

. Dans 85% des cas, la fusion se fait entre EWSR1–FLI1 mais une fusion peut aussi 

être observée entre EWSR1–ERG (10%) et dans de rares cas entre d'autres gènes de la famille 

ETS voire FET (<1%)
101–104

. 

En dehors de la fusion et d'altérations en nombre de copie telles que les gains du 8, 1q, 

12 et des pertes du 16q et 19q, très peu d'aberrations notamment de mutations sont 

observées
105,106

. 

Des mutations de STAG2, TP53 et des délétions de CDKN2A (semblant être exclusives 

à ces deux mutations) ont été observés entre 17 à 7% des cas
107,108

. 
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1.1.2.4 Tumeur de Wilms 

Les tumeurs de Wilms sont les tumeurs rénales les plus fréquentes chez les enfants 

(90%). Ces tumeurs proviendraient d'un développement rénal aberrant du notamment à des 

mutations dans des gènes impliqués dans la néphrogènese fœtale
109

. Des cellules souches 

embryonnaires avec une hyperméthylation de H19 peuvent éventuellement être responsables 

de l'expansion de la tumeur
110

. 

Environ une quarantaine de gènes mutés seraient impliqués dans la génétique de 

tumeurs de Wilms tels que TP53, WT1, CTNNB1, MYCN ou DROSHA
111–113

. Des altérations 

en nombre de copie sont également observées telles que le gain du gène MYCN, des pertes du 

1p, 4q, 11q, 14q et 16q
114–116

. De nombreuses altérations constitutionnelles sont aussi 

responsables du développement de ces tumeurs telles que les délétions ou les mutations dans 

le gène WT1 ou DICER1
117–119

. 
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1.2 Rôle de la génétique dans l'échappement aux traitements 

Dans la plupart des cancers pédiatriques, les traitements de première ligne permettent 

d’obtenir des réponses aux traitements, au niveau de la tumeur primaire ainsi qu’au niveau des 

métastases, le cas échéant. Mais des progressions ou des rechutes peuvent survenir 

notamment dans les formes de haut risque. Dans ces situations, des techniques de séquençage 

haut débit ont pour objectif une caractérisation moléculaire complète pour établir un profil 

moléculaire à la rechute. Ce type d'analyse permet de proposer aux patients de plus en plus 

des traitements ciblés dans le cadre d’essai ou de phases précoces
120–123

. 

La comparaison des profils moléculaires entre le diagnostic et la rechute souligne 

l’importance de l'évolution clonale dans la résistance et l'échappement aux traitements mais 

également la plasticité cellulaire avec des modifications épigénétiques de cellules. 

 

1.2.1 Hétérogénéité et évolution clonale 

Le cancer a pour origine une cellule somatique qui a accumulé des altérations 

génétiques (mutations, modifications épigénétiques, altérations et remaniements 

chromosomiques). Ces mutations modifient le phénotype des cellules leur permettant 

d'échapper à la régulation homéostatique et de maintenir un nombre de cellules défini. 

Au point de vue biologique, cette transformation d'une cellule normale en une cellule 

maligne est très proche du concept d'évolution par Darwin
124–126

. L'évolution se poursuit au 

long de la croissance, de la progression, de la résistance au traitement et de la rechute du 

cancer entrainée par l'adaptation des cellules cancéreuses. L'hétérogénéité tumorale qu'elle 

soit spatiale ou temporale est une conséquence inévitable du processus évolutif. 
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Grâce aux avancées de la génomique, il est possible de mieux caractériser les tumeurs et 

de permettre des mesures quantitatives de l'évolution des sous-populations cellulaires, ou 

clones, dans le temps et l'espace
127–129

. 

 

1.2.1.1 Mise en évidence de l'évolution clonale 

En 1953, de précédentes études estimaient que le cancer était dû à une seule mutation, 

cette mutation serait dû en majeur partie à l'âge et donc au nombre de divisions qu'ont subies 

les cellules ou une exposition prolongée à un composé mutagène. Cette hypothèse signifierait 

que les individus seraient "égaux" face au cancer et, de ce fait, une augmentation linéaire nette 

du nombre de cas aurait dû être observée selon l'âge des patients. Cette hypothèse ne 

permettait pas d'expliquer les cancers pédiatriques, notamment par leurs âges et représentés 

par des tumeurs très agressives au développement rapide. Ce développement rapide étant dû à 

une division dérégulée des cellules, de nombreuses mutations spontanées devaient donc être 

possible suite au cycle cellulaire accéléré. Il fut donc proposé que le cancer était dû à 

plusieurs mutations pouvant s'acquérir dans le temps
130

. 

Ainsi, une étude du rétinoblastome suggéra que les types bilatéraux (touchant les deux 

yeux) non héréditaires étaient dus à différentes mutations par tumeurs (certains cas ayant plus 

de 2 tumeurs). Un cas de régression spontanée fut également observé sans signe clinique 

distinctif. Les mutations présentes dans ce cancer seraient donc différentes d'un individu à un 

autre mais également au sein d'un individu atteint de plusieurs tumeurs
131

. Les avancés de la 

biologie moléculaire et des analyses généalogiques ont par la suite démontré la prédisposition 

pour ce type de tumeur mais cette étude a mis en mal l'homogénéité du cancer
132

. 

 

Mais ce n'est qu'en 1976 grâce une étude sur les leucémies que fut proposé le terme 

"évolution clonale" (Figure 1.7). Une cellule deviendrait néoplasique suite à une exposition 
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d'un carcinogène (radiation, produit chimique, virus) ou une altération génétique spontanée. 

Ces cellules pourraient devenir plus instables suite à une nouvelle exposition ou à l'apparition 

de nouvelle mutation mais également en fonction de la nutrition des cellules ou de la thérapie. 

Sous l'influence de ces facteurs ainsi que du statut immunitaire d'un patient ou de la présence 

d'une infection, des sous-clones pourraient ainsi émerger. 

Le modèle d'évolution clonale propose qu'une cellule subisse un changement génétique 

induit ou spontané subissant ainsi une "prolifération néoplasique". Par la suite, des altérations 

génétiques aléatoires au sein de ces cellules néoplasiques créent des cellules avec de nouvelles 

mutations ainsi que des phénotypes variables et ces cellules vont subir une pression de 

sélection. La plupart de ces altérations génétiques étant néfastes, une partie de ces cellules 

seront éliminées soit par compétition pour les ressources, soit détruites par le système 

immunitaire de l'hôte agissant comme des prédateurs décrits dans la sélection naturelle des 

espèces
124

. Parfois, ces changements génétiques offrent un avantage sélectif à la cellule 

tumorale conduisant à l'émergence une sous-population dominante. 

Ces cycles de diversification et sélection entrainent la progression tumorale vers des 

niveaux de malignité plus élevée
133

. 

 

 
Figure 1.7 : Modèle d'évolution clonal dans la néoplasie (Figure en accès libre)

133
. 
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Observée initialement dans les leucémies, l'évolution clonale a été ensuite décrite dans de 

nombreux autres types de tumeurs et confirmée grâce aux progrès de la génétique et de la 

biologie moléculaire tels que les puces à ADN ou le séquençage haut débit.  

 

1.2.1.2 Évolution clonale dans les cancers 

Le principe d'évolution clonale repose sur l'hétérogénéité clonale d'une tumeur au 

niveau génétique.  

Des premières analyses en FISH (Hybridation In Situ en Fluorescence) ont permis 

d'observer cette hétérogénéité dans le glioblastome. Ces tumeurs sont connues pour avoir des 

amplifications des gènes EGFR, PDGFRA et MET mais également des délétions des gènes 

CDKN2A. L'analyse en FISH révéla que la plupart des cellules possédaient plusieurs de ces 

anomalies et que des sous-populations avec des altérations exclusives étaient observées et, 

pour certaines tumeurs, les trois amplifications étaient totalement exclusives. L'analyse de 

trois de ces tumeurs par aCGH permit d'observer l'inter-hétérogénéité entre tumeurs mais la 

faible de cette technique sensibilité ne permit pas de détecter les populations mineurs
134

. 

Dans le cancer du sein, des tumeurs ont été découpés en parties égales
135

. Les cellules 

en fonction de leur ploïdie ont été triées par FACS puis leurs ADN hybridés sur aCGH. 

Certaines parties des tumeurs ont été considérées comme monogéniques avec une partie 

aneuploïde et une partie diploïde certainement due au stroma ou aux cellules immunitaires 

présentes et d'autres parties de tumeurs semblent être polygénomiques avec des populations 

ayant des aneuploïdies différentes. En fonction des gains ou des pertes, des arbres 

phylogénétiques de ces tumeurs ont pu être proposés et pour deux tumeurs, une topographie 

de l'évolution clonale en partant d'un bout de la tumeur jusqu'à l'autre fut observée avec une 

augmentation des altérations en nombre de copie. L'observation de niveau différent de gain de 

certains gènes tels que KRAS pu être corrélée par FISH avec la présence de plus en plus de 
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cellules présentant une amplification forte du gène selon la position du fragment dans la 

tumeur.  

Ce même schéma fut reproduit mais cette fois-ci en couplant FACS et séquençage du 

génome entier (Whole Genome Sequencing, WGS). Le WGS réalisé étant à faible couverture, 

seules les altérations en nombre de copie ont pu être analysées. En plus de la tumeur, une 

métastase a pu être analysée en WGS. Cependant, aucune nouvelle phylogénie n'a été 

observée par rapport à l'étude précédente. Les cassures chromosomiques dans le génome 

semblent donc apparaitre très tôt dans l'oncogenèse de la tumeur du sein. Comme aucune 

altération en nombre de copie supplémentaire n'a été observé dans la métastase, d'autres 

facteurs tels que des mutations pourraient être à l'origine de développement
136

.  

Dans le cancer du pancréas, l'analyse de la découpe d'une tumeur et des métastases par 

séquençages de certains gènes a permis de modéliser plusieurs phases de métastases avec 

l'apparition de premiers sous-clones envahissant le péritoine puis beaucoup plus tard dans la 

vie de la tumeur, de nouveaux sous-clones, certainement plus agressifs capables d'envahir le 

foie puis les poumons
137

. 

 

En conséquence, l'analyse en WGS à plus forte couverture pour détecter des altérations 

en nombre de copie, des mutations ou des translocations couplée à des modèles 

bioinformatiques plus puissants ont permis de proposer une "histoire" de la tumeur avec la 

caractérisation des altérations et leurs apparitions dans le temps
138,139

. Les altérations classées 

en "driver " (ayant un impact sur l'oncogenèse) ou " passenger " doivent ainsi être clustérisées 

puis inférer à un clone et en fonction du nombre d'altérations et de leurs fréquences, une 

phylogénie peut être proposée. 

De surcroît, la modélisation est encore plus poussée dans le cadre du séquençage de 

tumeur primaire et de leur rechute. Un clone ancestral peut être ainsi modélisé qui donnera un 
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clone primaire et des sous-clones. Suite au traitement, des clones seront éliminés et des sous 

clones pourront émerger ainsi que de nouveaux clones
140,141

. Pour chaque étude, des 

altérations communes sont observées entre la tumeur primaire et sa rechute. Si bien que le 

clone ancestral, portant des altérations partagées par tous les clones, ne semble jamais être 

éliminé dans le cadre d'une rechute pouvant expliquer la résistance aux traitements. 

 

Dans le carcinome à cellule claire du rein, le consortium TRACERx a ainsi proposé des 

analyses très poussées couplant séquençage d'exomes (WES), puces SNP et puces 

d'expression sur des tumeurs découpées en plusieurs parties mais également sur des 

métastases
142

. Alors qu'une mutation dans le gène VHL était présente dans le clone ancestral 

pour quelques patients, la majorité des mutations avec un effet délétère apparaissait plus tard 

dans l'histoire de la maladie. Des mutations de SETD2 et de KDM5C étaient détectées mais 

différentes selon la partie de la tumeur ou de la métastase où elles ont été observées. Les 

clones tumoraux et métastatiques étaient très vite indépendants et semblaient évoluer vers le 

même type de phylogénie avec des mutations drivers communes.  

Ensuite, l'étude a été élargi son analyse pour inclure 100 patients pour lesquels 1206 

parties de tumeurs (médiane de 7, allant de 3 à 75 parties par patient) ont été séquencées 

majoritairement par WES mais également par WGS et panel dédié au cancer du rein
143–145

. 

Parmi ces patients, 46 avaient des métastases qui ont pu être aussi séquencées de la même 

façon que la tumeur. Cette expérience à plus grande échelle a confirmé l'étude précédente à 

savoir des mutations dans le gène VHL apparaissant très tôt et mais également la possibilité de 

phylogénie commune avec des altérations différentes mais dans des gènes drivers communs. 

En fonction des mutations présentes dans les sous-clones métastatiques, la prolifération serait 

plus ou moins rapide touchant des organes différents. Ainsi des clones avec une évolution 

rapide contenant des altérations du gène BAP1 sont retrouvés dans le poumon alors que des 
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sous-clones avec une prolifération atténuée avec des altérations PI3K sont plutôt présents 

dans les os.   

Les sous-clones métastatiques d'évolutions rapides sont très remaniés au niveau 

génétique et peu hétérogènes mais leurs disséminations fulgurantes et leurs fixations à de 

multiples sites conduisent à une résistante aux traitements tandis que les sous-clones avec une 

évolution plus lente et avec peu de site de fixation possèdent un pronostic plus favorable. 

Ainsi pour ces tumeurs, l'apparition de mutation sous-clonale de certains gènes drivers, plus 

ou moins tôt, dans la maladie serait responsable de sa gravité. 

 

Dès lors, le consortium a proposé une étude sur 100 patients atteints de cancer du 

poumon non à petites cellules dans laquelle l'exome de 327 parties de tumeur a été séquencé 

(de 2 à 8 parties de tumeur séquencées par patients)
146

. Les mutations drivers telles que TP53 

ou BRAF étaient acquises très tôt et certainement par le clone ancestral. De nombreuses 

mutations sous-clonales de gènes tels que NF1, PICK3CA ou d'autres gènes impliqués dans le 

remodelage de la chromatine ou la réparation de l'ADN ont été aussi détectés dans la majorité 

des tumeurs. La ploïdie de certains clones présentant des altérations en nombre de copie telles 

que des amplifications de CDK4 ou FOXA1 semblait jouer aussi un rôle dans l'agressivité de 

la tumeur.  

Ainsi plus la tumeur aura des altérations sous-clonales avec des mutations et des 

amplifications de gènes "driver", plus elle sera à même de s'adapter au traitement et d'avoir un 

impact sur la survie du patient. 

 

La présence d'un sous-clone résistant à un traitement n'est pas forcément responsable 

d'une rechute. Dans une étude sur le cancer du sein, deux clones ont été identifiés, un clone 

basal muté dans le gène HRAS certainement responsable de l'expansion de la tumeur et un 
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clone luminale avec une expression du gène WNT. Le gène HRAS pouvant être ciblé, une 

chimiothérapie aurait pu détruire la tumeur. Des souris transgéniques avec une mutation dans 

le gène HRAS et une expression activable du gène WNT ont montré que la tumeur devenait 

résistante quand le gène WNT était exprimé suggérant non pas une compétition entre les 

clones mais une collaboration
147

.  

Une autre expérience, utilisant des xenogreffes de lignées cellulaires issues de cancer du 

sein, a mis en évidence des sous-clones contenant des gènes drivers responsables de 

l'oncogenèse mais avec un développement de la tumeur lent. Cependant la vitesse de 

croissance de développement s'accélérait avec l'apport d'Interleukine11. Un autre sous-clone 

fut ainsi mis en évidence répondant favorablement à l'IL11. Sa prolifération devenait 

beaucoup plus importante en présence des autres sous-clones
148

. Une collaboration entre 

différentes sous populations cellulaires tumorales, ou sous-clones, est donc nécessaire pour 

une expansion rapide de la tumeur. 

 

1.2.1.3 Hétérogénéité et évolution clonale dans les tumeurs pédiatriques 

Dans les cancers solides pédiatriques, une hétérogénéité et une évolution clonale ont pu 

être documentées dans plusieurs pathologies 

 

Dans le neuroblastome, l'amplification du gène MYCN observée par FISH, responsable 

du développement du neuroblastome, peut être plus ou moins forte d'une cellule à une 

autre
149

. Ces observations suggèrent une hétérogénéité de l'amplification intra-tumorale de 

MYCN mais l'origine de ces différents taux d'amplification reste une énigme. 

 

Lors de la rechute chez des patients atteints de neuroblastome, les mutations dans le 

gène ALK peuvent souvent émerger. Par des séquençages à très grande profondeur ces 
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mutations peuvent être détectées dans la tumeur au diagnostic à un niveau sous-clonale 

parfois très faible (autour de 0,5%)
36,51

.  

Ainsi, une étude sur deux lignées cellulaires issues d'un même patient atteint de 

neuroblastome dont une lignée établie à partir de la tumeur primaire et une autre partie sur la 

métastase a permis d'observer des résultats surprenant sur la dynamique des mutations d'ALK 

au cours des passages de lignées
150

. Initialement, la plupart des cellules issues de la tumeur 

primaire arborent deux mutations dans le gène ALK, F1174 et L1196. La fréquence des 

mutations augmente tout d'abord en même temps. Puis la mutation L1196 devient plus 

importante en termes de fraction allélique mutée pour ensuite être complètement effacée par 

la F1174 avec des cellules très prolifératives. La mutation L1196 est seulement détectée dans 

la lignée issue de la tumeur primaire et pas dans celle issue des métastases possédant 

seulement la F1174. Cette expérience laisse penser que les clones L1196 et F1174 ont besoin 

de collaborer pour "construire" la tumeur puis une compétition a lieu entre les clones. Les 

clones F1174 dominants et proliférant plus vite pourraient métastaser. Ces résultats ont 

également un impact sur l’utilisation thérapeutique de médicaments ciblant ALK (par 

exemple le crizotinib) avec une sensibilité différentielle selon les clones et conduisant donc à 

un effet partiel au niveau de la tumeur
151

. 

 

Chez des patients atteints de sarcome d'Ewing, l'expression du gène STAG2, observé par 

marquage immunohistochimique, était réprimée lors de la rechute comparée au diagnostic. Le 

séquençage en WGS a ainsi permis de détecter une mutation de STAG2 entrainant une perte 

de fonction. Cette altération passait ainsi d'un niveau sous-clonal à un niveau clonal entre les 

tumeurs au diagnostic et les tumeurs à la rechute
107

. 
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Dans le médulloblastome, la classification moléculaire ne semble pas changer en cas de 

rechute
152

. Cependant, le WGS sur des paires de tumeurs primaires et de tumeurs à la rechute 

a permis d'observer la disparation de clones avec une altération dans PTCH1 et l'émergence 

de clone avec perte de CDKN2A. Le groupe de tumeur ne change pas mais un des ponts 

principaux de la classification en SHH est rompu
153

. 

 

Chez patients atteints de tumeurs de Wilms unilatérales, les tumeurs peuvent présenter 

des parties différentes visibles au scanner et avec des nodules répondant différemment à la 

chimiothérapie. Après exérèse de la tumeur, l'analyse des profils génomiques par puces 

Illumina CytoSNP a pu montrer des altérations supplémentaires dans certains nodules. Ainsi, 

un arbre phylogénétique fut proposé et représentant l'évolution de certaines tumeurs. De plus, 

un nodule résistant aux chimiothérapies présentait des altérations supplémentaires plus 

agressives telles que le gain du gène MYCN
154

. 

 

Dans le glioblastome de l'enfant, une sous-population de cellule de type embryonnaire 

avec un cycle cellulaire lent serait responsable d'une rechute très agressive
155

. Une 

coopération clonale fut aussi mise en évidence pour ce type de tumeurs pédiatriques. Des 

analyses en WES ont été réalisées pour caractériser les altérations génétiques de la tumeur 

mais également les populations clonales. Les cellules ont été triées en FACS puis identifiées 

par TargetSequencing pour isoler les clones. En mettant en culture deux clones différents 

ensemble, la vitesse de croissance n'était pas impactée mais l'invasion ou la migration dans un 

matrigel était plus important que lorsque les clones étaient cultivés individuellement 

suggérant la coopération entre clones dans l'expansion de la tumeur
156

. 
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L'analyse par puces SNP et par FISH de tumeurs pédiatriques (neuroblastome, 

néphroblastome, tumeur rhabdoïde et hépatoblastome) découpées en 2 à 4 parties a montré 

des altérations en nombre de copie différentes et des altérations supplémentaires dans les 

métastases et les tumeurs à la rechute par rapport celles présentes dans la tumeur primaire. De 

plus, des lignées issues de néphroblastome et de neuroblastome ont été utilisées comme 

xenogreffes sur des souris. Après sacrifices des souris, l'analyse des tumeurs a révélé des 

altérations supplémentaires à celles détectées dans les lignées. Certaines altérations étaient 

également exclusives entre xenogreffes issues d'une même lignée
157

. Une hétérogénéité 

spatiale mais également temporale des tumeurs pédiatriques a ainsi été mise en évidence. 

L'étude a ensuite été étendue à 250 fragments provenant de 54 tumeurs pédiatriques 

(neuroblastomes, tumeurs de Wilms et rhabdomyosarcomes) avec une analyse par puce SNP 

pour la totalité des tumeurs et en WES pour 54 régions de 19 tumeurs. Quatre types 

d'évolution clonales ont été décrits :  

- la coexistence de 2 clones majoritaires, le plus souvent, qui évoluent, collaborent et 

restent stable,  

- la variation sous clonale avec l'apparition de nombreuses altérations mais non 

délétères, 

-  le "balai" où un clone devient dominant voire unique,  

- l'explosion où un gène driver va subir une altération dérégulant la stabilité du clone 

et conduisant à une explosion d'altération.  

Le dernier type d'évolution semblait plus fréquent dans les tumeurs de Wilms avec des 

pronostics très sombres pour les patients atteints de celles-ci
158

. 

 

L'hétérogénéité clonale et son évolution permettent d'expliquer en grande partie 

l'échappement aux traitements. De plus en plus de types de cancers semblent contenir des 
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altérations dans des voies clefs leur permettant de s'adapter mais ces résultats ne peuvent être 

obtenus que sous certaines conditions : analyser sur des larges cohortes nécessitant des 

moyens de séquençages importants, l'accès à l'intégralité de la tumeur primaire et si possible 

aux métastases. Ce type d'étude est donc plus difficile à réaliser pour les cancers pédiatriques 

du fait de leur rareté (100 cas de neuroblastome par an en France contre 60 000 cas de cancer 

du sein ou 45 000 cas de cancer du poumon) et de la difficulté voire l'impossibilité d'accéder à 

la totalité de la tumeur en pédiatrie. 

 

 

1.2.2 Changement d'identité cellulaire 

En plus de l'évolution clonale basée sur des événements génétiques, le changement 

d'identité cellulaire ou la plasticité cellulaire pourrait également contribuer à l'échappement 

thérapeutique
159

. La résistance d'une tumeur ne serait pas due à un arsenal de cellules avec 

différents types d'altérations génétiques mais à une reprogrammation de ces cellules en 

fonction d'une exposition ou à son microenvironnement jusqu'à un stade indifférencié proche 

de l'embryonnaire
160–163

. Effectivement suite à l'établissement de greffes de tumeur de patients 

atteints de cancer du sein sur des souris immunodéprimées, seules des sous-populations de 

cellules indifférenciées permettaient la repousse de la tumeur. Une fois développées, les 

tumeurs étaient composées de cellules tumorales mais également de cellules 

indifférenciées
164

.  

La théorie de plasticité cellulaire s'opposait tout d'abord à l'évolution clonale et était 

plutôt basée sur des non-compréhensions cliniques. Finalement les deux théories sont 

maintenant complémentaires pour expliquer l'échappement tumoral
159

. 
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Cette plasticité de la cellule est surtout connue pour répondre à un stress tel qu'une 

inflammation, une blessure voire un stress oncogénique. Une altération dans le contrôle de 

cette plasticité peut ainsi conduire à une transformation maligne. De nombreux cancers sont 

due à des mutations drivers dans des gènes impliqués dans le développement ou dans la 

maintenance de la chromatine
165

. 

 

Dans le gliobastome, des tumeurs porteuses de mutations dans le gène TP53 deviennent 

résistant à la radiothérapie grâce à un changement d'identité vers des cellules de type 

mésenchymateux
166

. La perte de p53 dans les cellules du foie de souris inductibles nestin 

conduit au développement des cellules progénitrices malignes puis selon les mutations dues à 

l'instabilité de la cellule à des carcinomes hépatocellulaires ou des cholangiocarcinomes
167

. La 

réexpression de p53 empêche les cellules progénitrices de proliférer. Le gène p53 a donc un 

rôle majeur dans la restriction de la plasticité cellulaire. 

Les cellules squameuses de l'estomac suite à des stress dus à Helicobacter pylori mais 

aussi sous l'influence du tabac ou de l'alcool semblent passer par un état embryonnaire non 

déterminé puis en cellule souche de l'intestin. Ces dernières seraient responsables 

d'adénocarcinome gastrique
168

. 

La perte du gène STK11 transforme des cellules d'adénocarcinome du poumon muté 

KRAS en cellule de carcinome cellulaire squameux dans des modèles de souris. Ces cellules 

ont également une surexpression de la méthyltransferase H3K27 et des remodelages 

importants de la chromatine suggérant que le complexe Polycomb est touché
169

. Mais aucune 

interaction n'a été observée entre ce complexe et le gène STK11. 
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1.2.2.1 Type de plasticité 

Trois types de plasticité, ou métaplasia, ont été décrites : 

- Transition épithéliale-endothéliale (ou mimétisme vasculogénique) : la tumeur va 

former des canaux micro-vasculaires. Ces derniers peuvent aller jusqu'à communiquer 

avec les vaisseaux sanguins. Cette transition s'observe surtout dans les tumeurs très 

agressives et métastiques
170

. 

 

- Transition épithéliale-hématopoïétique : les cellules présentes dans les artères peuvent 

donner de multiples précurseurs de cellules hématopoïétiques. Cette transition 

pourrait jouer un rôle dans les leucémies mais n'a jamais été décrite
171

. 

 

- Transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) : cette transition va permettre aux 

cellules de se libérer de leur jonction. Cette étape peut avoir lieu de nombreuses fois 

dans la vie d'une cellule notamment lors du développement de la crête neurale. De 

nombreux cancers sont associés à ce type de transition et ce processus peut être à 

l'origine de leur dissémination. 

 

Effectivement il a été observé dans le cancer du sein, des lignées de cellules inductibles 

EMT deviennent mésenchymateuses en augmentant de l'expression des transporteurs d'ATP 

en présence de drogues. Les cellules deviennent alors plus mobiles, plus envahissantes et plus 

résistantes
172

. 

Dans le cancer du pancréas, l'analyse de croisement de souris altérées ou non au niveau 

des cellules cancéreuses type endothéliales et dans la voie de transition (EMT) ne montrent 

aucune invasion ou grossissement de la tumeur quand les cellules sont EMT+. Mais ces 

cellules sont résistantes aux drogues anti-prolifération
173

.  
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La transition EMT pourrait être majoritaire dans l'échappement aux traitements. Cette 

voie permet à des tumeurs de devenir résistante à de nombreux types de chimiothérapie mais 

aussi à la radiothérapie et à l'immunothérapie. La forme des cellules mésenchymateuses leur 

permet également d'éviter les interactions avec des cellules immunitaires
174

. Cette forme 

permet à la tumeur d'éviter une "agression" mais pas de proliférer. Une fois passée, la tumeur 

peut reprendre une forme épithéliale plus propice à son développement. 

 

1.2.2.2 Plasticité cellulaire dans les tumeurs pédiatriques 

L'observation de la plasticité des tumeurs reste compliquée nécessitant des études sur 

des lignées ou souris inductibles dans la voie de métaplasia. Cependant des études récentes 

sur certaines tumeurs pédiatriques ont mis en évidence un rôle important de la plasticité 

cellulaire. 

 

Dans le sarcome d'Ewing, la fusion EWSR1-FLI1 peut être exprimée de manière 

hétérogène au sein d'une même lignée cellulaire. Les cellules à forte expression EWSR1-FLI1 

profilèrent très vite tandis que celles à faible expression migrent et envahissent en produisant 

des sphéroïdes. En inversant l'expression de la fusion, les phénotypes sont également inversés. 

Ainsi l'expression d'EWSR1-FLI1 diminuant dans le temps, une tumeur une fois établie peut 

alors métastaser. Ces métastases vont ensuite proliférer suivant une augmentation de 

l'expression du gène chimère
175

. 

 

Concernant le neuroblastome, l'analyse de lignées cellulaires par RNA-Seq et Chip-Seq 

a mis en évidence que co-existaient deux populations de cellules neuroblastiques dérivées 

d'une tumeur d'un même patient : une population adrénergique formant des petites sphères 

semi-attachées et immobiles et une population mésenchymateuse avec une large membrane et 
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très mobile. La première population de type adrénergique exprime des gènes tels que 

PHOX2A, PHOX2B et DBH et la seconde des marqueurs mésenchymateux tels que SNAI2, 

VIM et FN1
176,177

.  

L'expression de la forme mésenchymateuse semble très proche des cellules de la crête 

neurale et possède donc une forme indifférenciée. 

Deux super-enhancers spécifiques semblent régir ces deux populations avec une 

activation différentielle de gènes pour chaque population tels que PRRX1 pour le type 

mésenchymateux. Ainsi, l'introduction du facteur de transcription PRRX1 dans des cellules de 

type adrénergique permit d'observer une transition à un état mésenchymateux. Toutefois, son 

inactivation dans des cellules de type mésenchymateux n'a pas permis un retour à l'état 

adrénergique 

L'analyse sur des tumeurs primaires et des rechutes n'ont pas permis de mettre en 

évidence le type mésenchymateux dans celles-ci mais des analyses par immunohistochimie 

ont permis d'observer des cellules PRRX1 positive. Ces résultats laissent penser que ce type 

de populations est présente à un niveau sous-clonal. 

D'autre part, les cellules mésenchymateuses sont plus résistantes aux chimiothérapies 

standards contre le neuroblastome telles que la cisplatine. De plus, certaines lignées 

adrénergiques traitées à la cisplatine prennent une signature mésenchymateuse et résistent par 

la suite au traitement. Selon ces observations, les neuroblastomes pourraient ainsi échapper 

aux traitements en remodelant leurs cellules vers l’identité cellulaire de type 

mésenchymateuse, plus résistant aux traitements. 

 

Le microenvironnement semble également avoir un rôle important et notamment les 

cellules de Schawnn. Le peu de présence de cellules de Schwann autour d'un neuroblastome 

est souvent synonyme de mauvais pronostic. L'analyse par RNA Seq de cellules cultivées 
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dans différentes conditions de milieux a permis de mettre en évidence l'expression d'une 

protéine de sécrétion peu décrite, EGFL8. L'utilisation de cette "hormone" sur des lignées 

cellulaires de neuroblastome peu différenciées et très prolifératives a permis de les 

transformer en cellules neurales différenciées et peu prolifératives. Cette molécule pourrait 

ainsi être utilisé pour "jouer" sur l'identité cellulaire du neuroblastome et le rendre moins 

agressif
178

. 

 

L'évolution clonale et la plasticité ont d'abord été opposées dans le mécanisme 

d'échappement aux traitements, tout comme la sélection naturelle et la dérive génétique, mais 

comme ces derniers, ces mécanismes semblent être complémentaires et faire partie de la vie 

d'une tumeur
179

. 

 

Grâce à l'incroyable évolution de la biologie moléculaire et l'apport du séquençage haut-

débit, la complexité de la tumeur du point de vue son hétérogénéité et de sa plasticité a pu être 

mieux comprise. Mais ces études sont souvent lourdes que ce soit dans leurs mises en place 

(création de cohorte) mais également en coût de séquençage. Certaines de ces analyses n'ont 

été observées qu'in situ voire au mieux in vivo dans des modèles murins. Les études les plus 

complètes nécessitant d'avoir une vue globale de la maladie n'ont été possibles qu'après la 

mort d'un patient. Les technologies de Single Cell notamment grâce à des systèmes de 

microfluidiques de plus en plus avancées permettent de mieux cartographier la tumeur. 

Cependant malgré la baisse des couts de séquençages, ces analyses restent très couteuses 

demandant du matériel frais et les protocoles fonctionnels se limitent pour le moment 

l'analyse de l'ARN ou de la chromatine
180

. 

Afin d'avoir des informations plus précises et en temps réel sur le développement de la 

maladie et l'apparition ou la disparition d'altérations au sein de la tumeur, l'utilisation des 
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biopsies liquides pour les analyses et notamment de l'ADN circulant présent dans les fluides 

corporels semble plus adaptée. 

 

 

 

 

1.3 Les biopsies liquides 

Les biopsies liquides, connus de longues dates, sont devenus des outils 

révolutionnaires qui permettent l'accès à des informations biologiques ou pathologiques. 

 
Figure 1.8 Nombre de citation des termes "Liquid Biopsy", "ctDNA" et "cfDNA" dans les résumés Pubmed 

par an. 

 

Effectivement des fluides du corps tels que le sang, le liquide céphalorachidien, la 

salive, l'urine, les selles, le liquide pleural ou le liquide amniotique permettent d'isoler 

différents composantes, cellulaires ou moléculaires. Certaines cellules peuvent libérer leurs 

ADN nommé ADN circulant (cfDNA) dans ces fluides suite à leurs apoptoses, nécroses ou 

par sécrétions. Si ces cellules ont une origine tumorale, le cfDNA sera nommé ADN tumoral 

circulant (ctDNA). 
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La promesse d'avoir accès à la tumeur avec une méthode peu invasive et de façon 

successive a ainsi fait exploser le nombre de recherches ou d'études cliniques et ce d'autant 

plus que les techniques de biologie moléculaire telles que le NGS se sont démocratisées grâce 

à une réduction des coûts des protocoles et des instruments ces dernières années (Figure 1.8). 

1.3.1 Les biopsies liquides dans le cancer 

Figure 1.10 : Type de biopsie liquide et contenu (Figures en accès libre)
181,182

. 

 

L'ADN circulant n'est qu'une fraction du contenu d'une biopsie liquide (Figure 1.10). 

Une tumeur peut également libérer des cellules circulantes (CTC) et leur présence a un impact 

direct sur le pronostic dans plusieurs pathologies telles que le cancer du sein
183–185

. Les 

cellules circulantes sont considérées comme la source majeure des métastases et leur nombre 

dans le sang est corrélé avec le taux de survie
186–189

. 

Leur isolation tout d'abord par centrifugation et FACS puis par des systèmes de plus en 

plus complexes tels que la microfluidique ou un collecteur de cellules tumorales avec une 

aiguille recouverte d'anticorps fixés ont permis de mieux conserver et d'étudier ces cellules
190

. 

L'intégrité des CTCs étant préservée leur mise en culture ou leur greffe est devenue possible 

permettant ainsi la recherche de traitement plus ciblé
191,192

. 
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Les exosomes sont des vésicules extracellulaires permettant une communication entre 

les cellules. Leur sécrétion par les cellules permet le transfert de lipides, de protéines ou des 

ARN présents dans le cytosol
193

. Les tumeurs peuvent libérer ces exosomes notamment dans 

les cancers avancés
194

. La présence d'exosomes laisse supposer une "communication" entre la 

tumeur et un destinataire inconnu, notamment par la production d'intégrines. Le nombre élevé 

d'exosomes est synonyme de mauvais pronostic
195,196

. 

En plus d'être un marqueur direct de l'avancée de la maladie, l'isolation des exosomes 

par centrifugation par gradient ou par anticorps permet d'avoir accès à une majeure partie de 

l'ARN de la tumeur (messager, non-codant ou miRNA), à certaines protéines (ubiquitaires, du 

cytosquelette) mais également à une partie du contenu du noyau (ADN, facteur de 

transcription). Les exosomes peuvent ainsi être très utiles dans la caractérisation d'une tumeur 

et son suivi dans le temps. Ce système de communication pourrait également être utilisé en 

défaveur de la tumeur en utilisant les exosomes comme véhicule de drogues
197

. 

 

Dans les exosomes, des miRNA peuvent être détectés et leur rôle dans le cancer n'est 

plus à prouver
198,199

. Ces régulateurs peuvent être également facilement détectables dans le 

sang pouvant être présents dans des microvésicules ou des complexes propres
200,201

. La 

présence et la quantité de certains miRNA sont un excellent outil de diagnostic. 

 

En dehors des exosomes, l'ARN messager circulant reste plus difficile à observer. 

L'analyse du profil d'expression tumorale à partir de biopsie liquide reste majoritairement faite 

sur une extraction d'ARN du plasma total incluant les exosomes voire les CTCs
202–205

. 

L'isolation des plaquettes sanguines montre un contenu de messagers provenant des tumeurs 

tels que la présence de messagers de EGFR et PCA3 mutés dans gliomes et des cancers de la 

prostate ou de messagers de TP53 mutés dans le cancer du sein
206–208

. Les plaquettes ou 
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d'autres microvésicules contenant des messagers seraient donc un autre moyen de 

communication entre la tumeur et les métastases. 

 

1.3.2 Origine de l'ADN circulant : 

L’ADN circulant (cfDNA) et sa fraction tumorale, l’ADN tumoral circulant (ctDNA) 

est un outil important dans le contexte des biopsies liquides. L'ADN circulant est constitué par 

de petits fragments d'ADN d'environ 160-170 paires de base correspondant à l'enroulement de 

l'ADN autour d'un nucléosome mais également par des fragments multiples de 160 provenant 

de di-, tri voire et même poly-nucléosomes (Figure 1.9)
209,210

. 

 

 
Figure 1.9 Electrophorèse capillaire d'un ADN circulant sur puces High Sensitivity passées sur un 

Bionanalyzer 2100 d'Agilent technologies. Un pic majoritaire de 170 pb ainsi que des multiples de ce pic sont 

observés. 

 

Des fragments plus courts d'environ 90 paires de bases ont également été observés 

notamment chez des patients atteints de cancer
211–213

. Ces tailles plus petites restent 

incomprises et marginales pouvant être dues soit à des différences d'enroulage de l'ADN suite 

à des altérations de la chromatine, soit à la fixation de l'ADN circulant à des facteurs de 

transcription au lieu d'un nucléosome ou soit tout simplement à un biais dans la préparation 

des échantillons. 
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L'ADN circulant peut provenir d'une sécrétion active par les cellules mais provient 

majoritairement de l'apoptose et de la nécrose cellulaire
214–216

. Les quantités d'ADN circulant 

peuvent varier chez des individus sains en fonction de l'âge, du genre, de l'indice de masse 

corporelle, de l'hygiène, des menstruations ou d'une grossesse mais elles peuvent également 

être impactées par des maladies telles que des infections ou des cancers
217–219

. 

La demi-vie de l'ADN circulant est de 16 minutes à 3 heures avec un renouvellement 

complet pouvant aller de 2 jours à 2 semaines
220–223

. Sa dégradation n'est pas encore comprise 

mais pourrait provenir de la découpe par une DNAse du sang, ou d'une filtration par le rein et 

une sortie dans l'urine ou d'une dégradation par les macrophages dans le foie
224–227

. 

 

L'étude in vitro de macrophages en apoptose ou nécrose pouvant relâcher de l'ADN 

laissait supposer que l'ADN circulant proviendrait majoritairement des globules blancs chez 

un individu sain
228

. 

La comparaison en WGS low coverage entre le profil d'ADN circulant et celui de 

l'ADN de certains tissus découpés par nucléosome de l'ADN avec la MNAse a permis 

d'observer des "empreintes" similaires entre le cfDNA et l'ADN de certains tissus. La majorité 

de ces tissus étant des lignées lymphoïdes, myéloïdes ou issues de la moelle osseuse, l'origine 

majoritaire des cellules hématopoïétiques de l'ADN circulant a été ainsi confirmé
229,230

. Le 

découpage par MNAse de lignées cancéreuses générait des empreintes également spécifiques. 

Dans le plasma des patients atteints de cancers, ces "empreintes" cancer étaient observés mais 

n'étaient pas directement liés au type de cancer. Par exemple, le profil d'un ADN circulant 

pouvait contenir des profils issus de lignées du cancer du sein et de la prostate alors que le 

patient était atteint de carcinome hépatocellulaire. 
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1.3.3 Découverte de l'ADN circulant : 

L'ADN circulant fut suggéré en 1931 avant même la découverte de la structure de 

l'ADN par Watson & Crick
231,232

. Le dosage du phosphate nucléique dans le sang d'individu 

sain puis de personnes atteintes de leucémie montrait des différences significatives de 

phosphate nucléique dans le sang mais la présence de leucocytes devait certainement 

perturber ces résultats.  

 

Ce n'est qu'en 1948 que le dosage des phosphates nucléiques a été réutilisé non pas dans 

le sang mais sur le plasma sanguin pour s'affranchir de la présence des leucocytes
233

. Avec la 

technique de Schmidt & Thannhauser, les phosphates ribonucléiques pouvaient être dosés 

séparément des phosphates désoxyribonucléiques mais également de ceux provenant de 

phosphoprotéine
234

. Dix sujets "sains" et 15 avec une pathologie (diabète, insuffisance 

cardiaque, cirrhose, "grossesses",…) ont été prélevés. Peu de variations furent observées entre 

les individus hormis un sujet avec un niveau bas ayant un régime spécifique et un taux élevé 

d'acides nucléiques pour les femmes enceintes. Des niveaux importants d'acides nucléiques 

ont été également été observés dans des individus atteints de cancer mais non significatifs. 

 

En 1973, les taux d'ADN circulant ont pu être analysés au cours temps sur des patients 

atteints de différentes maladies telles que le lupus
235

. Les quantités d'ADN circulant étaient 

extrêmement élevées chez les patients atteints de lupus ou de polyarthrite rhumatoïde et 

élevées chez les patients atteints de cancers notamment de leucémie. Lors d'épisode de 

glomérulonéphrite pour les patients atteints de lupus, la quantité d'ADN circulant augmentait 

fortement pour redevenir ensuite indétectable. Ces quantités fluctuaient également en fonction 

des épisodes d'exacerbation. 
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En 1977, le dosage de l'ADN circulant fut réalisé chez 173 patients atteints de 11 

différents types de cancer tels que le cancer du poumon, du sein et des organes génitaux 

féminins avant et après radiothérapie
236

. Quelques différences furent observées entre cancers 

mais elles étaient non significatives. Cependant, les cas métastatiques présentaient des 

niveaux beaucoup plus élevés d'ADN circulant et ce quel que soit le type de tumeur. La 

quantité d'ADN circulant baissait chez les patients répondant favorablement aux traitements et 

augmentait ou demeurait inchangée chez les patients pour lesquels le traitement n'avait pas 

fonctionné. Pour la première fois et même si la source de l'ADN circulant chez les individus 

sains restait controversée, l'ADN tumoral circulant (ctDNA) fut mise en évidence avec 

rélargage direct des tumeurs et proportionnel à sa malignité. 

Par la suite, ces résultats ont été confirmés dans de nombreuses études notamment avec 

des niveaux très élevés d'ADN circulant dans les cas métastatiques mais également dans 

certains types de cancer avec un prognostic très défavorable tels que le carcinome du 

pancréas
237–239

. L'utilisation de l'ADN circulant comme outil de diagnostic commençait à 

germer. 

 

A partir de 1993, des mutations dans le gène NRAS ou KRAS ont pu être détectés par 

PCR dans le sang et ces mutations étaient communes à celles retrouvés dans les tumeurs de 

patients atteints de cancer colorectal ou de leucémie
240–242

. Dans des cancers des voies 

aériennes supérieures, l'analyse de microsatellite par PCR permis d'observer des pertes 

d'hétérozygotie communes dans le sang et leurs tumeurs associés
243

. Le ctDNA est ainsi 

validé comme étant un moyen d'accéder à l'information génétique de la tumeur par une simple 

prise de sang. 

 



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 41 - 

À partir des années 2000 avec la démocratisation du séquençage et l'augmentation de la 

sensibilité des méthodes de biologie moléculaire, l'ADN circulant a permis de mieux 

comprendre les tumeurs et de pouvoir suivre l'évolution de la maladie dans le temps. Mais ce 

sont finalement des recherches hors oncologie qui ont permis de mieux exploiter cet outil. 

 

1.3.4 Le Diagnostic PréNatal Non Invasif (DPNI) 

Lors de la grossesse, le développement du fœtus peut amener au transfert de 

lymphocytes entre fœtus et mère, ce qui permet de supposer la présence d'ADN circulant dans 

le sang de la mère
244

.  

Les premiers tests ont été basé sur la détection du chromosome Y dans le sang de la 

mère attendant des enfants de sexe masculin
245,246

. Dans des études initiales, le chromosome 

Y était détecté dans 80% des cas pour le plasma et 70% dans le sérum. 

La confirmation d'ADN fœtal circulant (cffDNA) pouvait être utile dans le diagnostic 

pré natal. L'ADN fœtal a pour origine les cellules apoptotiques du placenta et des 

trophoblastes. Il peut représenter 3 à 13% de l'ADN circulant total de la mère
247–249

. 

L'utilisation du cffDNA constitue ainsi une excellente alternative à l'amniocentèse. 

La recherche du statut rhésus de l'enfant, de maladies liées aux chromosomes sexuels ou 

de maladie liée à des mutations présentes chez le père a pu être proposée par l'analyse du 

cffDNA
250–252

. Dans un premier temps, la recherche d'aneuploïdie de certains chromosomes 

telle que la trisomie 21 provoquant le syndrome de Down, la trisomie 18 pour le syndrome 

d'Edwards ou la trisomie 13 pour le syndrome de Patau restait initialement plus compliquée. 

Cependant, l'analyse de la méthylation de 22 ilots CpG a permis de différencier la 

trisomie 21 du fœtus et celle du gène SERPINB5 de différencier la trisomie 18 par PCR 

bisulfite n'amplifiant que les nucléotides convertis par bisulfite
253,254

. Puis, la sensibilité de la 
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droplet PCR a permis de mieux détecter ces trisomies avec des protocoles plus simples et 

moins coûteux
255

.  

Finalement, le séquençage de nouvelle génération a permis de franchir une nouvelle 

étape avec la possibilité de regarder plus qu'un seul chromosome à savoir la totalité du 

génome
256,257

. 

Ainsi, des kits commerciaux de DPNI ont été rapidement proposé avec une sensibilité 

de détection de 99% pour les trisomies 21 et 18 et 80% pour la trisomie 13
258

. 

 

En 2013, une femme de 37 ans n'ayant aucun antécédent médical se vue proposer ce 

type de test en raison de son âge avancé pendant sa grossesse
259

. Une trisomie 13 et une 

monosomie 18 furent détectées à partir de deux aliquots différents et une amniocentèse a été 

alors proposée. Un caryotype, un marquage FISH et une puce SNP ne détectèrent aucune 

anomalie chromosomique chez le fœtus. L'hôpital conclut à une erreur de prélèvement. 

Un nouveau test fut réalisé pendant la grossesse selon le protocole établi par l'hôpital 

amenant au même résultat que le précèdent. Lors de l'échographie du fœtus, aucune anomalie 

ou retard de développement n'ont été observés. Au troisième trimestre, la patiente se présenta 

à l'hôpital avec des saignements vaginaux et la présence d'une masse dans le cervix 

correspondant à un léiomyome mais l'opération était trop risquée en fin de grossesse. 

Deux semaines après l'accouchement, la masse dans le cervix avait disparu mais une 

autre masse était présente dans le vagin. Cette tumeur fut classée en carcinome 

neuroendocrine de haut grade avec de nombreuses métastases. L'analyse par FISH de la 

tumeur et de ces métastases permit d'observer une trisomie 13 et une monosomie 18 et aucune 

de ces altérations ne fut trouvée dans le placenta. 
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Le test est maintenant très utilisé aux Etats-Unis et en cas de suspicion d'aneuploïdie 

chez le fœtus et suite à cette analyse, une amniocentèse est réalisée pour confirmation. Ainsi, 

une relecture de 450 000 tests effectués sur 3 ans a permis de détecter 55 femmes avec des 

génomes remaniés non attribués au fœtus. Douze femmes n'avaient pas été suivis mais les 43 

autres avaient un suivi régulier dont 18 ont développé des tumeurs malignes telles que des 

lymphomes de Hodgkin ou des cancers du sein
260

. 

Ces cas particuliers consentirent à l'utilisation des méthodes de DPNI pour la 

caractérisation de tumeur, notamment très remaniées
261

.  

 

1.3.5 Autres utilisations de l'ADN circulant 

Lors d'une greffe d'organe, la présence d'ADN circulant du donneur peut être 

détectée
262

. La détection de chromosome Y dans le sang de femmes ayant reçu un transplant 

d'un donneur masculin comme le foie, le rein ou le cœur souligne que l'organe greffé libère de 

l'ADN circulant
263,264

. Ce largage d'ADN pourrait provenir de la mort des cellules de la greffe 

et donc pourrait être utilisé comme marqueur de rejet. 

Le suivi de l'ADN circulant donneur spécifique (cfdDNA) par PCR sur le chromosome 

Y puis par des panels dans le temps a ainsi permis d'observer l'augmentation de ces quantités 

d'ADN lors d'un rejet
265,266

. 

Les traitements par immunosuppresseurs pour éviter le rejet rendent les patients 

vulnérables aux infections bactériennes ou virales. Le suivi en NGS de l'ADN circulant de 

patients greffés a pu ainsi détecter la présence d'ADN viral ou bactérien et leur évolution a été 

confirmée par qPCR
267

. L'analyse du viriome pour détecter des virus tels que les hépatites, le 

VIH ou la grippe ou du microbiome en cas d'infection est possible avec l'ADN circulant
268,269

.  
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Les études sur le transplant et sur le viriome peuvent être appliquées au cancer avec des 

dynamiques de libérations rapides de l'ADN circulant en cas de réponse positive à un 

traitement mais également diagnostiquer la présence de certains virus oncogène tels que 

HpV
270,271

. 

 

 

1.3.6 Utilisation de l'ADN circulant pour la caractérisation et le suivi du 

cancer  

Même s'il a été mis très tôt en évidence, la proportion d'ADN tumoral circulant dans le 

sang étant très faible, une augmentation de la sensibilité de détection des méthodes de 

biologie moléculaire était nécessaire.  

Des mutations détectées dans les tumeurs par séquençage Sanger purent être suivies 

dans des plasmas provenant de patients atteints de cancers colorectaux
222

. La mise en place de 

BEAMing (PCR à émulsion couplé à des billes magnétiques) avec une sensibilité de 0,01 % 

et validés ensuite par qPCR a permis de détecter les niveaux d'ADN tumoral circulant ainsi 

que leur dynamique selon le traitement. Les quantités d'ADN étaient corrélées avec les 

données cliniques par une diminution des quantités d'ADN tumoral circulant lors des 

chimiothérapies ou chirurgies et une augmentation lors de l'apparition de rechute. 

Par la suite, la droplet PCR fit chuter le seuil de sensibilité à 0,001%
272–275

. Cette 

augmentation de la sensibilité a rendu possible le suivi de la maladie à un niveau résiduel 

minimal (MRD) et de prévenir ainsi une éventuelle rechute. 

 

Le plasma sanguin ne contient pas forcément les informations génétiques de tous les 

types de tumeurs. Le ctDNA des tumeurs cérébrales ou des métastases dans le système 

nerveux est vraisemblablement bloqué par la barrière hématoencephalique. L'utilisation du 
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liquide céphalo-rachidien (LCR) prélevé par ponction lombaire ou directement dans un 

réservoir posé en cas d'hypertension intracrânienne est plus adaptée pour ce type de tumeur
276

.  

Par conséquent, certaines mutations de gènes propres aux gliomes tels que IDH1, IDH2, 

TP53, ATRX, TERT, H3F3A et HIST1H3B ont pu être détectées dans le LCR dans 80% des 

cas
277,278

. 

 

Par ailleurs, l'urine peut également être plus adaptée à certains types de cancer. Une 

étude de la population iranienne a permis de détecter dans l'urine deux hotspots de mutations 

dans le gène TERT impliqués dans les tumeurs urothéliales
279,280

. L'immensité de la cohorte et 

son suivi strict malheureusement dû au régime du pays ont permis de supposer la présence de 

cellules tumorales dans la vessie 10 ans avant le diagnostic du cancer. Ces cellules pré-cancer 

pourraient ainsi être en attente d'un choc environnementale ou d'erreur de réplication pour 

devenir malignes. 

 

Cependant, malgré une sensibilité et une sensitivité très forte, les différents types de 

PCR à émulsions ou en gouttelettes ne sont limités qu'à 2 ou quelques mutations par réaction 

et demandent un biomarqueur récurrent de la maladie ou une connaissance préalable de la 

tumeur
188,281–284

. 

L'utilisation de panels de gènes avec des identifiants moléculaires uniques (UDI) 

permettant d'identifier une molécule d'ADN avant amplification et couplé au séquençage 

haut-débit a conduit à suivre l'évolution d'une tumeur avec une sensibilité similaire à la 

droplet PCR
285–287

. 

Des panels propres à certaines maladies telles que le cancer du poumon à non petites 

cellules ont ainsi été dessiné suite à l'évolution des bases de données de séquençage telles que 

le TCGA
288

. Le panel CAPP-seq (CAncer Personalized Profiling by deep SEQuencing) 
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couvrait ainsi 139 altérations soit 95% des mutations observées dans les bases de données 

donc 407 WES issus de TCGA. Le panel réduit à 125kb pour diminuer les coûts de 

séquençages avait une sensibilité théorique de 0,01% avec une couverture de 30 000X. Pour 

chaque patient, le panel détecta des mutations et pour la plupart les quantités de ctDNA 

théoriques étaient corrélées avec la taille de la tumeur et sa réponse au traitement. Pour un 

cas, le niveau de ctDNA augmentait dans le temps alors que cliniquement une diminution de 

la taille de la tumeur était observée. Le patient décéda des suites du cancer laissant à penser à 

la progression de métastases microscopiques de la maladie. 

 

D'autre part, un panel de séquençage haut débit incluant 354 gènes et permettant 

également l'analyse d'altérations en nombre de copie, ou CNA (Copy Number Alteration), a 

été utilisé sur le ctDNA présent dans le LCR de patients atteints de tumeurs cérébrales ou de 

cancer avec métastases dans le système nerveux central
289

. Des altérations en nombre de copie 

ont été détectées dans 50% des cas de tumeurs cérébrales et 63% des cas métastatiques. 

Certains types de tumeurs cérébrales tels que le gliome semblaient relâcher peu ou pas de 

ctDNA. Dans la plupart des cas, le ctDNA était en accord avec les données cliniques : une 

détection de copies mutées d'ADN circulant lors de la rechute ou un envahissement du 

système nerveux par des métastases et également l'observation de nouvelles altérations telles 

que des mutations dans le gène KRAS qui n'étaient pas présentes dans la tumeur primaire mais 

dans la tumeur à la rechute. 

 

Il est maintenant proposé que ces méthodes de suivi de l'ADN tumoral circulant 

permettent de détecter une rechute voire même de prédire le développement d'un cancer, 

avant tout signe clinique. Cependant, elles demandent une connaissance préalable de la 

maladie ou une caractérisation de la tumeur ne permettant pas de s'affranchir d'une biopsie. 
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1.3.7 Caractérisation moléculaire des cancers et classification par 

l'ADN circulant par des approches génomiques 

En fonction du stade de la maladie, une tumeur peut plus ou moins libérer de l'ADN 

tumoral circulant rendant la détection plus complexe pour les stades précoces. Cette fréquence 

de détection et de libération de ctDNA diffère également entre les types de cancer (Figure 

1.11)
290

.  

Pour certains types de cancer ou pour des stades avancés, le nombre de molécules 

mutantes est plus important et pourrait être détecté avec des sensibilités moindres. Des 

analyses de types WES ou WGS avec des couvertures acceptables pour limiter les coûts de 

séquençages sont donc possibles. 

  
Figure 1.11 : Fréquences de détections de ctDNA (A) et quantité d'ADN tumorale circulant (B) selon le type de 

cancer (Figure en accès libre)
290

. 

 

Des WGS avec une couverture de 10x ont pu être réalisé sur le plasma de patient atteint 

de cancer métastatique colorectal ou du sein
291

. La faible couverture permettait seulement 

d'observer des grandes altérations en nombre de copie (1Mb) ou de translocation mais sur la 

totalité du génome. Dans le plasma, des profils similaires à la tumeur furent observés pour 
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chaque cas. Le WGS permis également de calculer le contenu tumoral présent dans l'ADN 

circulant avec des fractions de ctDNA allant de 12 à 44% dans les plasmas prélevés au 

moment du diagnostic et au moment de la rechute. 

 

Avec des protocoles adaptés aux faibles quantités de départ d'ADN circulant, les 

mutations pouvaient être détectées par WES dans le plasma de patients atteints de maladie 

avancée telle que le cancer du poumon à non-petites cellules
292–294

. De nombreuses mutations 

communes et également ciblables par chimiothérapie notamment dans les gènes ALK, 

PIK3CA ou PTEN étaient observés dans la tumeur et dans le plasma. Toutes les mutations 

détectées dans la tumeur n'étaient pas observées dans le plasma. Cependant certaines 

mutations étaient observées uniquement dans le plasma touchant des gènes avec un fort 

potentiel thérapeutique tels que MTOR. Le séquençage supplémentaire par WES de 

métastases mis en avant la présence de mutations communes entre l'ADN circulant et les 

métastases mais absente dans la tumeur telles qu'une mutation dans le gène ESR1
295

. Cette 

différence entre tumeur et plasma pourrait être due à l'hétérogénéité spatiale de la maladie. 

 

Dès lors, l'analyse des plasmas chez des patients atteints de tumeurs résistantes à des 

traitements a permis d'observer une évolution avec l'apparition de nouvelles mutations
296

. Une 

augmentation de la fraction d'allèle muté fut observée dans les gènes PIK3CA, BMI, SMC4 ou 

MTOR dans des cas de cancer du sein et de cancer des ovaires suite à un traitement au 

Paclitaxel. Suite au traitement par Gefitinib, des mutations des gènes EGFR, TP53 ou NFKB1 

sont apparues dans un cas de cancer du poumon. La plupart de ces mutations sont connues 

pour amener à une résistance dans des traitements affiliés. L'ADN circulant a ainsi permis 

d'observer l'évolution clonale sans information préalable de la tumeur. 

 



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 49 - 

Les informations données par le WES peuvent être précieuses dans la décision d'un 

traitement mais ne permettent pas toujours de classifier une tumeur telle que les différents 

groupes du médullobastome. La méthylation de l'ADN joue un rôle important dans la 

différenciation des cellules et reste spécifique à un type de tissu
297,298

. L'utilisation des 

données présentes dans TCGA comme les profils d'altérations en nombre de copie, 

d'expression, de méthylation ou protéique pour 10 000 tumeurs correspondant à 33 types de 

cancers a démontré que la méthylation des tumeurs conserve effectivement une empreinte de 

leurs tissus d'origine
299

. 

Ainsi, l'étude de la méthylation de l'ADN de la tumeur peut permettre de classifier 

certaines tumeurs dont les observations anatomopathologiques n'ont pas rendu possible à 

classer. 

Lors d'une étude d'une cohorte de 1000 tumeurs, la fusion de EWS n'a pas pu être mise 

en évidence dans 30 tumeurs à forte suspicion de cancers indifférenciés "Ewing Like" et ce 

malgré l'utilisation de FISH, RNA Seq sur tissus fixés en FFPE et marquage 

immunohistochimique
300

. L'utilisation de puces de méthylation a permis de classifier 14 de 

ces tumeurs en sarcome d'Ewing. Ainsi, une nouvelle analyse étendue par RNA Seq total 

couplé à une FISH a permis de caractériser des fusions rares.  

Les bases de données de méthylation étant de plus en plus importantes permettent 

aujourd'hui de classifier certains types de tumeurs notamment les tumeurs cérébrales
301,302

. La 

base de données du DKFZ (Deutsches KrebsForschungsZentrum) contient maintenant près de 

30 000 méthylomes de tumeurs obtenues par puces de méthylation Ilumina 450k ou Epic. Le 

clustering de 401 tumeurs cérébrales avec ces bases de données a ainsi permis une nouvelle 

classification pour 50 cas (12%) mais 89 cas ne purent être classifiés suite à une mauvaise 

qualité d'échantillons. 
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La méthylation de l'ADN circulant peut également être un outil dans la caractérisation 

mais surtout la classification des tumeurs. Des outils de machine learning tels que 

CancerLocator classifient des tumeurs avec une précision entre 50 et 80% à partir de contenus 

de ctDNA très faibles (>5%) dans le plasma mais utilisant des données issues de WGS traité 

au bisulfite , technique demeurant très couteuse
303

. 

Le méthylome de l'ADN circulant a permis une nouvelle fois de mettre en évidence son 

origine hématopoïétique mais également par des outils de déconvolution de mettre en 

évidence la présence de greffes, de choc septique et de cancer
304–306

. 

 

En fonction de son organe d'origine et de son épigénétique, l'ADN circulant aurait une 

fragmentation différente due à des condensations autres de certaines régions de la 

chromatine
230

. De plus, un millilitre de plasma contient environ 2000 équivalents génomes 

pouvant rendre la détection de mutations compliquée pour les stades précoces de certains 

cancers mais les altérations plus importantes des fragments de tailles différentes d'ADN 

circulant ont possiblement plus de chance d'être détectées
307

. Ainsi, le WGS low coverage sur 

l'ADN circulant de 208 patients atteints de cancer du sein, colorectal, du poumon, ovarien, du 

pancréas ou gastrique comparé à celui de 215 ADNs circulants d'individu sain a permis de 

révéler des profils très différents de découpage de l'ADN circulant
308

. Après enrichissement 

par TargetSequencing de certains locus de gènes impliqués dans ce type de cancer tels que 

TP53 ou BRAF, des fragments montraient des tailles différentes de 6,5 pb de moyenne 

pouvant être plus courtes jusqu'à 30 pb ou plus longues jusqu'à 40 pb. Le suivi de ces 

fragmentations pendant un traitement aux inhibiteurs de tyrosine kinase pour 19 patients 

atteints de cancer du poumon montrait une corrélation avec la fraction allélique des mutations 

détectées dans le plasma. 
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L'utilisation de "Machine Learning" sur la fragmentation ainsi que les mutations dans 

l'ADN circulant a permis de détecter un cancer dans 91% des cas, même précoce. L'outil 

nommé DELFI (DNA EvaLuation of Fragments for Early interception) pourrait ainsi être 

utilisé pour la caractérisation précoce de certains types de cancer et demanderait cependant un 

enrichissement préalable de WGS low coverage sur l'ADN circulant pour d'autres cancers et 

des biomarqueurs récurrents permettant à l'algorithme d'augmenter sa sensibilité et sa 

spécificité. 

 

1.3.8 Etude de l'évolution clonale par l'ADN circulant 

L'ADN tumoral circulant, représentant une partie de l'hétérogénéité clonale de la 

tumeur, a également permis de mieux comprendre l'évolution clonale. Le séquençage de type 

WES ou WGS permet donc d’identifier l’ensemble des altérations génétiques somatiques d’un 

cancer à partir de l’ADN circulant. Ces approches peuvent donc être utilisées non seulement 

pour une caractérisation moléculaire à un moment donné, mais pour le suivi dans le cadre 

d’échantillons séquentiels. 

Cependant le WES sur l'ADN circulant, s'il peut être réalisé à partir de faibles quantités 

d'ADN (<10 ng), son analyse sera possible en fonction d'une couverture de séquençage 

adaptée et d'un contenu tumoral suffisant dans l'ADN circulant. Par exemple, un contenu 

tumoral supérieur à 10% permettra de détecter des mutations avec fraction allélique de 5% à 

condition de réaliser un WES avec une couverture supérieure à 150x
292,309

. 

Pour connaitre le contenu tumoral dans le plasma soit la fraction ctDNA dans l'ADN 

circulant, une présélection des plasmas est possible avec l'utilisation de WGS low coverage de 

0,1x à 1x. Le séquençage du génome entier à faible couverture permet d'observer les grandes 

altérations en nombre de copies et leur ratio allélique d'inférer une fraction tumorale. En 

fonction du contenu tumoral dans l'ADN circulant, les WES des plasmas ont ainsi plus de 
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chances d'être contributifs avec la détection d'altération. Les cas avec de hauts contenus 

tumoraux peuvent quant à eux permettre la détection d'événements sous-clonaux
310

. 

 

Chez une patiente atteinte d'un cancer du sein, le séquençage par WES de deux parties 

de la tumeur primaire, d'un nodule lymphatique, des 5 métastases présentes dans le cerveau, le 

poumon, le foie, la moelle et les ovaires ainsi que 9 plasmas sanguins à différents temps de la 

maladie a permis de décrire un clone primaire, un métastatique et 8 privés
311

. Le suivi de ces 

clones dans le temps a permis de voir une certaine stabilité de la tumeur malgré le traitement 

avec des variations plutôt sous clonales laissant supposer une synergie entre clone majoritaire 

et sous clones pour l'adaptation. Par exemple, suite au traitement par le lapatinib et 

capecitabine, il a été mis en évidence dans le plasma l'explosion d'un clone très proche de la 

métastase du poumon et fut corrélé à la présence d'un nouveau nodule dans cet organe. 

Malheureusement la patiente est décédée 4 mois après le dernier prélèvement de plasma d'une 

aggravation générale avec une progression très importante de la maladie dans les poumons 

(nouveaux nodules, effusion pleurale, masse dans la paroi thoracique). 

 

Pour des patients atteints de tumeurs cérébrales, l'ajout du séquençage par panel ou 

WES conjugué à la droplet PCR du liquide céphalo-rachidien permis de suivre la maladie et 

l'évolution de son hétérogénéité dans le système nerveux central
312

. L'analyse de plasma de 

patients de gliomes ne détecta aucune altération tumorale contrairement à l'analyse du LCR de 

mêmes patients. Chez les patients atteints de cancers du sein ou de cancers du poumon 

métastatiques avec présence de métastases dans le cerveau, l'analyse du LCR a permis de 

montrer qu'ils présentaient des altérations communes aux méninges non retrouvées dans le 

plasma et d'autres sites de fixations. La modélisation phylogénétique de la tumeur laissait 

supposer que les clones originaires de l'envahissement du système nerveux central étaient 
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arrivés très tard dans le développement de la maladie accumulant de nombreuses altérations 

supplémentaires. De plus, l'évolution des altérations dans le LCR et le plasma était 

directement corrélée aux données cliniques. Par exemple, une augmentation de la fraction 

allélique mutante dans le LCR était corrélée avec le développement des métastases cérébrales 

alors que la fragmentation allélique mutante diminuait dans le plasma. En revanche, la 

diminution de la fréquence allélique des mutations dans le LCR était corrélée avec une 

régression des métastases cérébrales alors que la fréquence des mutations dans le plasma 

augmentait, indice de prolifération de la maladie en dehors du système nerveux central. 

En somme, l'analyse des LCR est un très bon outil de diagnostic pour les tumeurs 

cérébrales et peut-être également complémentaire à celle du plasma pour suivre l'évolution 

d'un cancer métastatique. 

 

 

Cependant, pour la détection de la maladie résiduelle, le WES n'est pas le meilleur outil. 

Une augmentation de sa couverture pour augmenter la sensibilité est théoriquement possible 

mais le coût et la compétition possible entre les sondes de capture rendraient sa mise en œuvre 

très compliquée.  

Grâce aux découpages préalables des tumeurs, le consortium TracerX put développer un 

panel à partir de 100 patients atteints de cancer du poumon. Le séquençage de ces cancers à 

l'aide du panel a permis de détecter plus de 2 SNVs (Single Nucleotide Variant) dans le 

plasma chez 46 patients. Dans la majorité des cas, des SNVs sous clonaux provenant que 

d'une seule partie de la tumeur étaient observés dans le plasma. La fréquence allélique de ces 

mutations dans le plasma était fortement corrélée à la taille de la tumeur. Grâce à ce panel 

utilisé avec un séquençage à très haute profondeur (40 000x), la dynamique des clones a pu 

être suivie. Ainsi, l'émergence de certains clones a permis de prédire une rechute. 
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Le séquençage de l'exome à partir de l'ADN circulant permet d'avoir une vue plus 

globale de la maladie et d'identifier de nouvelles cibles en cas de rechute mais sa faible 

sensibilité ne permet pas pour le moment de prédire l'émergence d'un clone. La baisse 

continue des coûts de séquençage et la facilité de construire un panel pourraient permettre de 

proposer des panels personnalisés à des patients avec des séquençages plus larges en cas de 

prévention de rechute. 

Cependant le séquençage d'ADN circulant, issu de quantité infime d'ADN, doit être 

couplé avec des filtres bio-informatiques strictes pour éviter les faux positifs et pour exclure 

le mosaïcisme des cellules hématopoïétiques pouvant être détecté comme une mutation 

tumorale
313,314

. Ces filtres peuvent être notamment utilisés avec des bases de données de 

séquençage publiques. Associé à du "Machine Learning", il est ainsi possible de classifier une 

tumeur en fonction de critères d'agressivité d'un cancer notamment dans les stades précoces 

en fonction du séquençage du plasma. En effet, un programme "Lung-CLiP" pour classer le 

stade précoce soit en stade à risque a pu ainsi être proposé avec une sensibilité théorique de 

98% suite à un apprentissage à partir du séquençage de 104 tumeurs et plasmas de patients 

atteints de cancer du poumon et 56 plasmas sains contrôles
315

. 

 

1.3.9 Transcriptome et épigénétique de la tumeur à partir de l'ADN 

circulant 

En plus de l'étude des altérations génétiques, une analyse de l’expression des gènes 

et/ou épigénétique est importante dans de multiples contextes. Ceci peut en théorie contribuer 

à une classification pathologique des cancers. De plus, le profil d’expression et d'épigénétique 

peut être un indicateur de l’identité cellulaire et ainsi permettre une étude de plasticité 

cellulaire. 



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 55 - 

Néanmoins, en dehors de la présence de certains marqueurs mésenchymateux dans les 

CTCs, les biopsies liquides n'ont jamais mis en évidence la plasticité de la tumeur
190

. 

Cependant certaines propriétés de l'ADN circulant pourraient être utilisées pour observer ces 

transitions. 

 

 
Figure 1.12 : Corrélation entre expression, couverture et positionnement des nucléosomes (Figure en accès 

libre)
316

. 

 

La difficulté d'isolation de l'ARNm circulant ne permet pas de suivre l'évolution de 

l'expression d'une tumeur dans le sang. Cependant le découpage de l'ADN circulant selon les 

nucléosomes permet de voir certains motifs en WGS
230

. Au niveau du TSS (Transcription 

Start Site) de certains gènes, une diminution de la couverture était observée et cette 

observation était corrélée avec une forte expression du gène dans le sang
316

. À l'inverse des 

gènes exprimés, les gènes silencieux ou peu exprimés avaient une couverture homogène de 

séquençage (Figure 1.12). En effet, ce "trou" au niveau de la couverture proviendrait 

certainement d'une région déplétée en nucléosomes suite à l'ouverture de la chromatine pour 

faciliter la fixation d'un facteur de transcription. Cette région serait ensuite perdue et ceci 
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serait dû à son exposition aux endonucléases sanguines telles que la DNAseI entraînant sa 

dégradation ou lors de l'extraction des ADN circulants.  

Avec des outils informatiques et du "Machine Learning", la prédiction d'expression 

d'une tumeur est possible seulement avec l'analyse de couverture de séquençage au niveau des 

régions TSS. Cependant, une quantité de plus de 75% de ctDNA dans le plasma est préférable 

pour ce type d'analyse. La prédiction est correcte à plus de 78% avec notamment la prédiction 

d'expression d'isoformes de gènes ayant une origine de transcription différente mais ces 

résultats ne se limitent qu'à certains gènes présents dans des régions amplifiées du génome. 

 

Ces modifications d'expressions sont dues à des variations épigénétiques dans la 

tumeur. Si l'analyse de la méthylation de l'ADN circulant est plutôt utilisée dans la 

caractérisation d'une tumeur, l'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) semble possible. 

En effet, l'ADN circulant est enroulé autour d'un nucléosome
306,317–319

. La méthylation 

d'histone (H3K4me3, H3K4me2, H3K4me1, H3K36me3) pour des marques activatrices de 

gènes ou d'enhancer a pu être détectée par ChipSeq
320

. Mais les résultats étaient très bruités et 

même si des différences étaient observées entre des individus sains et cancéreux, le parasitage 

par les cellules saines n'a pas permis de mettre en évidence des oncogènes. 

 

L'optimisation de ces premières études pourrait permettre la mise en évidence de la 

plasticité cellulaire avec l'activation ou l'inactivation de certains gènes de types 

mésenchymateux ou de la méthylation/acétylation de leur promoteur ou enhancer. 
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1.3.10 Biopsies liquides chez les enfants 

L'utilisation de biopsies liquides est une promesse particulière pour les cancers 

pédiatriques. En effet, ces cancers pouvant toucher des enfants très jeunes voire des 

nourrissons, dans certaines situations un accès direct à la tumeur peut s'avérer difficile. De 

plus, certaines de ces tumeurs très nécrosées contiennent du matériel génétique très dégradé. 

L'agressivité et le développement véloce de certaines tumeurs demandent également une 

caractérisation rapide de la tumeur.  

Des prélèvements successifs de la tumeur ne sont que très rarement possibles en 

oncologie pédiatrique et concernant avant tout les leucémies.  

Ainsi l’étude de l’ADN circulant est un outil puissant pour la caractérisation 

moléculaire et l’étude des altérations génétiques des cancers pédiatriques. Cependant, les 

volumes de sang pouvant être prélevés sont parfois limités (en fonction de l'âge des patients) 

mais sont en partie compensés par une quantité d'ADN circulant plus importante que chez 

l'adulte
218

. 

 

Le neuroblastome est la tumeur solide extra-crânienne la plus fréquente et le plasma des 

patients atteints de cette tumeur contient une quantité importante d'ADN circulant
9,290

. Dès le 

début de l'utilisation de l'ADN circulant comme outil contre le cancer, le Centre Léon Bérard 

de Lyon (CLB) proposa de détecter l'amplification du gène MYCN dans le sang
321

. Dans une 

première étude, le MYCN circulant fut détecté par PCR et PCR en temps réel dans le sang de 

31 patients sur 32 avec un neuroblastome MYCN amplifié identifié en CGH et/ou FISH sur la 

tumeur et seulement dans le sang d'un patient sur 70 n'ayant pas d'amplification identifiée en 

CGH et/ou en FISH sur la tumeur. Huit patients dont le diagnostic initial avait pu mettre en 

évidence une amplification de MYCN ont également eu un plasma supplémentaire, prélevé 

après la chimiothérapie. Pour la plupart, le signal de MYCN détecté dans le plasma diminuait 
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et pour un patient, le signal augmentait et ce, deux mois avant le diagnostic d'une rechute. 

L'étude a pu être étendue et a permis d'inclure tous les stades de neuroblastome. 

L'amplification de MYCN dans le sang était détectée par qPCR chez plus de 82% des stades 

avancés mais seulement chez 10% chez des patients atteints de stades peu avancés et localisés 

(1 et 2). Le gain du 17q pu également être détecté dans le sang avec une sensibilité de plus de 

50% par qPCR
322

.  

Avec la sensibilité de la PCR en gouttelettes, 2 hotspots de mutation dans le gène ALK 

ont pu être détectés avec un taux de détection de 0,15%
323

.  

Ces premières études avec des quantités infimes de plasma (200 µL) permirent 

d'observer de fortes quantités d'ADN circulant dans le neuroblastome et d'ouvrir la voie à des 

études plus larges. 

Par ailleurs, le profil génomique est un marqueur important dans le pronostic du 

neuroblastome
29,30

. Une analyse du profil génomique dans le sang fut possible avec des 

protocoles adaptés tels que les puces Affymetrix Oncoscan™ compatibles avec des 

échantillons fixés en FFPE ou des dérivés de kit DPNI par WGS à faible couverture
324,325

. 

Dans la plupart des cas, les puces Oncoscan™ ont permis de montrer que les profils 

génomiques de la tumeur et du plasma étaient similaires mais majoritairement dans les cas 

métastatiques où la quantité d'ADN circulant était significativement plus importante (Figure 

1.13).  
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Figure 1.13 : Quantité d'ADN circulant dans le neuroblastome (ng/mL de plasma) selon les stades (Figure en 

accès libre)
324,325

. 

Certaines altérations n'étaient trouvées que dans le plasma telles que des gains ou 

amplification de TERT, IGF1R ou LIN28B. La comparaison des profils de la tumeur, du 

plasma et de la moelle osseuse envahie laissait penser que le ctDNA provenait 

majoritairement des métastases. Pour certains cas où le profil de la tumeur ne présentait 

aucune altération, le profil du plasma était dynamique démontrant ainsi l'intérêt de ces 

méthodes comme aide au diagnostic moléculaire dans des situations où un prélèvement 

tumoral ne serait pas informatif. 

Le WGS à faible couverture permit également de détecter des altérations 

caractéristiques et pronostiques dans de nombreux cancers pédiatriques en plus du 

neuroblastome tels que les tumeurs de Wilms, ostéosarcome ou rhabdomyosarcome
326

. 

 

L'isolation d'exosome par FACS à partir du sang de patients atteints de neuroblastome a 

permis de caractériser trois miR-342-3p, -29c, et let-7b par qPCR avec une baisse 

d'expression significative pour des patients ne répondant pas à la chimiothérapie
327

. Deux de 
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ces miRNA (miR-29c aet let-7b) auraient une action directe sur le gène MYCN et le miR let-

7b induirait l'apoptose ainsi que l'inhibition de l'expansion de la cellule. Ces miRNA 

pourraient être des marqueurs importants dans la réponse aux traitements. 

 

La méthylation du promoteur du gène RASSF1A dans le sang semble corrélée au 

pronostic du patient atteint de neuroblastome
328

. Alors que ce promoteur est en majorité 

hyperméthylé dans la tumeur (94%), sa méthylation est moindre dans le plasma (25%). Sa 

déméthylation est liée à un pronostic plutôt sombre. De nombreuses études sont en cours avec 

comme objectif le suivi de la méthylation du promoteur dans le temps et pourrait, à terme, 

être utilisé comme marqueur.  

 

Pour d'autres types de tumeurs résultant d'un facteur de transcription chimère suite à la 

fusion de 2 gènes, l'observation de cette altération est plus complexe dans le plasma et 

demande une connaissance préalable des points de cassure de la translocation. 

Ainsi, dans le sarcome d'Ewing, le suivi de la fusion EWS-FLI1 dans le plasma n'a été 

possible qu'après sa caractérisation à l'aide un panel d'amplicons séquencés sur la tumeur pour 

pouvoir proposer des primers spécifiques pour détecter cette fusion chez 20 patients
329,330

.  

La fusion PAX3-FOXO1, liée au rhabdomyosarcome alvéolaire, a dû d'abord être 

séquencée en Sanger après une RT-PCR à partir de l'ARN puis de l'ADN de la tumeur pour 

caractériser le breakpoint
331

. La maladie a pu ainsi être suivie dans le sang et également dans 

la moelle osseuse. Les quantités de cette fusion détectée par qPCR dans le sang étaient 

corrélées avec le statut de la maladie tel qu'une diminution de fragments d'ADN portant la 

fusion dans le sang lorsque la maladie régressait. L'analyse, de par ses nombreuses étapes et 

sa complexité, n'a été ainsi possible que pour un seul patient. 
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De façon surprenante, les tumeurs osseuses pédiatriques comme les ostéosarcomes 

peuvent parfois contenir des taux d'ADN tumoral circulant élevés. Cependant la détection 

d'altérations à des fréquences élevées telles que des translocations de TP53 ou des mutations 

dans le gène ATRX dans le sang serait plutôt possible grâce à des nodules issus de métastases 

de la tumeur
332,333

. 

 

Les tumeurs du rein sont composées à 90% de tumeurs de Wilms et ces tumeurs sont 

traitées par chimiothérapie néo-adjuvante après confirmation clinique et radiologique mais 

leur histologie n'est réalisée qu'après néphrectomie, une biopsie étant trop risquée. Chez les 

patients atteints de ces tumeurs, la caractérisation par WES de l'ADN circulant permis de 

détecter des mutations associées aux tumeurs de Wilms dans des gènes tels que WT1, DICER1 

ou CTNNB1 ou des altérations en nombre de copies telles qu'un gain du 7q dans le plasma de 

l'ensemble des cas étudiés
334

. Certains patients avec une maladie pourtant localisée 

possédaient également des altérations uniquement dans le plasma dans des gènes tels 

qu'ARID1B, SIX1 et CTNNB1 suggérant que l'analyse du plasma reflète mieux de 

l'hétérogénéité clonale que celle de la tumeur. Un cas de sarcome à cellules claires du rein et 

un de carcinome à cellules rénales présentait également des altérations communes entre la 

tumeur et le plasma. La caractérisation par WES pourrait être ainsi un outil intéressant dans le 

diagnostic moléculaire des tumeurs du rein. 

 

Pour le rétinoblastome, 92% des altérations en nombre de copies détectées dans des 

tumeurs d'yeux énucléés étaient retrouvées dans l'ADN circulant de l'humeur aqueuse. 

Aucune analyse n'a été faite dans le sang mais la présence de ctDNA reste envisageable au vu 

de la vascularisation de ces tumeurs. 
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D'autre part, l'analyse avec un panel commercial Ion AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel 

v2 couvrant 50 oncogènes chez 44 patients atteints de 14 cancers pédiatriques différents 

(neuroblastome, tumeur rhabdoïde du rein, néphroblastome, hépatoblastome, ostéosarcome, 

Fibrosarcome,…) a permis de détecter dans le plasma de nombreuses altérations caractérisant 

le type de cancer dont les patients étaient atteints telles que des délétions de SMARCB1 pour 

les tumeurs rhabdoïdes, de WT1 pour les néphroblastomes (certainement caractérisé par qPCR 

car ce gène n'est pas inclus dans le panel) ou de mutations de ALK pour le neuroblastome
335

. 

Pour 3 cas, des mutations ont continué à être détectées après chirurgie de la tumeur primaire 

et des lésions métastatiques distantes ont pu être mises en évidence. L'ADN circulant est donc 

un excellent représentant de l'hétérogénéité de la maladie. 

 

Cependant, les tumeurs cérébrales sont encore un défi. Si la maladie reste dans le 

système nerveux central, le ctDNA ne pourra franchir la barrière hématoencéphalique et ainsi 

ne sera pas détectée dans le sang. Certaines tumeurs cérébrales telles que le médulloblastome 

ou le gliome semblent diffuser du ctDNA dans le sang mais aucune donnée clinique n'a été 

rapportée pour ces cas (métastase extra-crânienne ?)
290

. L'utilisation du liquide 

céphalorachidien est donc recommandée malgré sa difficulté de prélèvement et sa faible 

quantité. Des mutations dans des gènes propres au gliome tels que IDH1 ou H3F3A (mutation 

K27M) ont pu être détectées par droplet PCR chez deux jeunes enfants dont un pour lequel 

aucune information génétique de la tumeur n'était disponible
278

. La mutation K27M dans le 

gène codant l'histone H3F3A a également pu être détectée dans le LCR en séquençage Sanger 

chez 2 enfants atteints de gliome. Cependant, des volumes de LCR permettant cette détection 

étaient élevés (de 0,4 à 2 mL) et ceci avait été possible suite à la pause de réservoir pour le 

traitement chez ces patients
336

. 
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Même si les études sur l'ADN circulant dans les cancers pédiatriques sont peu 

nombreuses, l'ADN circulant commence à être utilisé comme outil de diagnostic clinique 

(recherche du MYCN circulant, en Oncoscan™ ou WGSlc sur le plasma pour les cas de 

neuroblastome).  

En recherche, la plupart des études se limitent à un panel restreint de gènes et ne 

permettent pas de suivre la maladie dans sa totalité et mieux comprendre l'échappement aux 

traitements. Au vu du contenu tumoral des plasmas de patients atteints de tumeurs 

pédiatriques, des séquençages couvrant une majeure partie du génome sont possibles tels que 

le WES voir le WGS avec des couvertures standards. Certaines métastases semblent avoir 

acquis de nouvelles altérations qui peuvent être détectées grâce à l'ADN circulant. Ces 

altérations supplémentaires par rapport à la tumeur sont une aide précieuse dans la 

compréhension de l'évolution de la maladie et de son hétérogénéité. De plus, le mosaïsme dû 

aux cellules hématopoïétiques étant lié à l'âge, il est donc très peu présent chez l'enfant 

contrairement à l'adulte et il ne pourra donc pas parasiter la détection d'altérations sous-

clonales
313,337

. 

En somme, l'hétérogénéité moléculaire et son évolution parfois imprévisible et agressive 

des tumeurs pédiatriques ainsi que leurs difficultés d'accessibilité pourraient rendre l'ADN 

circulant indispensable comme aide au diagnostic et au suivi clinique. 
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2 Hypothèse et objectif 

Chez les enfants atteints de cancer, l'ADN circulant et ses nombreuses propriétés 

semblent être un outil adéquat pour permettre l'analyse des altérations génétiques d'une 

tumeur. De plus, l'ADN circulant pourrait être utilisé comme outil diagnostique en l'absence 

de biopsie permettant d'accéder à la tumeur. 

En outre, cet outil permettrait de suivre l'évolution de la tumeur dans le temps (pendant 

le traitement, au cours du suivi) afin de détecter une modification des altérations génétiques 

pendant le traitement et en cas de rechute. 

 

Avec la possibilité de prélèvements successifs peu invasifs, l'ADN circulant semble un 

bon moyen pour étudier l'hétérogénéité clonale et la plasticité des tumeurs. 

 

Pour cette étude, les tumeurs pédiatriques ont été étudiées au diagnostic et dans leurs 

évolutions pendant le traitement à travers la caractérisation par l'ADN circulant. 

A partir de protocoles de recherche clinique impliquant l'Institut Curie, de nombreux 

échantillons de plasmas ou de LCR provenant de patients atteints de tumeurs pédiatriques ont 

pu être collectés. 

Ainsi, deux stratégies basées sur l'analyse de l'ADN circulant et ses propriétés ont pu 

être proposées et basées sur : 

- L'étude de la génétique des tumeurs par l'ADN circulant reposant sur des séquençages 

par WES et des séquençages ciblés. 

- L'étude pour inférer l'expression génique et l'épigénétique des tumeurs par l'ADN 

circulant par l'analyse des TSS, de la chromatine et du méthylome. 
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Finalement, dans certains cas, ces approches pourraient être utilisées comme aide au 

diagnostic moléculaire clinique avec une description d'altérations génétiques pouvant être des 

cibles thérapeutiques ou comme aide à la classification lors du diagnostic. 

  



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 66 - 

3 Résultats 

Différentes cohortes d'enfants atteints de cancers ont permis de collecter un nombre 

importants d’échantillons de plasmas et de LCR (n=488). 

Ces patients ont été inclus dans des études menées par l'Institut Curie ou en partenariat 

après signature du consentement selon la réglementation en vigueur : 

 

- L'étude multicentrique non interventionnelle PHRC IC2007-09 a permis de récolter 

de nombreux plasmas prélevés chez des patients atteints de neuroblastome. 

- Le programme multicentrique MappyAct coordonné par l'Institut Gustave Roussy a 

proposé une étude ancillaire permettant de récolter les plasmas de patients lors de leur 

rechute (ClinicalTrials.gov Identifier : NCT02613962). 

- L'étude multicentrique non interventionnelle PNET 5 incluant des patients atteints de 

médulloblastome a permis de récolter de nombreux échantillons de LCR 

(ClinicalTrials.gov Identifier : NCT02066220). 

- L'étude interventionnelle NGS Kids unicentrique à l'Institut Curie a été basée sur la 

détection d'altérations génétiques dans les fluides corporels chez des patients atteints 

de tumeurs pédiatriques de haut risque (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02546453). 

 

Dans un premier temps, les quantités d'ADN circulant extraits de plasma et de LCR ont 

pu être déterminées. 
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3.1 Quantité d'ADN circulant selon le type de tumeur pédiatrique 

Le plasma a été séparé du sang dans un tube EDTA standard par centrifugation à 2000 

rcf pendant 10 minutes puis congelé à -80°C dans les 1 à 24 heures suivant la séparation. 

Pour la majorité des cas, le plasma a été séparé dans les 2 à 4 heures suivant le 

prélèvement pour une qualité optimale de l'ADN circulant
338–340

. Au-delà de ce temps, les 

globules blancs présents dans le sang risquent d'être dégradés et de libérer leur ADN 

génomique. 

 

3.1.1 Extraction de l'ADN circulant, quantification et qualification  

L'ADN circulant a été extrait en utilisant le QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit™ de 

Qiagen® avec le Qiavac24s system™ couplé à une pompe à vide. Les quantités de plasma 

étant variables (50 µL à 4 mL), les volumes les plus faibles ont été complétés avec du PBS 

(Phosphate-Buffered Saline) 1X pour obtenir des volumes similaires d'échantillons lors d'une 

même série d'extractions. Le protocole du constructeur a été suivi avec une élution dans 36 µL 

qui est le volume minimal pour recouvrir les membranes présentes sur les colonnes 

d'extractions. 

 

A partir de 2018, une adaptation de protocole avec l'utilisation d'un nouveau kit 

QIAamp MinElute ccfDNA kit™ a été initiée.  

Ce kit fonctionnant avec des billes magnétiques pour l'isolation de l'ADN circulant, 

seulement 1 mL de plasma a été extrait pour l'extraction avec ce kit pour une meilleure 

fixation sur support magnétique. Un meilleur rendement et des extractions plus rapides ont été 

obtenus avec ce kit. 
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L'ADN circulant a ensuite été dosé par Qubit™ avec le kit High Sensitivity (HS). En 

fonction de la taille des séries et de la concentration des échantillons, l'ADN circulant a été 

qualifié sur puces High Sensitivity DNA au bioanalyzer 2100 d'Agilent® (avec une sensibilité 

de 500 pg/µL d'échantillon, Figure 3.1.1) ou avec le kit HS Small Fragment du Fragment 

Analyzer d'Agilent® (avec une sensibilité de 50 pg/µL). Un pic majoritaire de 160 à 200 bp 

devait être observé et sa concentration a été retenue. 

 

 

  
Figure 3.1.1 : Electrophorèse d'ADN circulant sur puces HS DNA au Bioanalyzer 2100. A gauche un profil 

propre avec un pic majoritaire à 170 pb correspondant à un nucléosome puis des multiples de ce pic pour des di- 

et tri- nucléomes. A droite, un échantillon contaminé avec de l'ADN en haut poids moléculaire provenant de 

l'ADNg de globules blancs dégradés. 
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3.1.2 Quantités différentes selon les types de tumeurs 

 

Figure 3.1.2 : Quantité d'ADN circulant par pathologie au diagnostic (○)  ou la rechute (∆) avec une échelle 

log10. 

 

Près de 500 échantillons de plasmas et de LCR au moment du diagnostic (n=180) ou de 

la rechute (n=286) ont pu être extraits au sein de l'équipe RTOP. Pour être comparables, les 

quantités d'ADN circulant ont été extrapolées à 1mL de plasma (Figure 3.1.2). 

Selon le type de tumeur, une quantité différente d'ADN circulant est observée (Anova p-

value 3,21e-02) ainsi qu'une diminution des quantités d'ADN circulant très significative entre 

diagnostic et rechute (Wilcoxon p-value 2,56e-24). Cependant cette différence peut être 

considérée comme biaisée car seulement une trentaine de cas sont pairées avec le diagnostic 

et la rechute d'un même patient et un nombre important de patients ont eu des rechutes peu 

volumineuses telles que des nodules ou micronodules pulmonaires n'émettant peut-être pas la 

même quantité d'ADN circulant qu'une rechute localisée sur le site primaire de la tumeur. 
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Les neuroblastomes sont connus pour relâcher des quantités parfois gargantuesques 

d'ADN circulant
290,324,325

. Dans cette pathologie, les extractions contiennent des quantités très 

importantes d'ADN circulant (médiane 91,60 ng/mL de plasma, quantité de 1,21 à 49 700 

ng/ml) en comparaison avec les autres tumeurs (Wilcoxon p-value 3,78e-14). Ces taux 

peuvent peut-être s'expliquer par une vascularisation importante des tumeurs avec des aspects 

souvent nécrotiques et atteintes métastatiques fréquentes. 

 

Les ostéosarcomes semblent avoir des quantités mineurs d'ADN circulant (Wilcoxon p-

value 3,65e-5 ; médiane 23,67 ng/ml, quantité de 0 à 134 ng/ml). Ces tumeurs touchant l'os 

sont très peu vascularisées sans forcément de contact avec les tissus mous pouvant expliquer 

une circulation moindre de son ADN circulant. Ces cancers touchent également plus souvent 

des adolescents qui possèdent naturellement moins d'ADN circulant que les enfants
216,217

. 

 

Même si aucune différence significative n'a été observée, comparés à l'ensemble des 

quantités d'ADN circulant des autres tumeurs, les néphroblastomes ainsi que les 

rétinoblastomes possèdent également de fortes quantités d'ADN circulant pouvant 

certainement s'expliquer par une taille importante de la tumeur pour la première et une 

vascularisation importante pour les deux.  

 

Concernant les tumeurs cérébrales, aucune différence significative n'a été observée entre 

les quantités observées dans le plasma (mediane 18,31 ng/ml, quantité de 6,84 à 30,75 ng/mL) 

et le LCR (mediane 49,71 de 4,60 à 442,75 ng/mL). Cependant et contrairement au LCR, 

l'ADN circulant est toujours présent dans le sang chez un individu même sain.  
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A cette étape, la quantité d'ADN tumoral circulant, ctDNA dans chaque ADN circulant 

ne peut être établie. Cependant les fortes quantités d'ADN circulant pour certains types de 

tumeurs telles que le neuroblastome laissent suggérer un ratio important de contenu tumoral.  

 

3.2 Séquençage d'exome à partir de l'ADN circulant 

Pour mieux répondre à la complexité, sur le plan génétique, des tumeurs pédiatriques et 

la faible fréquence de marqueurs récurrents, un séquençage de l'exome complet est le plus 

adapté
9
. Malgré les fortes quantités d'ADN circulant relarguées par dans certains types de 

tumeurs tels que le neuroblastome, les quantités d'ADN circulant réellement utilisables 

restaient tout de même faibles (pour 100 µL de plasma, seul 10 ng avait été extrait). Les 

protocoles de WES existants ont dû être adaptés pour permettre l'étude d'une faible quantité 

de départ.  

Parmi les trois principaux protocoles de capture d'exomes commercialisés que sont les 

kits Illumina®, Agilent® et Roche®, le kit Roche® semblait le plus adapté notamment avec 

la technologie Kapa™ permettant la construction de librairies avec une faible quantité d'ADN 

(en partant d'1 ng d'ADN). La technologie Illumina® basée sur tagmentation et donc la 

nécessité d'une fragmentation enzymatique a été très vite écartée, ne répondant pas au 

découpage de 160 pb de l'ADN circulant. Le kit Agilent® a également été éliminé car il 

nécessitait une quantité d'ADN de 200 ng pour un résultat interprétable. 

 

3.2.1 Construction des librairies et capture d'exome 

Suite à l'extraction de l'ADN circulant, les librairies ont été construites avec le Kapa 

Library Preparation Kit Illumina platforms™. L'ADN circulant n'avait pas besoin de 

fragmentation et pour augmenter le rendement de librairies, l'étape de ligation des adaptateurs 
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pour le séquençage Illumina et l'identification des échantillons furent modifiées avec un ratio 

de 10:1 et laissée sur la nuit (au lieu de 15 minutes). L'étape de sélection de taille fut 

conservée pour retirer les fragments de moins de 250 bp et de plus de 450 pb (ADN circulant 

avec adaptateurs : 160 + 130 =290 bp). Une PCR de 9 cycles, soit 2 cycles additionnels en 

comparaison avec le protocole standard, fut réalisée. Le reste du protocole fut suivi selon les 

recommandations du fabricant. 

L'étape de sélection de taille permettait de seulement conserver le pic mononuclésome 

de l'ADN circulant retirant ainsi l'ADNg en cas de contamination mais également les pics de 

di-, tri-nucléosome, etc (Figure 3.2.1). Un test de séquençage par WES sans sélection de taille 

d'un échantillon d'ADN circulant ne montra aucune information supplémentaire dans les ADN 

circulants issus de multi-nucléosome et la capture de l'exome fut moins efficace. 

 
Figure 3.2.1 : Electrophorégramme du cfDNA extrait puis utilisé pour la librairie passée sur Bioanalyzer 2100 

avec une puce HS DNA. Avec un plasma de bonne qualité contenant un pic majoritaire de 170bp pour le cfDNA 

(A) et un de mauvaise qualité avec une contamination d'ADNg en haut poids moléculaire (B). La construction 

des librairies permet de conserver seulement le pic de 170 pb avec ajout d'adaptateurs de 130 pb. 
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La capture d'exome a été réalisée avec SeqCap EZ Human Exome Kit v3.0 (Nimblegen 

Roche Sequencing™) selon le protocole du fabricant. Huit échantillons ont été multiplexés au 

sein d'une même capture puis séquencés sur 3 lignes de flowcell High-Output d'HiSeq2500™ 

en Paired-End 100 pour une couverture théorique de 100x. Ce protocole a également été 

utilisé sur des échantillons fixés en FFPE avec seulement 10 ng d'ADNg et avec une 

fragmentation de l'ADN par Covaris® ME220. 

 

3.2.2 Pipeline bio-informatique 

Arès le séquençage, l’application de pipelines bio-informatique a pour objectif 

d’identifier des altérations génétiques (SNV, altération de nombre de copies) dans les 

différents échantillons. Pour cela , après alignement par Bowtie2 permettant les mismatch à 

4%, les fichiers BAM ont été nettoyés selon les recommandations Genome Analysis Toolkit 

en enlevant les duplicats
341,342

. 

La recherche de variants de nucléotide unique (SNV : Single Nucleotide Variant) dans 

les WES a été réalisée avec 3 outils : GenomeAnalysisTK-3.5 UnifiedGenotyper, 

HaplotypeCaller, and Samtools-0.1.18
343

. L'outil Annovar-v2013-07-29 avec les bases de 

données cosmic-v64, dbsnp-v137et RefSeq a été utilisé pour l'annotation et la prédiction 

fonctionnelle a été réalisée avec Polyphen2, LRT, MutationTaster et Sift
344–348

. Les SNVs 

avec une qualité <30, une couverture <20 dans la tumeur ou le plasma et avec moins de 2 

reads supportés par le variant ont été éliminés. Seuls les SNVs non synonymes ou synonymes 

avec un identifiant COSMIC dans les exons des gènes codants ou dans un site d'épissage ont 

été gardés. Les variants reportés avec une fréquence de plus de 1% dans les bases de données 

1000 genomes (1000gAprl_2012) ou Exome Sequencing Project (ESP6500) ont été 

considérés comme des polymorphismes et évincés.  
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En parallèle, un séquençage par WES sur l'ADN génomique de la tumeur primaire et sur 

l'ADN constitutionnel a également été réalisé. Ainsi, l'ADN constitutionnel du patient a été 

utilisé comme filtre avec une couverture supérieure à 10 reads et un variant présent dans 

moins de 2 reads pour que l'altération soit considérée comme somatique. Les altérations 

étaient ensuite validées ou rejetées une à une après visualisation par Integrative Genomics 

Viewer (IGV)
349

. 

Les altérations de nombre de copies ou ACN, ont été analysées avec VarScan.v2.3.5 et 

DNAcopy-1.42.0.
350,351

. Une estimation du contenu tumoral dans la tumeur primaire ou 

l'ADN circulant a été réalisée avec Sequenza
352

. 

 

3.3 Etude de l'évolution clonale du neuroblastome par l'ADN circulant 

Pour étudier l'évolution clonale, l'ADN circulant de patients atteints de neuroblastome a 

été séquencé par WES (Publication en annexe)
353

. Dix-neuf patients atteints de neuroblastome 

avec des plasmas collectés pendant le suivi ont été sélectionnés. Pour ces patients, un 

séquençage de la tumeur et de l'ADN constitutionnel avait été réalisé par WES (n=9) ou par 

WGS (n=4) (Tableau 1). 

 

3.3.1 Comparaison entre la tumeur primaire et l'ADN circulant au 

diagnostic 

Une première étape de l‘analyse a porté sur une détermination du contenu du matériel 

tumoral dans chaque échantillon. Pour cela, l'analyse du contenu tumoral avec l'outil 

Sequenza a révélé une moyenne de 73% de cellule tumorale dans la tumeur (de 15% à 98%) 

et de 60% de ctDNA dans l'ADN circulant (de 3% à 99%). Dans chaque cas, des SNVs ont 
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été détectés dans le plasma au diagnostic et dans un seul cas, les altérations en nombre de 

copies n'ont pas été observées en raison d'un contenu tumoral trop faible. 

Dans un premier temps, les altérations en nombre de copie ont été analysées. Sur un 

total de 162 altérations en nombre de copie détectées, 151 altérations sont communes à la 

tumeur et au plasma. Trois sont spécifiques à la tumeur et 8 au plasma (Figure 3.3.1). Pour 11 

cas pour lesquels l'ADN circulant avait aussi pu être analysé avec les puces Oncoscan™, les 

mêmes altérations ont été observées
324

. Une amplification du gène IGF1R a ainsi été 

confirmée par ces deux techniques mais également par qPCR (Figure 3.3.2 B).  

 

Ensuite, les SNVs ont été analysés et une moyenne de 19 SNVs (de 9 à 69) communs a 

été observée entre la tumeur et l'ADN circulant incluant des gènes connus pour être impliqués 

dans le neuroblastome tels que ALK ou d'autres gènes de la voie MAPK mais également des 

oncogènes tels que ARHGAP pour 3 cas, NOTCH pour 1 cas ou MLL pour 4 cas. En 

moyenne, 6 SNVs ont été observés uniquement dans la tumeur et 22 uniquement dans l'ADN 

circulant (Figure 3.3.1). 
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3.3.2 Analyse des plasmas à la rechute ou lors de rémission 

 
Figure 3.3.1 :A gauche, Diagramme de Venn des moyennes de mutations détectées au diagnostic en WES entre 

dans la tumeur et le plasma puis pour les patients en rémission partielle (PR) ou complète (CR) en gris ou avec 

une rechute en rouge. A droite, diagramme de Venn pour les altérations en nombre de copies. 

  

Un séquençage par WES a également été réalisé sur un plasma recueilli dans un second 

temps dans le traitement du patient. Pour 8 patients, cela correspondait à une rémission 

partielle ou complète (PR/CR) tandis que pour 9 autres, une rechute avait été confirmée (PD).  

Pour les patients en PR/CR, une moyenne de 6 SNVs (de 2 à 12) a été observée entre la 

tumeur primaire, l'ADN circulant au diagnostic et l'ADN circulant après le traitement (Figure 

3.3.1). La majorité des mutations détectées au moment du diagnostic disparait après le 

traitement et notamment les mutations ALK (Figure 3.3.2 D). Pour 3 cas, un nouveau SNV a 

émergé détecté par ce second WES (mutations dans les gènes ZNF814, ILDR2, RREB1). 

 

Pour les patients avec une rechute, les fractions tumorales dans le plasma étaient de 

67% en moyenne (de 43% à 89%) permettant de caractériser des altérations en nombre de 

copies pour 5 cas. Pour ces patients en PD, 10 SNVs en moyenne (de 3 à 21) étaient communs 

entre le plasma au diagnostic et le plasma à la rechute tels qu'une mutation dans ALK. Une 
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moyenne de 22 nouveaux SNVs (de 0 à 55) est apparue à la rechute dans le plasma avec des 

mutations dans des gènes décrits comme jouant un rôle dans le cancer comme KRAS, ADCY7 

ou NCOR1 (Figure 3.3.2 E). Une analyse de voies de signalisations ciblées par ces altérations 

a permis d'observer un enrichissement dans les voies MAPK précédemment décrites dans le 

neuroblastome et également dans la voie de signalisation de la protéine A (Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA))
6
.  

Pour les 5 cas avec un profil d'altérations en nombre de copies interprétables, 16 

nouvelles altérations ont été observées dans le plasma à la rechute en comparaison à celui au 

diagnostic (Figure 3.3.1) incluant une amplification du gène CDK4 (Figure 3.3.2 C) ou du 

gène CDK6 associée à une délétion de BCL11A. 

 
Figure 3.3.2 : Altérations génétiques observées entre la tumeur primaire et le cfDNA (A). Gain observé du gène 

IGF1R sur le chromosome 15 dans le cfDNA (B). Amplification du gène CDK4 détecté dans le cfDNA à la 

rechute, l’ADN de la tumeur à la rechute n'était pas disponible(C). Double mutation dans le gène ALK présente 

au diagnostic dans la tumeur (30%-17%) et le cfDNA (17%-2%) et absente du cfDNA après le traitement (G>T-

G>C, p.F1174L, chr2: 29443695) (D). Mutation KRAS absente au diagnostic dans la tumeur et le cfDNA et à la 

rechute à un niveau sous-clonal dans la tumeur (3%) et à un niveau clonal dans le cfDNA (28%) (C>T p.G13D, 

chr12: 2539828)(E). 
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Ces résultats en WES montrent une vue plus globale de la maladie dans sa spatialité 

mais également dans sa temporalité. 

3.3.3 Séquençage ciblé sur l'ADN circulant 

Au total, l'analyse des tumeurs et des ADN circulants au diagnostic par WES de patients 

atteints de neuroblastome a permis de détecter 1211 SNVs tumeurs (et ADN circulant) 

spécifiques. Pour permettre de modéliser l'évolution clonale, un panel contenant l'ensemble de 

ces SNVs a été dessiné. Puis, l'ADN circulant issu de l'ensemble des plasmas recueillis à 

différents temps du traitement a été séquencé à une profondeur de 1000x  (Figure 3.3.3). 

 
Figure 3.3.3 : Plan d'analyse de l'évolution clonale dans le neuroblastome. 

3.3.3.1 Design et mise au point du séquençage ciblé 

Le panel a été dessiné avec des régions de 100 pb et en leurs centres les SNVs identifiés 

en WES puis soumis au logiciel Nimbledesign™ de Roche®. Le panel couvrait 

théoriquement 99,4% de régions contenant les mutations pour une taille de 110kb. Le 

maintien de la technologie Roche® a permis d'utiliser le même protocole pour la construction 

des librairies. Cependant la taille réduite du panel a nécessité une double capture 

contrairement à l'exome pour augmenter l'enrichissement de nos cibles
354

. Après une 
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incubation de 16 h et une purification, une PCR de 5 cycles a été appliquée aux échantillons 

post capture et une nouvelle capture a été réalisée sur la nuit. Après purification, une PCR de 

14 cycles a été réalisée. 

La double capture a été faite sur des pools de 12 échantillons puis séquencée sur 

MiSeq™ avec des kits V3 pour une couverture espérée de 1000x. 

Aucune différence significative (T test pvalue = 0,897) et une très forte corrélation (R
2
 

= 0,899 ; Figure 3.1) ont été observées entre les fréquences alléliques du WES et celles du 

séquençage ciblé indiquant une concordance entre les deux techniques. Une sensibilité de 1 % 

pour le séquençage ciblé contre 5 % pour le WES a pu être établie avec une série de dilutions 

d'un ADN circulant à forte fraction tumorale (Figure 3.3.4). 

  

Figure 3.3.4 : Sensibilité et spécificité du TargetSequencing. Comparaison entre fraction allélique des SNVs 

dans le WES et le TargetSeq (A gauche). Une forte corrélation est observée entre les deux techniques 

(R²=0.899). Dilutions en série du cfDNA d'un patient (avec un fort contenu de ctDNA dans le plasma > 90%) (A 

droite) avec l'ajout de cfDNA d'un donneur sein à 50%, 40%, 30%, 20% et 10%. Six mutations détectées par le 

WES dans la tumeur primaire et dans le cfDNA et suivies : MOSPD2 (88,68% ; C>A ; p.Q487K ; 

chrX:14937833), FAT4 (43,10% ; C>A ; p.P248Q ; chr4:126238309), IL1R1 (32% ; G>T ; p.E276X ; 

chr2:102788365), ALK (29,61% ; C>A ; p.L1196M ; chr2:29443631), TLE2 (42% ; C>A ; p.R385S ; 

chr19:3005948), CACNA1G (30.26% C>A ; p.R2195L ; chr17:48703943). 

 

3.3.3.2 Suivi des altérations dans le plasma 

Le séquençage haute profondeur par panel ciblé a permis d'analyser le plasma obtenu au 

diagnostic et celui après le traitement de tous les patients mais également des points 
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intermédiaires de plasma pour 9 patients avec une couverture de séquençage plus élevée pour 

la recherche d'évènements sous-clonaux. 

 

Pour 9 cas, les fréquences alléliques de leurs SNVs ont pu être suivies pendant le 

traitement avec 2 à 6 prélèvements de plasma intermédiaires. Pour chaque cas, la fréquence 

allélique était en corrélation avec le statut clinique. Par exemple, pour un patient avec une 

maladie en rémission, une diminution de la fréquence allélique des mutations détectées au 

diagnostic était observée et pour un autre, une diminution lors de la première chimiothérapie 

était observée puis une augmentation suite à une progression de la maladie (Figure 3.3.5). 

  
Figure 3.3.5 : Evolution de la fréquence allélique des mutations dans les échantillons séquentiels de 

cfDNA. Les fréquences obtenues grâce au WES sont comparées avec celles obtenues en Target dans le plasma et 

la tumeur au diagnostic (si cette dernière était disponible) puis le TargetSequencing est utilisé pour suivre ces 

mutations dans le temps dans les plasmas successifs. Le premier cas montre une disparation des mutations suite à 

la chimiothérapie (à gauche). Le second montre une résurgence des mutations corrélée à une progression 

métastatique de la maladie mais avec des fréquences différentes comparées à celles du diagnostic (à droite). 

 

Pour 17 SNVs détectés par WES au moment de la rechute et répartis dans le plasma de 

5 patients, la forte couverture du panel a permis de détecter également ces altérations à un 

niveau sous clonal au diagnostic (moyenne de fréquence allélique de 0,84% allant de 0,33 à 

2,91%) suggérant que ces altérations pouvaient être contenues dans des clones mineurs au 

diagnostic ayant émergé pour devenir majeurs à la rechute (Figure 3.3.6). Parmi ces gènes 

altérés, 10 étaient impliqués dans la neuritogénèse et 5 dans le cycle cellulaire (IPA network 

analysis). 
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Figure 3.3.6 : Emergence d'une mutation observée par TargetSequencing sur IGV. Une mutation dans le gène 

HTN3 a été détectée seulement à la rechute dans le plasma par WES. Cette mutation est confirmée avec la même 

fréquence allélique par le séquençage ciblé mais la couverture plus forte permet de détecter cette mutation à un 

niveau sous clonal dans le cfDNA au diagnostic. 
 

3.3.3.3 Modélisation de l'évolution clonale 

Le suivi des altérations dans les plasmas a pu être utilisé pour inférer à des clones en 

fonction des SNVs, de leurs fréquences et leurs dynamiques et ainsi permettre de modéliser 

une évolution clonale avec l'outil Fishplot
355,356

. La modélisation a ainsi été possible pour 2 

patients. 

Par exemple, un patient a présenté une progression métastatique puis une maladie stable 

et par la suite sur le plan génétique, un clone persistant et résistant avec une concomitance de 

la disparition des autres clones a été identifié. Ce clone est caractérisé par une mutation dans 

le gène HERC2 codant une protéine ligase de l'ubiquitine (Figure 3.4.5 A). Un second cas 

présentait 2 clones mineurs dans la tumeur au moment du diagnostic avec ensuite une 

augmentation de la fréquence allélique des mutations dans les gènes ADRM1, BMPR2 et 

CELSR1 lors du traitement (de 10% à 20% et de 1% à 5%) (Figure 3.4.5 B). 
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Figure 3.4.5 : Hypothèse 

d'évolution clonale basée sur la 

fréquence allélique des mutations 

détectées dans des plasmas 

séquentiels. Le clone ancestral est 

représenté en gris. 

 

Pour le premier cas, un sous clone 

au diagnostic (en rouge) devient 

résistant à la chimiothérapie et 

prend la place du clone majoritaire 

(en orange) entrainant la rechute 

(A). 

 

Pour le second cas, deux sous 

clones dérivés du clone ancestral 

sont présents au diagnostic (en 

rouge et en orange). Après la 

chimiothérapie, ces sous-clones 

semblent plus résistants à la 

chimiothérapie et leur 

collaboration avec le clone 

primaire pourrait être responsable 

de la rechute(B). 

 

Cette étude a été publiée dans Clinical Cancer Research : DOI: 10.1158/1078-

0432.CCR-17-1586
353

. Article en annexe 
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3.4 Evolution clonale dans les cancers pédiatriques 

Suite à ces résultats pour des patients atteints de neuroblastome, une étude chez des 

patients atteints de tumeurs de hauts risques a été proposée (n=31). Cette étude nommée NGS 

Kids, était une étude prospective interventionnelle non thérapeutique institutionnelle 

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02546453). Pour élargir l'étude, des échantillons provenant 

d'une étude rétrospective sur des patients atteints de neuroblastome ont également été ajoutés 

(n=20).  

 

Type de Cancer 
Nombre de 

patients 

Age au 

diagnostic(mois) 

Nombre de 

plasmas 

Durée du suivi 

(mois) 
Neuroblastome 12+20 6 - 125 1 - 9 0 - 30 

Rhabdomyosarcome 7 24 - 172 2 - 7 2 - 26 

Sarcome d'Ewing 3 44 - 132 4 - 6 3 - 20 

MPNST 2 84 - 114 2 - 3 0,2 - 1 

Gliome 2 80 - 218 2 - 3 0,4 - 2 

Tumeur du foie 2 19 - 49 1 - 7 0 - 9 

Tumeur cérébrale NOS 1 38 1 0 

ATRT 1 47 1 0 

Tableau 2 : Récapitulatif des types de tumeurs donc le plasma a été étudié par WES. Pour les 

neuroblastomes, 12 cas sont issus de l'étude prospective NGS Kids et 20 cas proviennent d'une étude 

rétrospective. MPNST : Malign Peripheral Nerve Sheath Tumors, NOS : Not Otherwise Specified, ATRT : 

Atypical Teratoid Rhabdoid Tumor. 

 

3.4.1 Utilisation du WGS low coverage pour déterminer le contenu 

tumoral dans l'ADN libre 

Sur chaque plasma au diagnostic, un WGS low coverage (0,1-2x) a été réalisé avec les 

librairies précaptures pour connaitre les quantités de ctDNA dans le plasma. Les WES 

permettent également de connaitre le contenu tumoral mais avec une sensibilité moindre 

>20% pour le WES contre >5% pour le WGS low coverage. 
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Pour chaque échantillon de plasma au diagnostic, les prédictions données par des outils 

WES ont pu ainsi être comparées tels que Facets ou Sequenza avec ceux du WGS low 

coverage comme ichorCNA (Figure 3.4.1)
310,352,357

. 

 
Figure 3.4.1 : Boxplot de la prédiction du contenu ctDNA pour les WES avec Facets et Sequenza et le WGS 

Low Coverage avec ichorCNA. Chaque cas a été calculé par les différents outils et relié par une ligne en 

pointillés. 

 

 

Des disparités sont observées entre les outils, ichorCNA est plus sensible et prédit des 

contenus tumoraux jusqu'à 4 %. Sequenza semble également plus sensible que Facets pour 

certains cas avec 12 % de contenu tumoral détecté par Sequenza contre 19 % avec Facets 

mais Sequenza demande une relecture car son algorithme cherche à prédire un clone 

majoritaire qui peut être l'ADN sain (100 % pour Sequenza contre 0 % pour les autres outils). 

Même si Facets est légèrement moins sensible, l'outil ne demande pas une vérification 

systématique et possède de nombreux avantages comme un temps CPU très réduit comparé à 

Sequenza mais également la possibilité de fonctionner sans le germline du patient.  

Pour le reste de l'étude, ichor a été privilégié et Facets a été utilisé comme alternative en 

cas d'absence de WGS low coverage. L'association d'ichor avec le WGS low coverage et 
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Facets avec le WES a également permis une meilleure caractérisation des positions des 

altérations en nombre de copies. 

 

3.4.2 Comparaison des altérations génétiques détectées par WES entre 

la tumeur et le plasma 

 

3.4.2.1 Neuroblastome 

  
Figure 3.4.2: Diagramme de Venn des SNVs détectés dans les neuroblastomes par WES au diagnostic dans la 

tumeur et le plasma (à gauche) et pour les altérations en nombre de copies par WGS Low coverage (à droite). 

 

 

Le contenu tumoral dans le plasma des patients atteints de neuroblastome était assez 

élevé avec une médiane de 41% calculée par ichorCNA (et Facets pour 2 patients sans WGS 

low coverage). La proportion du ctDNA dans l'ADN circulant allait de 0 % à 98 %. Pour deux 

échantillons, le contenu en ctDNA a été estimé à 0%, l’un provenait d'un patient atteint d'un 

neuroblastome de stade 2 soit localisé et de bas risques et pour l'autre cas, l'échantillon était 

issu d'un prélèvement de plasma réalisé 10 jours après le début du traitement. 
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Figure 3.4.3 : SNVs communs au diagnostic entre la tumeur et le plasma tels BRCA2 (cas 36) et PIK3CA (cas 

44) et détectés dans le plasma en absence de tumeur tels que ALK (cas 33). 
 

Pour 7 patients, le matériel tumoral n'était plus disponible au diagnostic et les résultats 

de séquençage du plasma au diagnostic n'ont donc pas pu être comparés à ceux de la tumeur. 

Pour 2 patients, l'ADN constitutionnel des patients n'était pas disponible et seules les 

altérations en nombre de copies ont été analysées et comparées à celles de la tumeur pour un 

cas. 

 

Pour les 23 cas avec un trio de WES sur l'ADN constitutionnel, l'ADN tumorale et 

l'ADN circulant, une médiane de 14 SNVs allant de 1 à 57 a été observée dans la tumeur et le 

plasma (Figure 3.4.2), SNVs incluant notamment des oncogènes tels que BRCA2 ou PIK3CA 

(Figure 3.4.3). Une médiane de 2 SNVs allant de 0 à 31 a été détectée spécifiquement dans la 

tumeur, SNVs tels que KDM4D et une médiane de 2 SNVs allant de 0 à 35 a été détectée dans 

le plasma dont des SNVs dans les gènes CDH9 ou TET2. 

Pour les 7 cas sans WES sur la tumeur, une médiane de 29 SNVs a été observée allant 

de 10 à 54 SNVs avec des variants dans le gène ALK (F1174L) pour de 2 cas (28, 33) ou le 

gène TP73 ou STAG2 (Figure 3.4.3). 

 

Pour 24 cas, l'analyse des altérations en nombre de copies était possible, ne nécessitant 

pas l'ADN constitutionnel du patient. Une médiane de 12 altérations détectées allant de 0 à 26 
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altérations ont été observées dans la tumeur et le plasma, altérations telles que des 

amplifications récurrentes dans le neuroblastome du gène MYCN dans 11 cas, ALK, TERT, 

tous les deux dans 2 cas ou ITGA1 observé dans d'autres types de cancers comme le cancer du 

pancréas
358

. 

 

Le cas 21 est un bon reflet de l'hétérogénéité tumorale. L'ADN tumorale et l'ADN 

circulant possèdent de nombreuses altérations communes, 57 SNVs tels qu'une mutation dans 

le gène TERT (Figure 3.4.4) et 24 altérations en nombre de copies telles qu'une perte du 1p, 

un gain du 17 et également un chromothripsis sur le chromosome 15 (Figure 3.4.5). 

 

   
Figure 3.4.4 : SNVs observés pour le cas 21 au diagnostic : dans TERT, variant commun à la tumeur et au 

plasma ; dans MAPK10, variant spécifique à la tumeur et dans KIF1B, variant spécifique au plasma. 

 

La tumeur semble posséder ses propres altérations telles qu'un variant dans le gène 

MAPK10 (Figure 3.4.4) mais également des amplifications sur le chromosome 12 contenant 

les gènes CACNA1C (chr12: 2566733-2743578), CMAS (chr12: 21918863-22440262) (gène 

surexprimé dans des cancers du sein triple négatifs), KRAS (chr12: 24968390-25587246) et 

CDK4 (chr12: 57944177-60098792) (Figure 3.4.5)
359

. 
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Figure 3.4.5 : Profil d'altération en 

nombre de copies de deux cas de 

neuroblastome représentés par Facets 

avec les WES sur la tumeur (en haut) et 

le plasma (en bas) au diagnostic. 

 

A. Pour le premier cas (Cas 32), les 

mêmes altérations sont observées dans 

la tumeur et le plasma telles que des 

amplifications sur le chromosome 2 de 

MYCN (chr2: 15555651-16769308), du 

promoteur de ALK (chr2:30143176-

30775367) ou sur le chromosome 5 de 

TERT (chr5: 1200946-5182295) ou 

ITGA1 (chr 5: 51307439-52322786). 

 

B. Pour le second cas (cas 21), la 

majorité des altérations sont communes 

entre la tumeur et le plasma notamment 

un chromothripsis sur le chromosome 

15. Certaines altérations sont cependant 

spécifiques telles que des amplifications 

sur le chromosome 12 dans la tumeur 

contenant les gènes CACNA1C (chr12: 

2566733-2743578), CMAS (chr12: 

21918863-22440262) KRAS (chr12: 

24968390-25587246), CDK4 (chr12: 

57944177-60098792) et pour le plasma 

(chr12: 54765170-56117811) contenant 

les gènes ITGA5 et ITGA6. 

Des amplifications sont également 

observées sur le chromosome 19 

uniquement dans le plasma telles que le 

cluster de miRNA C19MC (chr19: 

54175287:54611734).  

 

La présence de nombreux gènes dans 

ces amplifications a permis à Facets de 

mieux caractériser ses amplifications 

contrairement à ichorCNA. 
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Des altérations sont également spécifiques au plasma comme une mutation dans le gène 

KIFB déjà observée dans des cas de neuroblastomes (Figure 3.4.4)
360

. Le chromosome 12 

possède également une région gagnée (chr12:54765170-5611781) contenant les gènes 

GTSF1, ITGA5, ITGA7, TESPA1 et NEUROD4 dont la surexpression a été décrite dans des 

cas de germinomes, cancer du poumon et du pancréas
361–364

. Des amplifications sur le 

chromosome 19 sont aussi présentes uniquement dans le plasma notamment le cluster de 

miRNA C19MC (chr19: 54175287:54611734), amplifié dans certains cancers notamment les 

tumeurs cérébrales de types ETMR (Figure 3.4.5). L'amplification de ce cluster pourrait jouer 

un rôle dans la reprogrammation des cellules pour les transitions EMT
365–367

. 

 

3.4.2.2 Rhabdomyosarcome 

  
Figure 3.4.6 : Diagramme de Venn des SNVs détectés au diagnostic dans les rhabdomyosarcomes de type 

alvéolaire ou embryonnaire par WES sur la tumeur et le plasma. 

 

Le contenu tumoral dans le plasma semble assez proche entre les deux types de 

rhabdomyosarcome avec une médiane de 5,13% allant de 0 à 33% pour les formes alvéolaires 

et une médiane de 5,79% allant de 0 à 67,3% pour les formes embryonnaires. 

 

Un nombre plus important de variants a été détecté dans le type embryonnaire que dans 

le type alvéolaire qui est plutôt dû à la fusion PAX-FOX
83

. Cependant le WES réalisé sur 
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l'ADN circulant ne permet pas de détecter cette fusion ayant lieu dans un intron des deux 

gènes pour la majorité des cas. 

Toutefois, une médiane de 7 SNVs communs entre la tumeur et le plasma a été détectée 

avec une mutation dans le gène CTC1 impliquée dans la maintenance des télomères. 

Cependant et en dehors de cette mutation, la plupart des variants détectés ne semblent pas être 

impliqués dans l'oncogènese (Figure 3.4.6)
368

.  

Chez les patients atteints de rhabdomyosarcome embryonnaire, une médiane de 15 

SNVs communs a été observée entre la tumeur et le plasma avec de nombreuses altérations 

dans des oncogènes tels que KRAS ou BCOR (Figure 3.4.7). Cependant, les altérations 

spécifiques semblent être moins présentes dans l'ADN circulant (médiane de 2 SNVs) que 

dans l'ADN tumoral (médiane de 16 SNVs). Certaines des mutations spécifiques à la tumeur 

touchent également des oncogènes tels que BRAF ou BCOR.  

Selon ces observations, certaines cellules du rhabdomysarcome paraissent relâcher peu 

ou pas d'ADN circulant. 

  
Figure 3.4.7 : SNVs observés au diagnostic dans le gène CTC1 pour un cas de RMS alvéolaire et dans les gènes 

KRAS et BCOR pour un cas de RMS embryonnaire dans la tumeur et le plasma avec l'outil IGV. 

 

Malgré un contenu tumoral peu élevé pour certains cas, le plasma présentait les mêmes 

altérations en nombre de copies que la tumeur hormis pour deux cas (1 aRMS et 1 eRMS) où 

aucune altération n'a été détectée dans l'ADN circulant. 
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Une médiane de 16 altérations (de 3 à 21 altérations) est observée dans le plasma 

contenant du ctDNA et la tumeur. De 1 à 9 altérations ont été observées seulement dans la 

tumeur contre 0 à 1 altération seulement dans le plasma. 

 

Pour un cas de RMS de type alvéolaire, une amplification sur le chromosome 9 et une 

sur le chromosome 12 ont été observées dans la tumeur et dans le plasma (Figure 3.4.8). Ces 

altérations ont déjà été décrites dans certains cas de RMS alvéolaires notamment pour 

l'amplification 12q13-q14 contenant de nombreux oncogènes tels que GLI1 et CDK4
369–371

. 

 

Figure 3.4.8 : Profils d'altérations en 

nombre de copies d'un cas de 

rhabdomyosarcome alvéolaire (Cas 25) 

représentés par Facets avec les WES sur la 

tumeur (en haut) et le plasma (en bas). 

 

Deux amplifications sont observées dans le 

chromosome 9 (chr9: 35228155-36930771) 

et le chromosome 12 (chr12: 57566929-

58378521). La deuxième amplification 

contient de nombreux oncogènes tels que 

GLI1 ou CDK4. 

 

La présence de nombreux gènes dans ces 

amplifications a permis à Facets de mieux 

caractériser ces amplifications 

contrairement à ichorCNA. 

3.4.2.3 Sarcome d'Ewing 

Le contenu de ctDNA dans le plasma a pu être prédit pour un seul cas de sarcome 

d'Ewing à 8,71% par ichorCNA avec 3 altérations communes à la tumeur et au plasma et 3 

uniquement observées dans la tumeur. Les autres cas avaient des profils sans altération en 

nombre de copies y compris pour la tumeur ne permettant pas de prédire le contenu en 

ctDNA. 
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A l'instar des RMS alvéolaires, la fusion caractéristique de ces tumeurs n'a pas pu être 

détectée par WES mais une médiane de 4 SNVs communs à la tumeur et à l'ADN circulant a 

été observée. Néanmoins, une médiane de 0 a été détectée dans le plasma contre une médiane 

de 2 SNVs allant de 0 à 22 pour la tumeur (Figure 3.4.9). Pour le cas présentant une forme 

localisée, les résultats ont montré un nombre important d'altérations dans l'ADN circulant. 

 

 
Figure 3.4.9 : Diagramme de Venn des SNVs détectés par WES au diagnostic dans les sarcomes d'Ewing entre la 

tumeur et le plasma (à gauche). Un SNV détecté sur le gène NRP2 dans la tumeur et le plasma (à droite). 

 

Ces tumeurs étant peu mutées et avec une libération de ctDNA limité, le WES n'est 

peut-être pas la meilleure option
8,107

. La recherche de la fusion avec le WGS low coverage est 

sans doute possible mais demanderait une optimisation des outils bio-informatiques dans la 

recherche de breakpoint
333,372,373

. 

3.4.2.4 Tumeur du foie 

 

 
Figure 3.4.10 : Diagramme de Wenn des SNVs détectés par WES au diagnostic dans un hépatoblastome entre la 

tumeur et le plasma (à gauche). Un SNV détecté sur le gène BCOR dans la tumeur et le plasma (à droite). 
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Pour deux patients atteints de tumeur du foie (un hépatoblastome métastatique et un 

carcinome hépatique), un séquençage par WES de la tumeur et de l'ADN circulant a été 

réalisé au diagnostic. Le plasma du patient atteint de carcinome n'a été séquencé que par WES 

et contenait 19% de ctDNA selon Facets. Pour ce patient, aucun des 18 SNVs ou altérations 

en nombre de copies identifiées dans la tumeur n'ont été retrouvés dans le plasma laissant 

suggérer une erreur de Facets. Au contraire le plasma du patient atteint d'hépatoblastome 

contenait 22,15% de ctDNA selon ichorCNA.  

Pour le patient atteint d'hépatoblastome, seulement 3 SNVs identifiés dans la tumeur 

sont retrouvés dans le plasma et souvent à des fractions alléliques très faibles comme pour 

BCOR (Figure 3.4.10, 68% dans la tumeur contre 2% dans le plasma). Huit SNVs étaient 

spécifiques de la tumeur et 10 du plasma. Ces différences s'observent également au niveau 

chromosomique avec un profil très remanié pour le plasma (13 altérations) dont seulement un 

gain du 6p qui est commun à la tumeur, seule et unique altération identifiée dans la tumeur 

(Figure 3.4.11). 

 

  

Figure 3.4.11 : Profils d'altérations en nombre de copies obtenu avec ichorCNA par WGS low coverage 

pour un cas d’hépatoblastome de la tumeur (à gauche) et de l'ADN circulant (à droite) 

 

La présence de métastases peut expliquer ces différences, l'ADN circulant reflétant 

plutôt les sites métastatiques que la tumeur primaire. En effet, un clone ancestral a pu 

apparaitre avec gain du 6p puis très tôt un clone localisé et un clone métastatique se seraient 

différenciés et auraient évolué différemment. 

Contrairement à ceux que l'on pourrait penser, bien qu'étant un organe de grande taille 

et d'une importance majeure dans l'équilibre de la circulation sanguine, les tumeurs localisées 

Plasma Tumor 
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du foie ne semblent pas libérer des quantités importantes de ctDNA dans le sang. Au vu de sa 

fonction de filtre, le foie pourrait être la dernière étape dans la circulation d'ADN circulant. 

Ainsi l'analyse d'urine serait peut-être plus adaptée que celles du sang pour certaines tumeurs 

hépatiques
216,374

.  

3.4.2.5 MPNST 

 

 

Figure 3.4.12 Diagramme de Venn des SNVs détectés par WES au diagnostic dans les MPNST entre la tumeur 

et le plasma (à gauche). Un SNV détecté sur le gène NF1 dans la tumeur et le plasma (à droite). 
 

Les MPNST (Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumours) sont des tumeurs de 

l'enveloppe des nerfs et contrairement aux tumeurs cérébrales, elles semblent relarguer une 

quantité importante de ctDNA (16 à 17% selon ichorCNA). Deux à 7 SNVs communs entre la 

tumeur ont été détectés avec notamment une mutation perte de fonction dans le gène NF1 

connue pour être impliquée dans ce type de tumeur (Figure 3.4.12) mais également dans 

PTCH1 plutôt impliqué habituellement dans les médulloblastomes
75,375

. Huit SNVs sont 

spécifiques de la tumeur tels qu'un variant du gène KDM2B. Un à 12 SNVs sont spécifiques 

du plasma tels que des variants de CNTNAP5 ou PRKCA.  

La perte de fonction de CDKN2A est aussi récurrente dans ce type de tumeurs et 

pourrait être possible dans les 2 suite à une perte observée d'une partie du chromosome 9 

(Figure 3.4.13).  
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L'ADN circulant possède également des altérations segmentaires supplémentaires par 

rapport à la tumeur notamment un gain du 1q dans les deux cas. Le second cas a un profil 

d'ADN circulant qui semble également plus remanié (21 altérations supplémentaires) que la 

tumeur au diagnostic. Cette observation laisse supposer que le ctDNA aurait une origine 

plutôt métastatique pour ces deux tumeurs
295,353

. 

 

Figure 3.4.13 : Profils d'altérations en nombre de copies obtenu avec ichorCNA par WGS low coverage 

au diagnostic pour les deux cas de MPNST sur la tumeur (en haut) et le cfDNA (en bas). La majorité des 

altérations de la tumeur sont observées dans le plasma notamment une perte sur le chromosome 9 contenant le 

gène CDKN2A. 

 

3.4.2.6 Tumeurs cérébrales 

Pour 5 patients atteints de tumeurs cérébrales, les tumeurs primaires ont été séquencées 

par WES mais aussi les plasmas au diagnostic malgré la possibilité de non-circulation de 

ctDNA due à la barrière hématopoïétique.  

Le cas de tumeur rhabdoïde tératoïde atypique (ATRT) présentait 9 SNVs dans la 

tumeur et 5 dans le plasma. Les SNVs détectés dans le plasma pourraient être de faux positifs 

car supportés par quelques reads (2 à 5) et le contenu tumoral du plasma était estimé à 0% 

selon ichorCNA. La perte d'une partie du chromosome 22 contenant le gène SMARCB1 

typique des tumeurs rhabdoïdes n'était observée que dans la tumeur
376

. 
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Pour la tumeur embryonnaire "NOS", 23 SNVs ont été détectés seulement dans la 

tumeur. Trois SNVs ont été détectés dans le plasma dont 1 commun à la tumeur mais le 

contenu tumoral dans le plasma était de 0%. De nombreuses altérations sont présentes dans 

des oncogènes telles que des mutations dans TP53, NF1 et des amplifications de MYCN ou 

IGF1R mais n'ont pas été trouvées dans le plasma. 

 

 

 

Figure 2.3.14 Diagramme de Venn des SNVs détectés par WES au diagnostic dans un gliome entre la tumeur et 

le plasma (à gauche). Un SNV détecté sur le gène TP53 dans la tumeur et le plasma (à droite). 
 

Un des deux cas de gliome de haut grade présentait un contenu de ctDNA de 11% dans 

le plasma. 5 SNVs étaient communs entre la tumeur et l'ADN circulant notamment une 

mutation dans le gène TP53 (Figure 3.4.14). Onze SNVs étaient spécifiques de la tumeur 

contre 2 pour le plasma pour ces cas. 

Malgré un faible contenu de ctDNA, quelques altérations de la tumeur sont retrouvées 

telles que les amplifications dans le chromosome 1, 2, 5, 8, 19 et 20 mais également de pertes 

dans le chromosome 8, 9 et 17 (Figure 3.4.15). 
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Figure 3.4.15 : Profils d'altérations en nombre de copies pour un cas de gliome (cas 24) obtenu avec 

ichorCNA par WGS low coverage au diagnostic sur la tumeur (à gauche) et le cfDNA (à droite). Malgré un 

faible contenu de ctDNA, quelques altérations ont pu être détectées. 
 

La tumeur étant située dans les voies optiques et la présence de certaines mutations dans 

des régions amplifiées telles que TP53 sur le chromosome 17 pourrait être une explication de 

la détection de certaines altérations dans le plasma. 

Pour le second cas de gliome de haut grade, le contenu en ctDNA dans le plasma était 

prédit à 0%. Vingt SNVs étaient identifiés dans la tumeur et spécifiques à celle-ci. Un seul 

SNV commun a pu être détecté dans la tumeur et le plasma et 2 SNVs présents seulement 

dans le plasma. Comme pour la majorité des autres tumeurs cérébrales, le plasma ne semble 

pas contenir d'information génétique provenant de la tumeur. 

 

Le plasma ne permet donc pas de caractériser les tumeurs exclusivement cérébrales par 

WES et l'utilisation du LCR est certainement plus adaptée mais reste plus compliquée à 

obtenir et a fortiori en faible volume (3 à 6 gouttes de 100 µL). 

Type de Cancer 
Nombre de 

patients 

Médiane de 

SNVs 

Communs 

Médiane 

SNVs 

spécifiques à 

la tumeur 

Médiane 

SNVs 

spécifiques au 

plasma 
Neuroblastome 42 14 2 2 

Rhabdomyosarcome 7 11 7 1 

Sarcome d'Ewing 3 4 2 0 

MPNST 2 4 8 6 

Gliome 1 5 11 2 

Tumeur du foie 1 3 8 10 

Tableau 3: Médianes des SNVs détectés par WES selon le type de tumeurs pédiatriques. 

Plasma Tumor 
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3.4.2.7 Rechute 

Parmi les 31 patients atteints de tumeurs de haut risque décrits précédemment, 6 cas ont 

rechuté lors de leur suivi : 2 patients atteints de neuroblastome, 1 patient atteint de sarcome 

d'Ewing, 1 patient atteint de rhabdomyosarcome, 1 patient atteint de MPNST et 1 patient 

atteint de gliome. 

Pour le patient atteint de sarcome d'Ewing, le contenu tumoral n'a pu être calculé en 

l'absence d'altérations en nombre de copies sur la tumeur au diagnostic. Les nouveaux SNVs 

détectés à la rechute dans le plasma sont supportés par peu de reads. Ces derniers devront être 

confirmés par un séquençage ciblé à plus haute profondeur. 

Pour le patient atteint de gliome, le contenu tumoral du plasma est passé de 11% à 0% 

entre le diagnostic et la rechute. La mutation dans TP53 n'est plus observée et les quelques 

SNVs détectés dans le plasma à la rechute sont présents dans peu de reads. 

Pour le patient atteint de rhabdomyosarcome, le contenu tumoral du plasma passe de 

5,79% à 10% entre le diagnostic et la rechute. Deux nouvelles altérations ont été détectées à la 

rechute dans le plasma mais seulement supportées par quelques reads. Certaines altérations 

détectées seulement dans la tumeur primaire au diagnostic apparaissent à la rechute dans le 

plasma. D'autres altérations présentes au diagnostic dans le plasma et la tumeur telles qu'un 

variant dans JAG2 disparaissent du plasma à la rechute. Les SNVs suivent une certaine 

dynamique pouvant être due à l'évolution clonale mais la sensibilité du WES est limitée 

nécessitant un séquençage à plus haute couverture. 

 

Pour les deux cas de neuroblastome, le contenu tumoral dans le plasma est très élevé au 

diagnostic (84% et 88%) et reste élevé à la rechute (82% et 88%). Aucune altération en 

nombre de copies supplémentaire n'est détectée pour le premier cas à rechute (cas 1). Dans le 

second cas (cas 8), un gain du chromosome 7 est observé au diagnostic dans le plasma de 
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passant 2 copies à 3 copies. À la rechute, une des copies du chromosome 7 a perdu une partie 

de son bras court (7p).  

De plus, une explosion du nombre de SNVs additionnels est observée à la rechute avec 

42 mutations supplémentaires pour le premier cas et 101 pour le second. La majorité de ces 

SNVs est prédite comme ayant un impact délétère sur la protéine et touche certains oncogènes 

tels que TP73 ou ADCY3 (Figure 3.4.16). 

 

A noter que le second est assez particulier car la tumeur primaire était une forme 

localisée de neuroblastome. Le patient a ensuite rechuté deux fois en neuroblastome de stade 

4 et une localisation différente de la tumeur du diagnostic. Le patient a été inclus dans NGS 

Kids à partir de sa première rechute. 
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Figure 3.4.16 : En haut, diagramme de Venn des SNVs entre la tumeur au diagnostic (en bleu), le plasma 

diagnostic (en rouge) et le plasma rechute (en vert) pour le cas 2 (à gauche) et le cas 8 (à droite). 

Au centre, les profils d'altérations en nombre de copies entre le plasma au diagnostic et à la rechute obtenus par 

WGS low coverage. Une seule altération supplémentaire est détectée à la rechute pour le cas 8 (perte du 7p). 

En bas, SNVs détectés à la rechute dans le gène TP73 pour le cas 2 (à gauche) et ADCY3 pour le cas 8 (à droite). 
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3.4.3 Identification des voies de signalisation impactées par les 

altérations génétiques détectées dans la tumeur et le plasma 

Afin d'analyser les voies de signalisations impactées par les altérations génétiques vues 

dans les échantillons de tumeur ou de plasma, les gènes ciblés par des SNVs détectés par 

WES ont été soumis au logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA). La totalité des gènes 

(n=1511) identifiés comme contant au moins un SNV dans n'importe quel échantillon a été 

utilisé puis par groupes en fonction de la maladie ou de la nature du prélèvement (tumeur ou 

plasma) mais aucun enrichissement n'a été observé. 

Ce set de gènes a ensuite été soumis à l'outil Reactome développé par l'European 

Molecular Biology Laboratory (EMBL) et qui propose une alternative gratuite à IPA
377

.  

Ainsi, ces gènes détectés comme mutés dans l'ADN circulant, exclusifs ou communs à 

la tumeur, font partie des voies impliquant l'interaction entre cellules, l'organisation 

extracellulaire et également la communication cellule à cellule.  

Pour le neuroblastome, un enrichissement dans la voie de SUMOylation est également 

observé pour les gènes détectés comme mutés dans le plasma. 

La SUMOylation est un procédé très proche de l'ubiquitination dans la modification 

post-traductionnelle avec des enzymes communes telles que UPS22 ou ZMYM4
378

. 

Cependant, l'ubiquitination entraine dans la majorité des cas à une dégradation des protéines, 

après une fixation d'ubiquitine, ces dernières sont détruites par le protéasome. La 

SUMOylation a plutôt une fonction de régulateur notamment des facteurs de transcription, des 

interactions entre protéines mais également du  transport intra-extracellulaire
379

. 

La modification de cette voie semble jouer un rôle important dans certains cancers avec 

des implications dans le cycle cellulaire, l'apoptose ou la prolifération
380

. Dans de nombreux 

types de cancers tels que les cancers du seins, de la prostate ou colorectal, la surexpression de 

certaines protéines du complexe SUMO tels que SENP1 ou Ubc9 amène à des formes de 
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cancers plus agressives voire métastatiques et la déplétion de ces protéines réduit la 

prolifération et l'invasion
381–385

. Les interactions entre le complexe SUMO et les facteurs de 

transcription tels que STAT1 peuvent expliquer ces formes invasives de la tumeur avec des 

possibilités de changement d'identité vers des formes cellulaires mésenchymateuses plus 

mobiles
386,387

. 

Ces sets de gènes ont également été soumis à la base de données Gene Ontology (GO) 

par l'intermédiaire de l'outil Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) bien que les données 

proviennent majoritairement de profil d'expression dans cette base de données
388–391

. Une 

nouvelle fois, les voies d'interaction entre cellules et également de locomotion ont été 

retrouvées comme enrichies mais pour les gènes mutés exclusivement dans l'ADN circulant. 

L'ensemble des outils utilisés montre que les enrichissements de voie dans le ctDNA, la 

partie tumorale de l'ADN circulant, concernent des gènes plutôt impliqués dans la migration 

cellulaire. Ceci amène à l'hypothèse que le ctDNA serait plutôt issu de clones ayant tendance 

à migrer et ainsi plus proches des métastases.  

 

3.4.4 Séquençage ciblé et modélisation de l'évolution clonale 

Une nouvelle fois, les SNVs détectés par WES sur la tumeur et sur le plasma ont été 

suivi dans le temps pour suivre l'évolution de la maladie. 

Ainsi, 1151 SNVs ont été détectés en WES dans la tumeur et dans l'ADN circulant au 

diagnostic et pour certains patients, à la rechute. Avec une approche comparable à l'étude 

précédente sur le neuroblastome, un panel a ainsi été dessiné couvrant 200 bp autour de 

chaque SNV ainsi que 44 SNPs comme contrôle d'identité de chacun des échantillons pour 

une capture totale de 212kb.  

Le séquençage ciblé a ensuite été réalisé sur les tumeurs primaires, le plasma au 

diagnostic ainsi que les plasmas de suivi (de 1 à 9 plasmas par patient) pour 28 patients. 
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Vingt-trois échantillons ont été poolés ensemble pour un total de 6 captures. Le protocole de 

double capture a été une nouvelle fois utilisé. Les captures ont ensuite été séquencées sur 

HiSeq 2500 Rapid Run™ avec une capture par ligne de flowcell permettant une couverture 

théorique de 2000 à 5000x. 

Les fréquences d'allèles mutées détectées en séquençage ciblé sont fortement corrélées 

aux résultats obtenus en WES (Figure 3.4.17). 

 

Figure 3.4.17 : Corrélation 

observée entre les fréquences des 

SNVs détectés en WES et en 

TargetSequencing pour le plasma 

au diagnostic du cas 16 

(R²=0,9092). 

 

Les SNVs ont été ensuite suivies avec Samtools et seuls les SNVs supportés par 10 

reads étaient considérés et permettant d'identifier les SNVs avec une sensibilité jusqu'à de 

0,2%. 

3.4.4.1 Neuroblastome 

Sur les dix cas de neuroblastome avec un suivi de prélèvements de plasma, 9 

possédaient une dynamique de fréquences alléliques de leurs SNVs dans les plasmas. Pour le 

cas 4, un patient atteint de neuroblastome de stade 2 (localisé), les résultats du séquençage 

ciblé n'ont pas permis d'analyser ce cas. 
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Pour les cas 13 et 14, les patients ont très vite répondu positivement à la chimiothérapie 

avec notamment une réduction de 75% du volume de la tumeur primaire pour le cas 13. Pour 

ce dernier, une augmentation du contenu en ctDNA dans le plasma ainsi de la fréquence 

allélique des SNVs identifiés par WES dans le plasma et la tumeur est observée après 4 jours 

de traitement (Figure 3.4.18). Ce surcroit de contenu tumoral serait plutôt dû à la destruction 

des cellules malignes par la chimiothérapie, et donc une libération de ctDNA dans le sang, 

qu'à une progression de la maladie
392,393

. 

 

Figure 3.4.18 : Suivi du cas 13, patient atteint de neuroblastome avec une réponse au traitement. Les courbes 

représentent les fractions alléliques mutées et l'aire rose le contenu tumoral de l'ADN circulant calculé par 

ichorCNA. 

 

La flèche sous le graphique correspond aux traitements reçu par le patient ainsi que le statut clinique de la 

maladie (CR : Complete Remission, PR : Partial Remission, SD : Stable Disease, PD : Progressive Disease). 
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Le suivi des quantités de ctDNA, reflétées par la fréquence allélique des SNVs et du 

contenu tumoral obtenu par WGS low coverage, sont en accord avec les statuts cliniques des 

patients. Cependant la couverture du Target reste trop faible pour détecter de la maladie 

résiduelle alors que la rémission des patients n'était pas complète.  

 

Pour le cas 21, seulement une partie des SNVs identifiés dans la tumeur par WES est 

retrouvée dans le plasma et inversement mais avec des fréquences alléliques très proches du 

seuil de sensibilité du séquençage ciblé de 0,2% avec 11 reads alternatifs à 1,15% avec 38 

reads alternatifs. 

Pour ce cas métastatique, les métastases relargueraient donc une quantité importante de 

ctDNA et masqueraient en partie, le ctDNA provenant de la tumeur. Ces clones métastatiques 

pourraient être issus des sous-clones de la tumeur propices à la migration notamment avec la 

présence d'une amplification du cluster C19MC. Seul le cas 21 présentait des altérations sous-

clonales dans la tumeur qui avait été détectées à un niveau clonal dans le plasma par WES. 

Une nouvelle fois, une augmentation du ctDNA est observée après 5 jours de 

chimiothérapie alors que la maladie régresse, synonyme de bonne réponse à la chimiothérapie 

(Figure 3.4.19). 

 

Malheureusement, le patient a rechuté 9 mois après l'arrêt du suivi, bien après le dernier 

plasma recueilli dans le cadre du protocole. Le délai trop important entre ce dernier plasma et 

la rechute ne permet pas d'étudier cette dernière. 
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Figure 3.4.19 : Suivi du 

cas 21, patient atteint de 

neuroblastome de stade 4 

possédant une forte 

hétérogénéité de variants 

dans la tumeur et le 

plasma. 

Pour le cas 20, seul l'ADN de la tumeur était disponible au diagnostic. Les WES ont été 

réalisé sur des plasmas plus tardifs (J10 et J20) et n'ont pas permis de caractériser des 

altérations spécifiques à l'ADN circulant. Les SNVs de la tumeur ont pu tout même être 

utilisés pour un suivi dans les plasmas recueillis au cours du traitement. Une augmentation du 

niveau de ctDNA est ainsi observée à 20 jours du diagnostic mais est certainement dû à un 

relargage des cellules tumorales attaquées par la chimiothérapie, ce plasma étant prélève le 

même jour qu'une prise de traitement (Figure 3.4.20). 

Une progression osseuse a été observée 147 jours après le diagnostic et confirmé par 

une augmentation du ctDNA dans le plasma prélève dans les 5 jours suivants. Malgré l'arrêt 

du suivi de plasma, le patient a bien répondu à son traitement (chimiothérapie, radiothérapie 

et immunothérapie anti-GD2) et est en rémission complète. 

Pour ce cas, les fréquences alléliques des SNVs possédaient une dynamique similaire 

avec des fréquences de 1 à 5% à J20 et de 6 à 29% à J152 au moment de la rechute et n'ont 

pas permis de réaliser un modèle d'évolution clonale. 
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Figure 3.4.20 : Suivi du 

cas 20, patient atteint de 

neuroblastome ne 

possédant pas de plasma 

au diagnostic et avec un 

plasma au moment de la 

rechute. 

 

La cohorte NGS Kids faisait partie d'une étude où les résultats de séquençage n'étaient 

pas utilisés dans la prise en charge du patient afin de proposer une thérapie ciblée. Cependant, 

un patient atteint de neuroblastome de stade 4 ne répondait pas aux traitements conventionnels 

malgré un séquençage de l'exome, de l'ARN et également l'utilisation d'un panel sur la 

tumeur, aucune cible thérapeutique n'a pu être détectée. La maladie n'a jamais répondu aux 

traitements nonobstant les changements de chimiothérapie, Rapid-Cojec, Cav à J53, Beacon à 

J90 et Pazopanib à J241 (Figure 3.4.21). 

Les patients étant pseudonymisés pour l'étude NGS Kids, les rendus WES sur l'ADN 

circulant ont été demandés par la plateforme de diagnostic avec une demande de signalement 

de la présence d'une mutation d'ALK (F1174L), hotspot dans les neuroblastomes permettant 

d'inclure les patients dans un protocole visant à proposer une thérapie ciblée. L'ADN circulant 

a donc été utilisé avec un panel diagnostic afin de valider cette mutation selon les standards de 

détection de la plateforme de diagnostic (19% dans le WES et 20% dans le panel) et a permis 

de proposer un traitement adapté. 
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Figure 3.4.21 : Suivi du 

cas 20, patient atteint 

d'un neuroblastome 

présentant une mutation 

ALK non détecté dans la 

tumeur mais identifiée 

dans le plasma. 

 

Le patient a subi 

plusieurs cycles de 

chimiothérapie sans 

réponse. 

 

L'utilisation du cfDNA 

avec un panel diagnostic 

a permis de mettre en 

permis de mettre en 

évidence une mutation 

ALK hotspot, le patient a 

pu être traité avec une 

chimiothérapie anti ALK 

(Lorlatinib). 

 

 

Le patient a reçu un traitement Lorlatinib ciblé (anti ALK) et est en rémission partielle 

après 3 cycles de chimiothérapie et observation par scintigraphie. Le suivi de la mutation ALK 

F1174 dans l'ADN circulant avant l'administration de Lorlatinib a ainsi de permis de voir des 

réponses seulement temporaires aux différentes chimiothérapies. 

 

Pour le cas 2, un WES a été réalisé sur le plasma au diagnostic et à la rechute. Quatre 

dynamiques de mutations ont pu être ainsi observées (Figure 3.4.22) : 

- des mutations présentes à une fréquence similaire entre le diagnostic et la rechute, 

- des mutations apparaissant à la rechute, 

- des mutations disparaissant à la rechute, 

- et des mutations présentes à la rechute à un niveau sous-clonale révélées par le 

séquençage ciblé à haute profondeur.  

Chacune de ces dynamiques peuvent être inférée à un clone. L'apparition de clone ou 

l'augmentation de la population pour certains pourraient être responsable de la rechute et de sa 

résistance aux traitements. 
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Figure 3.4.22 : Suivi du 

cas 2 avec une rechute 

(en haut) et modélisation 

de l'évolution clonale 

(en bas).  

 

La dynamique des 

fréquences alléliques 

communes entre certains 

SNVs a permis de 

modéliser des clones et 

leurs évolutions. 

 

En bleu, des SNVs 

prèsents au diagnotic et 

à la rechute certainement 

contenu dans le clone 

ancestrale (founding). 

 

En vert, des SNVs 

présents seulement au 

diagnostic pouvant être 

inférés à un clone 

présent diagnostic. 

 

En rouge, des SNVs 

apparaissent à la rechute 

et qui ont été associés à 

un clone présent 

spécifiquement à la 

rechute et dérivé du 

clone ancestral 

 

En violet, des SNVs sont 

présents à un niveau 

sous clonal au diagnostic 

(<5%) et à un niveau 

clonal à la rechute. 

 

 

Pour le cas 8, le diagnostic initial était un ganglioneuroblastome de stade INSS 2, avec 

par la suite une rechute métastatique un envahissement important de la moelle osseuse. Après 

un long traitement et une rémission partielle, la maladie a une nouvelle fois progressé 

conduisant au décès du patient. 
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Figure 3.4.23 : Suivi du 

cas 8. Pour plus de 

lisibilité seulement 

quelques SNVs ont été 

sélectionnés mais pour 

chaque dynamique 

(couleur), une dizaine de 

SNVs étaient impliqués 

 

Suivi du contenu 

tumoral (en haut) et 

modélisation de 

l'évolution clonale (en 

bas). 

 

Chaque couleur est 

associée à une 

dynamique de SNVs et à 

un clone. 

 

 

Cette résistance aux traitements semble être due la progression et l'apparition de 

nouveaux clones apparaissant à certains stades de progressions de la maladie. Ainsi les WES 

réalisés sur 2 plasmas recueillis lors de 2 rechutes couplés au séquençage ciblé ont permis 

d'observer l'apparition de mutation à différents moments du suivi et ont pu être inférées à 

différents clones (Figure 3.4.23). 
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Lors de la première rechute, un nouveau clone est apparu suivi d'un autre observé au 

moment de l'apparition des métastases osseuses. Ces clones semblent être sensibles aux 

traitements à J314 avec une rémission partielle de la maladie. Cependant, l'apparition d'un 

nouveau clone résistant aux traitements pourrait être responsable de la résurgence des autres 

clones et amener à la deuxième rechute. De plus, un autre clone est également présent et 

dérivé de la deuxième rechute. Ce dernier clone semble lié à une progression ostéomédullaire 

de la maladie conduisant au décès du patient. 

 

En conclusion, le séquençage ciblé des plasmas de patients atteints de neuroblastome a 

permis de confirmer l'hétérogénéité spatiale et d'observer l'évolution clonale de la tumeur. 

 

3.4.4.2 Rhabdomyosarcome 

Seulement un cas de rhabdomyosarcome (type embryonnaire) n'a pas pu être suivi faute 

de détection d'altérations dans le plasma. Aucune donnée clinique (volume de la tumeur, âge 

du patient…) n'a permis d'expliquer cette absence de ctDNA dans le plasma. 

 

Pour les 3 cas de rhabdomyosarcome alvéolaire, le ctDNA a pu être suivi dans les 

différents plasmas collectés au cours du suivi et avec une réponse positive aux traitements. Le 

séquençage ciblé a permis de suivre les mutations à des fréquences faibles jusqu'à 0,5% et 

d'observer une réponse rapide aux traitements (Figure 3.4.24 et Figure 1 Annexe). A l'instar 

des cas de neuroblastome, une augmentation des quantités de ctDNA ou de la fraction 

allélique de certaines mutations est observée dès le début du traitement (2 et 3 jours). Des 

dynamiques différentes sont observées entre les mutations mais leur faible nombre ne permet 

pas d'établir de modèles d'évolution clonale. 
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La totalité des cas alvéolaires est en rémission complète et pourraient être corrélées avec 

une réponse rapide aux traitements. 

 

Figure 3.4.24 : Suivi d'un 

patient atteint 

rhabdomyosarcome 

alvéolaire (cas 1). 

Pour le cas 3, les SNVs considérés comme exclusifs à la tumeur ou au plasma au 

diagnostic sont retrouvés dans les deux types d'échantillons avec des fréquences faibles. Par 

exemple, la mutation dans le gène VRTN (c.G481A) détectée à 25% dans le WES de la 

tumeur et 0% dans le plasma possède une fraction d'allèle muté (MAF) de 21,9% dans le 

séquençage ciblé de la tumeur et de 1,4% dans le plasma. De même pour une mutation 

exclusive au plasma dans le gène GLP2R (c.G967A) détectée à 14% est retrouvé à 15,6% 

dans le plasma et 0,29% dans la tumeur en séquençage ciblé. Cependant la mutation dans le 

gène BRAF (c.A1742G), propre à la tumeur, n'est pas retrouvée dans le plasma. En effet sa 

fréquence faible dans la tumeur (9% dans le WES et 5,8% dans le Target) peut laisser penser 

que la sensibilité du Target n'est pas suffisante pour sa détection. Cette mutation sous clonale 

aurait pu être responsable d'une éventuelle rechute. 

 

Certaines altérations possèdent une dynamique différente entre elles avec des 

diminutions très précoces pour certaines (J1), d'autres avec des augmentations à J1 puis une 

diminution (Figure 3.4.25).  
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Ces dynamiques pourraient être dues à un effet clonal mais le faible nombre de 

mutations pour certaines dynamiques n'a pas permis de modéliser cette évolution. 

 

Figure 3.4.25 : Suivi du 

cas 3, patient atteint d'un 

rhabdomyosarcome 

embryonnaire avec 

réponse positive aux 

traitements. 

 

Seul le cas 12 de rhabdomyosarcome embryonnaire a permis de modéliser une évolution 

clonale avec un WES réalisé sur le plasma au diagnostic et à la rechute. Certaines mutations 

sont ainsi présentes au diagnostic et à la rechute alors que d'autres étaient exclusives au 

diagnostic ou à la rechute (Figure 3.4.26). Ainsi le clone primaire reste présent lors de la 

rechute mais un clone spécifique au diagnostic est éliminé par les différents traitements. Un 

nouveau clone apparait qui est probablement responsable de la rechute et malheureusement du 

décès du patient. 
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Figure 3.4.26 : Suivi du 

cas 12, patient atteint 

d'un rhabdomyosarcome 

embryonnaire avec une 

rechute (en haut) et 

modélisation de 

l'évolution clonale à 

partir des dynamiques 

mutationelles (en bas). 

 

 

3.4.4.3 Sarcome d'Ewing 

Pour les deux cas d'Ewing métastatiques, le suivi n'a pas été possible car les SNVs 

pourraient être des SNPs malgré un filtre sur l'ADN constitutionnel des patients. Ces 

altérations restent à des fréquences stables dans le temps et le contenu tumoral n'a pas pu être 

calculé faute d'altérations en nombre de copie. 
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Le cas 6, patient atteint d'un sarcome d'Ewing localisé a très vite réagi aux traitements. 

Le patient était en rémission partielle au bout de 64 jours de traitement avec une diminution 

de la tumeur. Une diminution de la fréquence des mutations et du contenu tumoral a pu 

seulement être détectée à partir du deuxième jour pour disparaitre au jour 64 pendant le 

quatrième cycle de chimiothérapie. Même après un traitement par radiothérapie, le contenu 

tumoral n’a pas été mis en évidence dans le plasma bien que le patient soit en rémission 

partielle (Figure 3.4.27). 

 

Figure 3.4.27 : Suivi du 

cas 6, patient atteint de 

sarcome d'Ewing. 

3.4.4.4 Tumeur du foie 

Pour le patient atteint d'un d'hépatoblastome, plusieurs clones ont été identifié dont un 

pour la tumeur primaire et deux pour les métastases. Les clones métastatiques semblent être 

affectés plus rapidement par la chimiothérapie avec une diminution de la fréquence de leur 

mutation dans le plasma tandis que le clone de la tumeur primaire voit ses fréquences de 

mutation augmenter puis diminuer. Cette augmentation des clones tumoraux dans le plasma 

est également observée par le WGS Low coverage. En effet, si le profil d'altérations en 

nombre de copie reste le même, le contenu sous-clonal déterminé par ichorCNA évolue. Avec 

un contenu tumoral de 31% dans le plasma, la part sous-clonale est de 53% et passe à 68% 

0 days 211 

Alive 

Primary
Tumor

Diagnosis 2 64 150

PR Primary
Tumor

PR Primary
Tumor

107 

PR Primary
Tumor

0%

1%

2%

3%

4%

5%

6%

7%

8%

9%

10%

0

2

4

6

8

10

12

D0 D2 D64 D150 D363

C
tD

N
A

 c
o

n
te

n
t 

b
y 

ic
h

o
rC

N
A

M
u

ta
te

d
 A

lle
le

 F
re

q
u

e
n

cy

Case 6 : Ewing Sarcoma

363

20 24

Chemo
C1

232 



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 117 - 

pour un contenu tumoral de 22% pour le deuxième timepoint. Cette part sous-clonale 

augmentant alors que le ctDNA dans le plasma diminue, permet de confirmer la dynamique 

différente des clones tumoraux par rapport aux clones métastatiques (Figure 3.4.28). 

 

 

Figure 3.4.28 : Suivi du 

cas 15, patient atteint 

d'un hépatoblastome (en 

haut) et modélisation de 

l'évolution clonal à partir 

des dynamiques 

mutationelles (en bas). 
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3.4.4.5 MPNST 

Pour les deux cas de MPNST, le suivi a été court de 7 jours à 1 mois avec peu de 

plasma intermédiaire. La maladie était stable, le contenu de ctDNA dans le plasma ne 

descendant jamais en dessous de 11% et de même pour les mutations dont une seule varie de 

plus de 5%. 

Le contenu de ctDNA n'a donc pas diminué pendant le traitement et les patients n'ont 

malheureusement jamais répondu malgré de nombreuses chimiothérapies, radiothérapies et 

une amputation de la jambe pour le cas 22, 15 jours après le diagnostic (Figure 3.4.29 et 

Figure Annexe 1). 

 

Figure 3.4.29 : Suivi de cas 18, patient 

atteint de MPNST corrélés avec des 

données cliniques de maladie stable ou 

progressive. 

 
 

 

3.4.4.6 Tumeurs cérébrales 

En dehors de la confirmation au diagnostic de la mutation TP53 détecté dans le cas 24 

atteint d'un gliome des voies optiques, le séquençage Target en haute profondeur n'a pas 

permis d'observer des altérations tumorales de tumeurs cérébrales dans le sang. 
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3.4.5 Conclusion 

L'ADN circulant est un formidable outil pour suivre l'évolution clonale des tumeurs. Le 

fait de combiner les techniques de WES et de séquençage ciblé a permis de détecter et de 

suivre un maximum d'altérations et ainsi que leurs apparitions en cas de rechute.  

Les outils de caractérisation clonale tels que ClonEvol, utilisant des WGS, sont très peu 

fonctionnels sur les données d'exomes
141,394

. Un clone a donc été inféré "manuellement" selon 

une dynamique de mutations
355

. Une adaptation des outils existant prenant en compte le WES 

et le séquençage ciblé sera donc nécessaire pour une meilleure compréhension. Cette 

adaptation a été possible chez l'adulte pour caractériser la clonalité d'un prélèvement tumoral 

mais un nombre important d'altérations avaient été détectées par WES (574 mutation en 

moyenne)
395

. 

Pour chaque patient avec une rechute, de nouvelles altérations ont été détectées 

synonyme d'apparition d'un ou de nouveaux clones. Le séquençage avec un large spectre type 

WES est donc indispensable lors d'une progression de la maladie afin de pouvoir détecter de 

nouvelles altérations. Ainsi, la dynamique des clones semble directement responsable de 

l'échappement aux traitements. 

Le séquençage ciblé a également conduit à l'observation d'une augmentation des 

quantités de ctDNA dans le sang dans les premiers jours de chimiothérapie. Cette élévation 

pourrait être due à l'apoptose de cellules tumorales, synonyme d'efficacité du traitement. 

Pour chaque cas, des différences sont observées dans la dynamique des variants 

tumoraux dès la première chimiothérapie. Ces dynamiques pourraient provenir de clones 

ayant des sensibilités différentielles aux traitements par chimiothérapie. 

Cependant la caractérisation voire l'évolution d'une tumeur ne peut se limiter aux 

altérations génétiques. L'étude du profil d'expression et d'épigénétique d'une tumeur est 

également nécessaire et pouvant refléter la plasticité cellulaire.  
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3.5 Utilisation de l'ADN circulant pour l'étude du transcriptomique, de 

l'épigénitique et de la plasticité  

Une plasticité des cellules tumorales pourrait être également à l'origine de 

l'échappement au traitement. Le passage d'une cellule différenciée à un état indifférencié leur 

permet de mieux résister à certaines chimiothérapies et affecte leur mobilité ou leur 

croissance
177

. 

Néanmoins, ces transitions ont été observées seulement in vitro à l'aide de profils 

d'expression ou de profils épigénétiques. La possibilité de prélèvements successifs de plasmas 

contenant de l'ADN circulant pourrait donc permettre de confirmer ces adaptations in vivo. 

 

3.5.1 Prédiction d'expression se basant sur l'empreinte des TSS dans 

l'ADN circulant 

Afin d'étudier l'expression des gènes d'une tumeur par l'ADN circulant, l'isolation de 

l'ARN circulant reste complexe et son analyse globale telle que le RNAseq est souvent très 

bruitée. Cependant, de nouvelles approches pourraient permettre l'utilisation de l'ADN 

circulant pour inférer l'expression des gènes des cellules tumorales. En effet, le découpage de 

l'ADN circulant est fait selon les histones et l'ouverture de la chromatine pour la fixation d'un 

facteur de transcription au niveau du site d'initiation (TSS) de la transcription d'un gène 

pourrait rendre cette région vulnérable lors de la circulation dans le sang. 

Lors de séquençage Whole Genome de l'ADN circulant, les TSS des gènes exprimés 

sont ainsi déplété en couverture. La prédiction de gène exprimé ou non est donc possible avec 

la recherche d'empreinte de couverture et la présence de ctDNA pourrait nous informer sur 

l'expression d'une tumeur. 
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3.5.1.1 Design d'un panel 

L'étude des TSS devrait être possible à partir d'un séquençage par WGS à couverture 

élevé. Néanmoins ces méthodes demeurant couteuse, une approche de séquençage ciblé sur 

les TSS a été choisie. Pour cela les positions des TSS ont été extraites de la base de données 

UCSC et seulement les gènes avec un numéro d'ARN codant ont été conservés pour un total 

de 21140 TSS pour 18211 gènes
396

.  

Un panel couvrant 200 bp de part et d'autres des TSS a ensuite été dessiné sur 

Nimbledesign pour contenir la région possiblement déplétée en nucléosome précédemment 

décrite
316

. 

La capture TSS mesurant 8,78 Mb, le protocole développé pour l'exome a été utilisé, 

plus adapté aux captures de grande taille. Les captures ont été réalisées sur 23 échantillons 

avec au moins un contrôle provenant d'une prise de sang d'un individu sain réalisée par l'EFS 

(Etablissement Français du Sang) et d'un patient en rémission complète. Chaque capture a été 

déposée sur une ligne de Flowcell d'HiSeq 2500 Rapid Run™ pour une couverture théorique 

de 100x. 

Quarante-quatre patients de la cohorte NGS Kids et d'études rétrospectives (Tableau 

annexe 1) ont été sélectionnés suite à la détection d'un fort contenu de ctDNA dans leur 

plasma au diagnostic (mediane de 45%, contenu allant de 0% à 99%). Une majorité des 

patients étaient atteints d'un neuroblastome (n=42), auxquels s'ajoutaient à un patient atteint 

d'hépatoblastome et un patient d'un sarcome d'Ewing. Six paires de plasmas au diagnostic et à 

la rechute ont également été analysés. Pour 18 patients, un profil d'expression a été établi sur 

l'échantillon tumoral était disponible, effectué soit en RNAseq, soit par puces Affymetrix 

Clariom D™. 
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3.5.1.2 Pipeline bio-informatique 

Une première approche de Machine Learning a été réalisée sur les contrôles sains 

présents dans chaque capture. L'outil a été entrainé à partir de 1484 gènes exprimés dans le 

sang et 2405 non exprimés selon la base de données GTEx
397

. 

Les profils de couvertures ont été générés par l'outil deepTools et le modèle 

d'apprentissage a été construit avec Scikit-learn en langage Python
398,399

. 

Les profils de couverture ont également été normalisé avec le profil de couverture sur de 

l'ADN génomique pour réduire les biais de capture pouvant être dû à la présence de régions 

répétées ou riches en AT. 

La précision, soit le nombre de gènes pertinents, était de 87% pour les gènes exprimés 

et 86% pour les gènes non exprimés. Le rappel (ou la sensibilité), c'est-à-dire le nombre de 

gènes pertinents sélectionnés une nouvelle fois par l'outil, était de 86% pour les gènes 

exprimés et de 88% pour les non-exprimés. 

L'outil a également été entrainé sur les gènes sélectionnés par l'équipe de Ulz et al.
316

. 

Etabli sur la base de données Fantom5, le set de gènes contenant des gènes de ménages 

(n=3804) et des gènes non exprimés dans tous les tissus (n=670) n'a pas permis d'augmenter 

la sensibilité de l'outil (Figure 4.1.1)
400

. 
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Figure 4.1.1 :Log ratio de la couverture autour du TSS de cfDNA issu d'un plasma sain pour les gènes de 

ménages (en vert) et non exprimés (en bleu) de la base de données Fantom5 (à gauche). Heatmap de la 

couverture autour du TSS pour les gènes de ménages (en bas) et non exprimés (en haut). 
 

3.5.1.3 Prédiction 

Le Machine Learning a été soumis à un premier échantillon de cfDNA avec un fort 

contenu en ctDNA et avec un profil d'expression disponible pour la tumeur (cas 66, 85% de 

ctDNA). La déplétion de couverture était observée pour les gènes prédits comme étant 

exprimés et, à l'inverse, était absente pour les gènes prédits comme non exprimés. En 

comparaison avec le RNAseq de la tumeur, les gènes prédits exprimés possédaient une 

expression plus forte que ceux prédits non exprimés validant ainsi cette approche (Figure 

4.1.2). 

TSS Coverage of non expressed genes

TSS Coverage of housekeeping genes
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Figure 4.1.2 : Couverture autour du TSS des 2000 gènes les plus exprimés (en rouge) et des 2000 les moins 

exprimés (en bleu) dans le cfDNA pour le cas 66 (à gauche). TPM (Transcripts Per Kilobase Million) issus du 

RNASeq de la tumeur pour les gènes prédits exprimés (en rouge) et prédits non exprimés (en bleu). 
 

 

Les sorties de l'outil de prédiction sont en cours d'analyse pour les autres échantillons. 

Les fichiers intermédiaires, notamment les profils de couverture générés par deepTools, ont 

permis d'observer de façon préliminaire la présence de déplétions ou non pour des gènes 

impliqués dans le neuroblastome et différents des empreintes des cellules hématopoïétique 

reflet du cfDNA. 

 

Compte tenu de la présence d'une amplification de MYCN dans plus de la moitié de la 

cohorte, une couverture beaucoup plus forte pour le TSS du gène MYCN a donc été observée 

pour les cas "amplifiés". Les profils de couverture montrent la présence d'une déplétion quand 

le gène MYCN est amplifié suggérant une expression du gène (Figure 4.1.3). Les cas "non 

amplifiés" ne présentent pas cette déplétion nette et donc cette surexpression de MYCN. 

L'analyse individuelle des cas "non amplifiés" n'a pas permis d'observer une éventuelle 

surexpression du gène, la surexpression de MYCN est plutôt rare en absence d'amplicon
401,402

. 

TSS

Unexpressed gene

Expressed gene

Unexpressed gene Expressed gene
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Figure 4.1.3 : Couverture autour du TSS de MYCN pour les cas avec amplification du gène (n=20, à gauche et en 

rouge) ou non (n=15, à droite et en bleu). Un profil différent est observé entre les échantillons MYCN amplifiés 

et MYCN non amplifiés. 

 

 

La présence de l'amplification de MYCN conduit à une dérégulation du transcriptome de 

la tumeur. L'analyse en composante principale des profils de couvertures de l'intégralité des 

gènes entre MYCN amplifiés ou non amplifiés permet de séparer les deux groupes suggérant 

une variabilité significative (Figure 4.1.4). Cette variabilité pourrait être due aux gènes cibles 

de MYCN tels que MDM2 ou MYC et également certains gènes responsables de la plasticité du 

neuroblastome tels que GATA3 ou NOTCH2
176,403

. 

 

Figure 4.1.4 : Analyse en Composante Principal (ACP) des profils de couverture de TSS pour les cas "MYCN 

amplifié" (en rouge) et "MYCN non amplifiés" (en bleu). A gauche, l'ACP sur l'intégralité des TSS et à droite sur 

les TSS des gènes cibles de MYCN et de la plasticité. 

 

 

Cependant l'analyse individuelle de ces gènes (2125 pour les gènes cibles de MYCN, 

854 pour la plasticité) demeure inachevée et n'a pas permis d'identifier les gènes responsables 

de cette variabilité. 
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D'autres gènes tels que ALK, ATRX et TERT présentaient des profils différents entre 

patients. Après normalisation avec la couverture de la tumeur, ALK et TERT étaient prédits 

comme non exprimé dans le contrôle sain avec un pic au niveau du TSS suggérant la présence 

d'un nucléosome contrairement à ATRX où la zone du TSS était déplété (Figure 4.1.5). Ces 

prédictions étaient en accord avec les données d'expressions du sang
397,404

. Le gène ALK est 

prédit comme exprimé dans la majorité des cas de neuroblastome et prédit comme non 

exprimé pour certains cas de neuroblastome mais également pour le cas d'Ewing et 

d'hépatoblastome. De même pour le gène ATRX qui reste majoritairement exprimé. 

 
Figure 4.1.4 : Couverture autour des TSS de gènes impliqués dans le Neuroblastome tels qu'ALK, ATRX et 

TERT. Dans le sang, seulement ATRX est exprimé contrairement à ALK et TERT ; les profils de couverture 

reflètent ces conditions. Pour les 4 cas de neuroblastomes, des prédictions différentes sont observés selon les 

gènes. Ainsi ALK est prédit exprimé dans 3 cas mais pas le cas 48. De même pour ATRX et TERT qui ne sont pas 

prédits exprimés respectivement dans le cas 42 et 21. 

 

 

L'outil d'analyse d'expression a rencontré plus de difficulté avec le gène TERT qui 

semble exprimé dans certaines tumeurs après analyse visuelle contrairement à sa prédiction et 

inversement. Comme pour la plupart des TSS, les régions de TERT sont très riches en régions 

répétées et pourraient être difficiles à couvrir. 

 

Le gène ALK semble montrer une certaine dynamique dans les cas permettant une 

comparaison entre le diagnostic et la rechute. Pour le cas 46, malgré une prédiction 

d'expression de l'outil, le profil de couverture au diagnostic ressemble à un gène non exprimé 

contrairement à la rechute. Pour le cas 43, le gène ALK semble réprimé à la rechute selon 

Tumor
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l'outil, cependant le profil de couverture pour la rechute observé reste tendancieux (Figure 

4.1.6). 

 

 

Case 46 

 
Diagnosis

 

Case 43 

Relapse

 
Figure 4.1.6 : Profils de couverture autour du TSS de ALK du cfDNA de plasma au diagnostic et à la rechute des 

cas 46 et 43. 

 

L'observation manuelle de la totalité des profils étant impossible, l'optimisation du 

machine learning est nécessaire mais la prédiction d'expression de certains gènes tels que ALK 

impliqué dans le développement du neuroblastome prouve la possibilité d'avoir accès à 

l'expression de ces gènes d'intérêt dans ces tumeurs par l'ADN circulant. La recherche 

d'empreinte TSS pourrait donc être un formidable outil pour inférer l'expression des gènes 

d'une manière globale, et ainsi permettre l'identification d'une transition plastidique. 

Par ailleurs, la plasticité des cellules tumorales peut également être observée par une 

étude épigénétique. 
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3.5.2 ChipSeq sur l'ADN circulant 

Les transitions d'identité et de changement d'expression sont dues à des modifications 

épigénétiques par l'acétylation ou la méthylation des certaines histones responsables du 

compactage ou non de la chromatine
160

. 

L'hypothèse d'ADN circulant enroulé autour d'un nucléosome a été émise suite à des 

similarités entre le découpage de l'ADN circulant et de l'ADN par MNase
229,230

. 

L'enroulement autour du nucléosome permettrait ainsi à l'ADN circulant d'être protégé des 

enzymes et de circuler dans les fluides. Cependant sa structure n'a jamais été isolée mais 

théoriquement une immunoprécipitation des histones pourrait permettre de le récupérer. Peu 

d'études de ChIP (Chromatione ImunnoPrecipitation) ont été réalisées sur le plasma et ont été 

validées seulement par PCR après marquage de certaines histones telles que H3K9me3
405

. 

 

3.5.2.1 Protocole de ChipSeq 

L'iDeal ChIP-seq kit for Histones™ de Diagenode® a été utilisé contenant les anticorps 

H3K4me3, marque activatrice de gène, auquel ont été ajoutés les anticorps H3K27me3, 

marque répressive, et H3K27ac, marque d'enhancer. 

L'ADN circulant étant déjà découpé les étapes de pontage (cross-link) et de sonication 

ont été défalquées. Sept patients atteints de neuroblastome de la cohorte NGS Kids ont été 

sélectionnés sur la base du taux de ctDNA dans leur plasma (médiane de 80% allant de 24% à 

90% selon l'outil Facets), de la quantité de cfDNA (médiane 1008 ng/mL de plasma allant 40 

à 1497 ng/mL de plasma) et de la disponibilité de plasma (1 mL). Pour un patient, un plasma 

au diagnostic et un plasma à la rechute ont été utilisés. Pour réaliser le ChIP, 200 µL de 

plasma ont été utilisé pour chaque marque d'histone et pour l'input permettant de contrôler 

l'enrichissement. Le protocole standard du constructeur a été suivi avec 2 µg d'anticorps pour 

les 3 marques d'histone.  



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 129 - 

Les PCR de contrôle ont montré des enrichissements très aléatoires et étaient parasités 

par des dimères d'amorces notamment pour l'Input. Les échantillons ChIP ont ensuite été 

préparés par le Kit TruSeq Chip d'Illumina selon le protocole du constructeur et séquencé sur 

Novaseq avec 3 ou 4 ChIP par unité de flowcell S1. 

Le ChIP-Seq a ensuite été aligné avec Bowtie2 et contrôlé par deepTools. Quatre 

échantillons sur 8 possédaient des contrôles de qualité suffisants tels qu'un espacement entre 

les courbes de couverture d'Input et des marques d'histones reflétant un enrichissement de ces 

dernières ou la présence de reads couvrant les TSS pour les marques H3K4me3 ou 

H3K27me3 (Figure 4.2.1). 

 

 
Figure 4.2.1 : Fingerprint plot des couvertures des différentes marques d'histones montrant un enrichissement de 

ces dernières par rapport à l'input du cas 21 (à gauche) et Heatmap des couvertures autour des TSS pour les 

marques H3K4me3 et H3K27me3. 
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Le "peak calling" a été peu informatif dû au bruit de fond très élevé mais certains gènes 

d'intérêt ont été détecté et confirmé par IGV.  

 

3.5.2.2 Peak Calling 

Le gène CCDN1, considéré comme fortement exprimé dans le neuroblastome et non 

exprimé dans le sang (utilisé comme contrôle d'enrichissement de ChIP sur neuroblastome par 

PCR), possédait une marque activatrice, H3K4me3, pour 4 échantillons contrairement à 

l'antisens CCDN2-AS1 qui est totalement réprimé dans le neuroblastome et qui montrait une 

marque H3K27me3 (Figure 4.2.2)
177,406

. 

 
Figure 4.2.2 : Observation de "pic" selon les marques activatrices (H3K4me3) pour le gène CCND1 (à gauche et 

encadré) et les marques répressives (H3K27me3) autour du gène antisens CCDN2-AS1 (à droite) dans le plasma 

de 3 cas de Neuroblastome (représenté par les différentes couleurs). 

 

Contrairement aux résultats obtenus sur des lignés de cellules voire des tumeurs, la 

marque des enhancers H3K27ac n'était pas fonctionnelle sur les plasmas. 

Une dizaine de gènes ont été décrit comme étant caractéristique des formes 

adrénergiques tels que GATA3, HAND2 ou PHOX2B et des formes mésenchymateuses tels 

que PRRX1, NOTCH2 ou SOX9
176,177

. Seules des marques activatrices représentatives des 

formes adrénergiques ont pu être observées dans le plasma telles que GATA3 et HAND2 

(Figure 4.2.3). 
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Figure 4.2.4 : Observation des "pic" pour les marques activatrices dans des gènes signatures de la forme 

adrénergique tels que GATA3 (à gauche) et HAND3 (à droite). 
 

Le gène TWIST1 a été décrit avec un promoteur bivalent et comme étant une cible 

directe du facteur de transcription de MYCN
407–409

. Cette bivalence semble jouer un rôle dans 

la reprogrammation de la cellule vers un état mésenchymateux. Elle a été observé dans 2 cas 

avec une marque H3K4me3 et H3K27me3 pour deux cas et seulement la marque activatrice 

pour un cas (Figure 4.2.4). La bivalence a notamment été décrite comme à bateau à voile 

ancré soumis au vent de par sa voile déployée contrairement à un promoteur réprimé où le 

bateau serait ancré et sa voile repliée
410

. Les promoteurs bivalents seront ainsi prêts à partir 

pour transcription immédiate avec la levée (déméthylation) de l'ancre (H3K27).  

 

 
 

Figure 4.2.4 : Observation des "pic" dans le promoteur bivalent de gène TWIST1 (à gauche) et concept du gène 

bivalent représenté par un bateau ancré sous le vent (à droite)
410

. 
 

TWIST1 showing both H3K4me3 & H3K27me3 mark enrichment
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Dans le neuroblastome, TWIST1 co-occupe plus de 80% des enhancers de MYCN pour 

les cas amplifiés et conduit une augmentation de la prolifération
71,407

. La totalité des cas 

sélectionnés ne possédaient pas d'amplification de MYCN, TWIST1 pourrait peut-être jouer 

un rôle dans le neuroblastome en absence de dérégulation du gène MYCN. 

 

L'analyse de marque épigénétique de la tumeur est donc possible à partir du plasma. La 

marque H3K27ac pour les enhancers n'a cependant pas fonctionné sur le plasma mais une 

seule quantité d'anticorps a testée. Les structures d'enhancer forment généralement une boucle 

de transcription permettant de l'accélérer et de souvent transcrire un cluster de gènes
411,412

. 

Lors du découpage de l'ADN circulant, cette boucle doit certainement être détruite et donc la 

lysine 27 de l'histone 3 doit être désacétylée. 

Les cas de neuroblastome présentaient des signatures plutôt adrénergiques avec des 

marques activatrices H3K4me3 sur des gènes tels que GATA3 ou HAND2. Mais la présence 

de promoteurs bivalents impliqués dans la transition vers des formes mésenchymateuses tels 

que le promoteur TWIST pourrait amener à un changement d'identité éclair
413

. Le cas avec 

seulement la marque activatrice pourrait donc être prémice au changement vers un état 

mésenchymateux. Cette rapidité de changement d'identité dans le neuroblastome pourrait lui 

permettre une adaptation véloce aux traitements tels que la chimiothérapie. 

De plus, le gène TWIST1 pourrait avoir un rôle dans la prolifération du neuroblastome 

en remplaçant l'activité de MYCN pour les cas "non amplifiés". 
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3.5.3 Conclusion 

L'analyse de l'expression et de l'épigénétique de la tumeur par l'ADN circulant sont des 

méthodes très prometteuses. 

La possibilité d'inférer l'expression d'un gène ou non selon l'empreinte présente au 

niveau de TSS pourrait permettre de classifier certains types de tumeurs dépendantes de 

l'activation/inactivation de certains gènes. Une fois le machine learning amélioré, cette 

méthode pourrait être un formidable outil dans le suivi de la plasticité de la tumeur et donc de 

sa possibilité d'échappement à un traitement suite à un changement d'identité. 

Ces changements d'identité pourraient également être observés par une analyse 

épigénétique telle que le ChIPSeq réalisée sur l'ADN circulant. Ces premiers résultats 

montrent que non seulement le ChIPSeq est possible sur le plasma mais qu'il permet 

également d'avoir accès aux marques d'ouverture/fermeture de la chromatine de la tumeur. 

  



Mathieu CHICARD  Mémoire de Thèse - 134 - 

3.6 Application Clinique de l'ADN circulant 

3.6.1 Recherche d'altérations ciblables à la rechute à des fins 

thérapeutiques : Etude MappyActs 

MappyActs (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02613962) est une étude internationale 

prospective de médecine de précision ayant pour objectif d'établir un profil moléculaire par 

WES et RNAseq des tumeurs réfractaires ou à la rechute chez les enfants et les adolescents, 

afin de permettre une orientation vers des essais cliniques précoces en fonction des altérations 

génétiques.  

Jusqu'en 2019, 500 patients ont été recrutés et 433 tumeurs ont été analysées par WES 

et RNA-Seq et les résultats ont été soumis à un CMTB (Clinical Molecular Tumor Board) 

pour une discussion des altérations génétiques en vue d'inclusion dans des essais cliniques 

ciblés. Parmi ces patients inclus, 390 tumeurs étaient considérées contributives après une 

analyse WES et/ou RNAseq. Au total et chez 271 patients, au moins une altération génétique 

ciblable (548 altérations ciblables au total) a été identifié par exemple dans des gènes 

impliqués dans les checkpoints du cycle cellulaire (n=97) ou dans la voie PI3K/AKT/mTOR 

(n=83). 

En parallèle, une étude ancillaire a été réalisée sur le cfDNA des patients inclus dans 

MappyAct. Les plasmas des patients atteints de tumeurs solides extracérébrales prélevés à la 

rechute ont été sélectionnés pour analyse en WES permettant la recherche d'altérations 

ciblables (Figure 5.1.1). 
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Figure 5.1.1 : Organigramme des résultats de WES sur l'ADN circulant des patients inclus dans MappyAct. 

3.6.1.1 Protocole de WES 

Le protocole de WES sur le cfDNA a été légèrement modifié par rapport aux études 

précédentes avec une utilisation du kit Kapa HyperPrep™ pour la construction des librairies 

permettant une fusion des étapes de End Repair et de A-tailing et donc un gain de temps. La 

ligation étendue sur la nuit a été conservé mais avec des adaptateurs UDI et un ratio 20:1 

permettant l'identification de 96 échantillons différents. Les sondes de capture ont été passés 

en Medexome™ qui malgré une taille de capture plus petite (48 Mb contre 64 Mb pour le 

SeqCap Exome V3™) donnait une couverture plus forte et une meilleure homogénéité. En 

fonction des séries, les exomes ont été séquencés sur Illumina Novaseq™ par des flowcell S1 

pour 24 WES, des flowcell S2 pour 48 WES et des flowcell S4 pour 96 WES (Figure 5.1.1). 

 

Le pipeline bio-informatique est resté similaire à celle précédemment utilisée. 

Cependant, les différentes technologies de captures d'exome Agilent Clinical Research Exome 

v2™ ou Twist Human Core Exome™ ont été utilisées lors du séquençage de la tumeur et 

l'ADN constitutionnel du patient et réalisées dans le cadre de la recherche de cibles 
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thérapeutiques contrairement à la technologie Roche Medexome™ pour le cfDNA et réalisée 

dans le cadre de l'étude ancillaire. De plus, les séquençages de ces captures ont été réalisés sur 

des machines différentes (Illumina HiSeq, NextSeq™ et NovaSeq™). Ces biais 

technologiques ont entrainé l'apparition de nombreux faux positifs. Ces erreurs apparaissant 

souvent dans les mêmes gènes voire les mêmes positions ont été exclues des analyses et inclus 

dans un fichier lorsqu'elles étaient présentes dans plus de 5 patients.  

Par ailleurs, sept outils tels que SIFT, Polyphen ou MutationTaster ont été utilisés pour 

la prédiction des effets mutationnels. Un SNV a été considéré comme ciblable s'il était détecté 

dans un gène retenu par le CMTB et prédit comme délétère par 3 de ces outils et/ou avec un 

identifiant COSMIC
345–348,414–417

. 

3.6.1.2 Quantité de cfDNA et ctDNA 

 
Figure 5.1.2: Quantité de cfDNA par type de tumeur (quantité en ng/mL de plasma, échelle log10). Les quantités 

d'ADN sont significativement différentes entre types de cancer (Test Anova : p.value = 1.4e-03), avec une forte 

différence pour les neuroblastomes (Test Wilcoxon =  4.1e-03).  

 

 

L'ADN circulant a été extrait de 225 plasmas provenant de patients atteints de tumeurs 

solides extra-crâniennes lors de l'inclusion dans le protocole MappyActs (Tableau annexe 2). 
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Des différences significatives de quantité d'ADN circulant ont été observées entre chaque type 

de maladies (Anova p.value : 1,4e-03). De plus, les quantités d'ADN circulant de patients 

atteints de neuroblastome (n=43) étaient significativement plus élevées que ceux des autres 

types de cancers pédiatriques (n=182) (Wilcoxon : 4,1e-03) (Figure 5.1.2). 

 

Figure 5.1.3: Contenu de ctDNA dans les plasmas calculé par Facets à partir WES pour chaque type de tumeur. 

Une forte différence est observée pour les neuroblastomes (test Wilcoxon = 9.686e-06).  

 

  

Le ctDNA contenu dans le plasma était en moyenne de 20% selon les calculs de l'outil 

Facets (de 0% à 95%)
357

. Une nouvelle fois, des différences significatives ont été observées 

entre chaque type de maladies (Anova p.value = 2,35e-05) et surtout pour le neuroblastome 

(moyenne de 37% de 0 à 95%) comparé aux autres maladies (Wilcoxon = 3,01e-04) (Figure 

5.1.3).  

3.6.1.3 Comparaison des analyses en WES entre la tumeur et le plasma 

Dans une première étape, les taux de contributivité en WES de la tumeur et le plasma 

ont été analysés. Sur les 225 cas sélectionnés dans la cohorte MappyActs; 139 WES réalisés 

plasma ont été considéré comme contributif avec une observation d'altération en nombre de 
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copie et/ou au moins 3 mutations confirmées après visualisation par IGV (Figure 5.1.4). Pour 

la tumeur, 32 cas ont été considéré comme non contributifs suite à un contenu de cellules 

tumorales trop faible déterminé, soit par le compte rendu anapathologique, soit après 

séquençage de la tumeur par WES. Pour la contributivité des WES sur le plasma, une 

différence entre les maladies métastatiques et celles exclusivement localisées a été observée 

(66% de WES contributif pour les cas métastatiques et 47% pour les cas localisés ; χ2  pvalue 

= 0,04).  

 
Figure 5.1.4 : Histogramme des WES contributifs par type de cancer. Les cas avec une tumeur non contributive 

étaient représentés par différents types de cancers : neuroblastome (n=13), sarcome d'Ewing (n=4), ostéosarcome 

(n=4), rhabdomyosarcome (n=3), carcinome (n=3), tumeur rhabdoïde hépatique (n=1), sarcome (n=1) et autres 

types de tumeurs (n=3). Pour ces cas, certains plasmas étaient contributifs (n=11) incluant divers types de 

cancers : neuroblastomes (n=4), sarcomes d'Ewing (n=2), rhabdomyosarcomes (n=2), tumeur rhabdoïde 

hépatique (n=1) et autres type de tumeurs (n=2). 

 

 

Pour les 139 cas avec un WES sur le plasma contributif, 51 avait un profil d'altération  

en nombre de copie dynamique mais les captures d'exomes étant différentes entre l'ADN 

circulant et l'ADN constitutionnel, celles-ci rendaient les profils trop bruités pour permettre la 

recherche d'altérations focales telles que la perte du gène CDKN2A.  
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Par la suite, seuls les SNVs ont été considérés. Ainsi l'analyse des SNVs détectés dans 

la tumeur et dans l'ADN circulant d'un même patient a montré avec une médiane de 15 

mutations communes entre la tumeur et le cfDNA (de 0 à 103 SNVs). Une médiane de 6 

SNVs (de 0 à 127) a été détectée uniquement dans la tumeur et de 1 SNV (de 0 à 473) 

uniquement dans le plasma. Aucune différence significative n'a été observée pour la 

contributivité ou le nombre d'altérations détectées entre les types des cancers (Figure 5.1.5). 

 
Figure 5.1.5 : Diagrammes de Venn des médianes de nombre de SNVs détectés dans la tumeur (en rouge) et dans 

le plasma (en bleu) pour les cas avec WES contributifs du plasma dans chaque type de cancer avec le nombre de 

cas entre parenthèses. 
 

Dans un cas de rhabdomyosarcome, des altérations en nombre de copie étaient 

communes à la tumeur et au plasma telles qu'un gain à la fin du chromosome 2 et une perte du 

6p et du 17p. Des pertes d'hétérozygotie sont également observées mais le profil de l'ADN 

circulant est très bruité dû aux technologies différentes de séquençages.  
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Quinze SNVs communs avec des mutations dans les gènes RB1 et TP53 ont été détectés 

(Figure 5.1.6). Trois SNVs étaient exclusifs à la tumeur et 4 au cfDNA avec deux mutations 

supplémentaires dans le gène TP53. 

Figure 5.1.6 : Comparaison de 

résultats de WES de la tumeur et 

du plasma pour un cas de 

rhadmyosarcome. 

 

En haut, profils d'altérations en 

nombre de copie entres le deux 

types d'échantillons. Malgré un 

profil bruité pour le plasma, les 

altérations sont similaires. 

 

Au milieu, SNVs détectés dans les 

gènes RB1 et TP53 dans la tumeur 

et dans le plasma représenté sous 

IGV. Au centre une des deux 

mutations trouvées uniquement 

dans le plasma pour TP53. 

 

En bas, diagramme de Venn des 

SNVs trouvés dans la tumeur et le 

plasma. 

 
 

Pour 4 patients, la rechute a eu lieu dans le système nerveux central et l'absence de 

détection de SNVs dans le sang pourrait s'expliquer par un blocage par la barrière 

hématoencéphalique. Mais pour un cas avec un diagnostic initial de pleuropneumoblastome, 

22 SNVs étaient communs entre la rechute cérébrale et le plasma avec des mutations affectant 

les gènes HRAS, DICER1 ou KAT6A (Figure 5.1.7). Cette détection dans le plasma pourrait 

s'expliquer par la présence d'autres métastases, effectivement ces tumeurs peuvent aussi 

présenter des récidives au niveau hépatique
418

. 
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Figure 5.1.7 : SNVs communs à  la tumeur et au plasma dans diverses pathologies telles qu'une mutation dans le 

gene DICER1 pour une rechute de pleuropneumoblastome, dans le gène TOP2A pour un hépatoblastome et dans 

le gène TP53 pour un ostéosarcome. 

 

Pour 11 autres cas, plus d'un mois séparait le prélèvement du plasma et de celui de la 

tumeur dû à de multiples biopsies répétées pour obtenir un prélèvement avec un contenu en 

cellules tumorales suffisant. Seulement le WES d'un cas a pu être considéré comme 

contributif avec 94 SNVs communs à la tumeur et au plasma incluant une mutation dans 

NOTCH1.  

Pour les 32 cas avec des prélèvements non contributifs de la tumeur, 11 plasmas ont été 

considérés comme contributifs avec une médiane de 18 SNVs (de 3 à 473). 12 SNVs ont été 

détectés dans des gènes ciblables par des drogues tels que HRAS, ALK ou BRCA2 pour 5 

patients (Figure 5.1.8). 

   
Figure 5.1.8 : SNVs ciblables seulement détectés dans le plasma tels qu'une mutation dans le gène JAK2 pour un 

adénocarcinome lieberkuhnien, dans le gène ARID1A pour un sarcome d'Ewing et dans le gène HRAS pour un 

rhabdomyosarcome sans WES sur la tumeur (non contributif après analyse anatomopathologique). 
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Pour 81 cas de la cohorte "contributive" pour le plasma, 143 mutations dans des gènes 

constituant des cibles moléculaires (altérations génétiques ciblables ou actionnable) ont été 

détectées notamment dans TP53 (35% des cas) ou ALK (7% des cas). En définitif, 63 % des 

altérations ciblables ont été détectées à la fois dans la tumeur et le plasma. De plus, 19 % des 

altérations étaient exclusives à la tumeur telles que ARID1B ou MYCN et 17 % des altérations 

étaient exclusives au plasma telles que ATRX ou DICER1 (Figure 5.1.9). 

 

 
Figure 5.1.9 : Oncoprint des mutations ciblables détectées dans la tumeur (en bleu) et dans le plasma (en rouge). 

En haut, histogramme du nombre de SNVs par cas ; au centre, les gènes touchés par des mutations et en bas, le 

type de cancer. Les flèches représentent les cas sans WES sur la tumeur. 

 

 

Au total, le WES sur ADN circulant a été contributif sur près de 62% des cas (139/225 

cas) donc 34% où le WES de la tumeur n'avait pas été contributif (11/32 cas). La 

contributivité était assez similaire entre les différents types de maladie (62 % pour le 
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neuroblastome, 63 % le rhabdomyosarcome, 70 % pour les sarcomes d'Ewing ou 57% pour 

les ostéosarcomes). En conséquent, la non-contributivité peut s'expliquer par certains cas 

relâchant moins d'ADN circulant mais également par certaines rechutes sous forme de nodule 

pulmonaire centrimétrique unique. Cependant, les données cliniques sont en cours d'analyse 

pour pouvoir identifier une corrélation entre la contributivité d'une analyse de WES sur ADN 

circulant et taille de tumeur d'une tumeur ou des métastases à la rechute. 

Pour les 139 cas avec un WES sur le plasma contributif, 58% des cas présentaient au 

moins une altération ciblable contre 70% pour l'ensemble des tumeurs de MappyAct. Cette 

différence peut s'expliquer par la non-considération des altérations en nombre de copie, 

l'absence de données de RNA-Seq et donc la détection de transcrit de fusion mais également 

par l'application de filtre plus stringeant pour réduire les biais dus aux différentes technologies 

de séquençage.  

De plus 17 et 19% des altérations étaient spécifiques à la tumeur ou au plasma pouvant 

s'expliquer par une hétérogénéité tumorale mais une nouvelle fois par un biais de séquençage. 

En effet et en plus de l'utilisation de technologies différentes entre le WES de la tumeur et du 

plasma, des différences pouvant allait jusqu'à 20% sont possibles entre exome d'un même 

échantillon ayant subi le même protocole
419

. 

En conclusion, cette étude a démontré le fort potentiel de l'ADN circulant comme outil 

complémentaire permettant de détecter des altérations de maladies réfractaires aux traitements 

conventionnels chez des enfants atteints de cancer et en situation de maladie en rechute. 

 

L'étude MappyActs est en cours de soumission 
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3.6.2 Caractérisation et classification des tumeurs cérébrales 

Les biopsies liquides peuvent être utiles en cas de difficultés d'accès de la tumeur par la 

biopsie. Cependant, les études sur le plasma de patients atteints de tumeurs cérébrales n'ont 

pas permis de caractériser clairement des altérations issues de tumeur dans l'ADN circulant. 

Le LCR, issues de ponctions lombaires, pourrait donc être une meilleure solution que le 

plasma. 

Le WES sur l'ADN circulant du LCR pourrait caractériser certaines altérations propres 

aux tumeurs cérébrales permettant leur classification mais également d'éventuelles cibles 

thérapeutiques. 

3.6.2.1 Extraction des liquides céphalo-rachidien 

Environ 4 à 5 gouttes de Liquide Céphalo-Rachidien (LCR) ont été prélevées par 

ponction lombaire (400 à 500 µL) chez 11 patients atteints de médulloblastome, 2 patients 

atteints d'ETMR (Embryonal Tumors with Multilayered Rosettes) et 1 patient atteint de 

rhabdomyosarcome avec des métastases cérébrales (Tableau Annexe 3). Les LCR ont ensuite 

été centrifugés à 1000g pendant 10 minutes. Par la suite, le surnageant a été utilisé pour une 

extraction d'ADN circulant dans la journée ou congelé à-20°C. 

Le protocole d'extraction utilisé pour le plasma a été conservé pour le LCR. 

La quantité médiane de cfDNA était de 33 ng par mL de plasma (de 8 à 443 ng par mL 

de plasma). De façon intéressante, le cas 11 (médulloblastome du groupe WNT) présentait un 

profil particulier de cfDNA (Figure 5.2.1). Les données cliniques ont révélé une méningite 

lors du prélèvement, le pic étalé observé pourrait donc être dû à des leucocytes malgré sa 

faible taille. 
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Figure 5.2.1 : Electrophorèses capillaires du cfDNA du cas 11 (à gauche) et du cas 13 (à droite) sur 

Bioanalyzer 2100. 
 

3.6.2.2 Construction des librairies  

Le protocole utilisé pour le cfDNA du plasma a donné des rendements aléatoires sur le 

LCR pour des quantités de départ similaires entre le plasma et le LCR. L'Accel-NGS 2S Hyb 

DNA Library Kit for Illumina™ de Swift Biosciences® a donc été utilisé selon le protocole 

du constructeur avec l'ajout d'une étape de sélection de taille par billes Ampure XP™ pour ne 

conserver que les fragments de 160 pb de cfDNA et une PCR de 9 cycles. 

L'ADNg des tumeurs a également subit le même protocole avec une fragmentation 

mécanique préalable par Covaris™ ME220. L'ADN constitutionnel des patients n'était pas 

disponible. 

Les échantillons ont ensuite été capturés par 8 avec le kit Nimblegen Medexome™ et 

séquencés sur 3 lignes de flowcell HighOutput avec l'HiSeq 2000™. 

La pipeline bioinformatique était similaire aux études précédentes mais l'absence 

d'ADN constitutionnel et le bruit de fond important a conduit à utiliser l'outil CNVkit pour 

l'analyse des altérations en nombre de copie
420

. 

 

3.6.2.3 Analyse du séquençage 

Les rendements de librairie étant plus aléatoires que ceux du plasma, les contrôles de 

qualité du séquençage ont été renforcés. Onze des 14 WES ont ainsi été considérés comme 
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interprétables avec un nombre de reads mappés similaire au WES de la tumeur et un 

pourcentage de onTarget un peu plus faible mais correct (médiane de 82%) (Figure 5.2.2). 

  
Figure 5.2.2 : Boxplots des reads mappés (à gauche) et du pourcentage onTarget (à droite) des WES de la tumeur 

et du LCR. Les t.test ne montrent aucune différence significative (p value sur le graphique). 
 

Une médiane de 439 SNVs (de 18 à 872) communs a été observée entre la tumeur et le 

LCR. Quarante-six SNVs avec une médiane (de 3 à 132) ont été observés uniquement dans la 

tumeur et 66 (de 0 à 579) dans le LCR. Une forte corrélation est observée (R² = 0,85) entre la 

fréquence allélique des différents types d'échantillons laissant supposer une homogénéité 

tumorale ou la présence de nombreux polymorphismes malgré un filtrage grâce aux bases de 

données (Figure 5.2.2). 

 

 
Figure 5.2.2 : Diagramme de Venn des SNVs détectés dans la tumeur et le LCR (à gauche) et nuage de points 

entre les fréquences alléliques des SNVs détecté dans la tumeur et le LCR (à droite) avec une forte corrélation 

(R²=0,85). 
 

Tumor CSF

6643946
[0-579][18-872][3-132]
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Parmi ces SNVs, de nombreux variants ont été prédits comme délétères dans des gènes 

impliqués dans le développement des tumeurs cérébrales embryonnaires ou dans des 

oncogènes notamment impliqués dans les tumeurs cérébrales de l'enfant et de l'adulte tels que 

EP400 ou DICER1 (Figure 5.2.3)
421–423

. 

Une classification a ainsi pu être établie en fonction des SNVs détectés en accord avec 

les données cliniques. La présence de variants dans le gène APC pour la tumeur et dans le 

LCR a permis de classifier 2 tumeurs de médulloblastome dans le groupe WNT. Un variant 

dans le gène SMO classifie une tumeur dans le groupe SHH (Figure 5.2.3). Les groupes 3 et 4 

restent plus difficiles à caractériser mais certains SNVs propre à ces groupes sont tout de 

même détectés dans des gènes tels que KTM2D ou NOTCH1
75

. De même pour les ETMR, la 

présence d'un SNV dans le gène MYC ou dans SOX3 décrit dans ce type de tumeur ne permet 

pas de les classifier
424–426

. 

  
Figure 5.2.3 : Oncoprint des SNVs présents dans des oncogènes (à gauche) selon les groupes de 

médulloblastome et représentation de SNVs dans des gènes impliqués dans le  

médulloblastome commun aux deux types d'échantillons (SMO pour le cas 4 et KTM2D pour le cas 12) ou 

exclusif au LCR (DNMT3A pour le cas 12) ou à la tumeur (SMARCA4 pour le cas 12). 

SMO (c.G808A)

26X
12A
46%

436X
221A
50%

CSF

Tumor

KTM2D (c.C8431G)

123X
51C
41%

142X
59C
42%

CSF

Tumor

DNMT3A (c.T1160A)

277X
37A
13%

400X
1A
0%

CSF

Tumor

SMARCA4 (c.C2729T)

99X
0%

189X
77T

41%

CSF

Tumor
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Certains SNVs exclusifs à la tumeur tels que SMARCA4 ou au LCR tels que DNMT3A 

au sein d'un même patient (cas 12) suggèrent une hétérogénéité clonale. 

Cependant, certaines mutations somatiques telles que dans les gènes APC, ATM et 

CTNNB1 ont toujours été observées comme exclusives entre elles pour le groupe WNT
367

. La 

plupart de ces SNVs pourrait être des polymorphismes. En effet, pour le cas 11, la détection 

d'une mutation CTNNB1 seulement dans la tumeur et la présence d'un profil d'altérations en 

nombre de copie plat pour le LCR alors que des SNVs communs à la tumeur et le LCR ont pu 

être identifiés dans les gènes ATM ou APC mettent en lumière la difficulté de détection 

d'événement somatique sans la présence de WES sur l'ADN constitutionnel. 

Toutefois, le cas 11 reste un cas particulier au vue de son profil d'ADN circulant et la 

possibilité de polymorphisme. Cependant, ces variants ont été prédit comme pathogène par les 

outils bio-informatiques et certains ont été décrits comme prévalent dans de nombreux 

cancers tels que DICER1 voir pour certains types de médulloblastome tels que APC
427,428

. Les 

altérations détectées par le WES du LCR, bien que non somatiques, pourraient donc jouer un 

rôle dans l'oncogenèse de la tumeur. 

 

De plus, les profils d'altérations en nombre de copie ont été interprétables pour 6 des 11 

WES dont 2 nécessitant le profil de la tumeur à cause d'un bruit de fond trop prononcé. 

Ainsi, la présence d'une amplification de MYCN et également un gain du 17q permettent 

ainsi de classifier le cas 7 dans le groupe 4 des médulloblastomes (Figure 5.2.4). De même, 

une amplification dans le cluster C19MC est observé dans le cas 13, celle-ci est souvent 

observé dans les ETMR (Figure 5.2.4)
367

. 
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Figure 5.2.4 : Profils 

d'altérations en nombre 

de copie similaires entre 

la tumeur et le LCR avec 

une amplification du 

gène MYCN pour un 

médulloblastome de 

groupe 4 (Cas 7) et du 

cluster C19MC pour une 

ETMR (Cas 13). 

 
 

3.6.2.4 Rhabdomyosarcorme 

L'ADN circulant d'un patient atteint de rhabdomyosarcome avec métastases cérébrales a 

également été extrait à partir du LCR à des fins diagnostiques en l'absence de biopsie 

tumorale. La quantité importante de cfDNA (96 ng/mL) a été utilisée pour réaliser une puce 

ADN Oncoscan™ permettant la visualisation des altérations en nombre de copie à partir 

d'ADN dégradé ainsi qu'un panel issue de l'étude SAFIR02 regroupant une soixantaine 

d'oncogène
324,429

. 

Le WES a pu être ensuite réalisé avec le reste du cfDNA soit seulement 7 ng. 

439 SNVs étaient communs à la tumeur et au LCR. 132 étaient exclusifs à la tumeur tels 

que BRD7 et 579 au LCR tels que JAK2 ou MLL2. Huit des 10 mutations retenues par le panel 

SAFIR ont été détectées dans le CSF et la tumeur telles qu'un SNVs dans le gène KRAS ou 

mTOR (Figure 5.2.5). 

Tumor

cfDNA

Case 7 Chromosome 2 MYCN Amplification

Tumor

cfDNA

Chromosome 1 Chromosome 19C19MC AmplificationCase 13
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Figure 5.2.5 : SNVs observés 

entre la tumeur et le LCR 

dans les gènes mTOR et 

KRAS. 

 

Des disparités d'altérations en nombre de copie sont également observées entre la 

tumeur et le LCR. Une perte du chromosome 4, du chromosome 16 et un gain du 12 sont 

seulement observés dans la tumeur tandis qu'une perte des chromosomes 9, 10, 17, 18 et X 

sont uniquement observées dans le LCR et ceci étant validé par deux méthodes indépendantes 

le WES et l'Oncoscan™ (Figure 5.2.6). Des altérations communes sont tout de même 

observées telles qu'un gain du chromosome 8 très souvent observé dans les 

rhabdomyosarcomes mais également une perte du 11p et une perte plus prononcée du 11q. 

Ces différences de pertes pourraient être dues à différents clones portant ces altérations et 

donc une hétérogénéité clonale au sein de la tumeur primaire et des métastases. 

L'hétérogénéité clonale entre la tumeur primaire et les métastases serait donc très 

prononcée avec de nombreuses altérations (mutationnelles ou chromosomiques) suggérant 

une dérive très tôt en clone tumoraux et métastatiques. 

 

 

 

 

 

 

 

CSF

Tumor

mTOR (c.C1066A )

60x
28T

47%

133x
69T

52%

CSF

Tumor

KRAS (c.G35A)

92x
92T

100%

169x
156T
92%
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Oncoscan on CSF

 

Figure 5.2.6 : Profils 

d'altérations en nombre 

de copie sur le LCR 

obtenus par Oncoscan 

(en haut) et WES (au 

milieu) comparés au 

WES de la tumeur (en 

bas). 

WES on CSF

 
WES on primary tumor

 
 

 

Au total, le WES sur ADN circulant a été possible sur 80% des LCR mais le rendement 

des librairies a été plus aléatoire et a nécessité l'usage d'un kit différent à celui utilisé des 

plasmas. La ligation des adaptateurs semble moins efficace peut-être à cause de la forte 

quantité de sel présente dans le LCR qui n'aurait peut-être pas été totalement éliminé lors de 

l'extraction. Le LCR contient un faible taux de protéines (0,3%) et environ 5600 ont été 

isolées mais la majorité n'a pas été caractérisée
430–432

. Les quantités de ces différentes 

protéines varient d'un individu à un autre et pourraient expliquer des interférences dans la 

ligation voire lors de la PCR avec des protéines restant fixées à l'ADN semblable à l'héparine 

responsable de l'inhibition de polymérase
433

. 

 

Le WES sur LCR a permis de classifier certains médullobastomes en groupe tels que les 

groupes WNT et SHH et de classifier également des ETMR. La séparation entre le groupe 3 et 

4 reste plus compliquée mais pourrait être possible par l'étude du méthylome. Même si le 
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WES n'a pas séparé tous les groupes de tumeurs embryonnaires, des variants d'intérêt ont été 

détectés et pourraient être des cibles potentielles telles que DICER1 avec des combinaisons de 

drogues comme vincristine/dactinomycin/cyclophosphamide ou ARID1A avec de 

l'Olaparib
434,435

. 

 

Ainsi, un panel contenant des gènes d'intérêt et le TSS dont l'expression des gènes 

associés à des groupes de tumeurs a été dessiné pour permettre la classification des tumeurs 

cérébrales embryonnaires comme les médulloblastomes, les ATRT ou les ETMR. 

 

3.6.2.5 Design du panel "Tumeur Cérébrale Embryonnaire" 

Pour le prédiction de l'expression, 8 TSS ont été sélectionnés comme contrôle dont 4 

gènes ubiquitaires avec une expression forte ou modérée tels que ACTB, B2M, GAPDH ou 

SDHA
436

. A partir de la base de données Protein atlas, 2 gènes non exprimés dans le système 

nerveux central (BAGE4 et ACPT)et 2 gènes exprimés (SLC32A1 et CNTNAP2) ont été 

sélectionnés
404

. 

Issues d'un panel Nanostring® à l'Institut Curie, 121 gènes ont été sélectionnés pour 

classifier les tumeurs embryonnaires tels que MYC pour les médulloblastomes et ATRT de 

groupe MYC, TYR pour ATRT du groupe TYR ou JAK3 pour des tumeurs cérébrales proche 

des sarcomes d'Ewing
73,152,301,437

. Les TSS de ces gènes ont donc été inclus dans le panel 

"tumeurs embryonnaires". 

En plus de la prédiction d'expression de certains gènes, les séquences codantes de 6 

gènes (CTNNB1, PTCH1, SMARCB1, SMARCA4, SMO, SUFU) ont été ajoutées pour la 

recherche de mutation driver de ce type de tumeur ainsi que 5 hotspots plutôt caractéristiques 

des gliomes (H3F3A_K27M, HIST1H3B_K27M, BRAF V600E, IDH1_R132C et 

IDH2_R172K)
438–440

. 
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Des SNPs précédemment utilisés ont également été ajoutés comme identifiants. 

 

3.6.2.6 Classification des échantillons 

Quinze LCR provenant de patients atteints de médulloblastome (n=10), d'ATRT (n=3), 

d'ETMR (n=1) et de chordome (n=1) ont été sélectionné (Tableau Annexe 3). Trois LCR avait 

été séquencés par WES. 

Les LCR provenaient de ponction lombaire et ont été extrait avec le kit ccfDNA de 

Qiagen®. La quantité médiane de cfDNA était de 7,7 ng/mL de LCR (de 4,96 à 442,75 

ng/mL) après dosage Qubit™. Le même protocole que l'exome sur LCR a été utilisé pour les 

librairies ainsi que la double capture utilisée pour le précèdent panel de séquençage ciblé. 

Les échantillons ont ensuite été passés sur des flowcell MiSeq™ V3 ou NovaSeq™ SP 

pour une couverture théorique de 500x. 

Les profils de couverture ont ensuite été générées par deepTools dans un premier 

temps
398

. 

 

 

Les premières observations montrent des différences de profils autour du TSS 

notamment dans la région du TSS pouvant être déplétée d'un nucléosome. Pour un cas 

d'ATRT (cas 16), une déplétion est observée dans plusieurs TSS dans gènes impliqués dans le 

groupe nommé TYR tels qu'ENPP2 et HTRC2 (Figure 5.3.1)
437,441,442

. 
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Case 16 Case 15 

Figure 5.3.1 : Déplétions observés autour des TSS des gènes ENPP2 (en haut) et HTR2C (en bas) pour le cas 16 

(à gauche) et non observés pour le cas 15 (à droite). Ces observations pourraient classifier l'ATRT dans le groupe 

TYR. 

 

Pour un autre de cas de tumeurs embryonnaires, les TSS des gènes CELF3 et PFDN2 

semblent également non couverts suggérant une expression de ces derniers. Ces cas pourraient 

correspondre au groupe de NB-FOXR2 récemment décrit (Figure 5.3.2)
301,367

. 

Ces premières données sont très préliminaires mais avec un panel couvert de 89 à 97% 

et l'observation d'empreintes autour de certains TSS, cette méthode pourrait permettre de 

classifier et de caractériser les tumeurs cérébrales de types embryonnaires. 

Cependant, une automatisation bio-informatique reste nécessaire pour cette 

classification. Le développement d'un outil basé sur du Machine Learning est donc en cours. 

Indépendamment de la recherche d'altération génétique, la classification pourrait être 

également possible avec l'ADN circulant par d'autres méthodes telles que l'analyse du 

méthylome. 

ENPP2 

HTR2C 
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Case 19 Case 21 

Figure 5.3.2 : Déplétions observés autour des TSS des gènes CELF3 et PFDN2 pour les cas 19 et non observés 

pour le cas 21. Ces observations pourraient classifier le cas 19 dans le groupe CNS-NB-FOX2R. 

 

 

  

CELF3 

PFDN2 
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3.6.3 Classification par le méthylome 

Le WES sur cfDNA nous a permis de caractériser les tumeurs mais également 

d'observer l'émergence d'altérations à la rechute ou mettre en évidence des cibles 

thérapeutiques. Cependant, ce type d'analyse ne permet pas de classifier les tumeurs sans 

informations cliniques. 

Dans le cadre d'une étude collaborative sur la classification des tumeurs par la 

méthylation du cfDNA supervisée par le Cancer Research Institute de Ghent en Belgique, 6 

plasmas de la série NGS Kids ont ainsi pu être analysés. 

 

3.6.3.1 Choix du RRBS 

La majorité des analyses de méthylome sont réalisées par puces de méthylation telles 

que les Illumina Infinium Human Methylation 450K™. Cependant, ces protocoles, très 

standardisés, demandent des quantités importantes d'ADN de départ (500 à 1000 ng) et 

contiennent une étape de fragmentation enzymatique indispensable et non compatible avec 

l'ADN circulant. Les WGS bisulfites pourraient également être adaptés mais restent très 

couteux. 

L'équipe de Ghent a ainsi proposé un protocole adapté de RRBS pour l'ADN 

circulant
443

. Ainsi après la digestion du cfDNA par MspI découpant les ilots CpG, des 

adaptateurs en épingle à cheveux sont fixés aux extrémités des fragments d'ADN. Si la 

digestion a bien eu lieu de part et d'autres du cfDNA, la circularisation de la structure d'ADN 

est possible. Tout ADN non circulaire est alors digéré par un mix d'exonucléases. Les 

adaptateurs sont ensuite ouverts pour permettre la réaction bisulfite. Pour finir, le séquençage 

a été réalisé par 12 échantillons sur NextSeq™ en Single-End Read de 75 pb
444

.  
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Une méthode commerciale permettant de la capture les ilots CpG a également été testée, 

le SeqCap EpiGiant™ de Roche® mais malgré des résultats similaires, le protocole était plus 

long (5 jours contre 3 jours) et plus couteux. 

 

3.6.3.2 Classification des tumeurs pédiatriques 

Soixante cfDNA provenant de 58 patients atteints de tumeurs pédiatriques ont été 

analysés dans le cadre de ce travail collaboratif. Le plasma a été collecté pour des cas de 

neuroblastome (n=10), néphroblastome (n=16), sarcome à cellules claires du rein (n=2), 

tumeur rhabdoïde du rein (n=1), rhabdomyosarcome (alvéolaire n=9 et embryonnaire n=8), 

sarcome d'Ewing (n=6) et ostésarcome (n=4) et le LCR pour les tumeurs cérébrales, 

médulloblastome (n=3) et ATRT (n=1). Dix ng de cfDNA était suffisant pour la construction 

des banques RRBS. 

  
Figure 5.4.1 : Graphique t-SNE à 2 composantes pour les tumeurs extracraniales issues des bases de données (A) 

: Neuroblastome (NBL), Tumeur Rhabdoïde (MRT), Sarcome d'Ewing (EWS), Rhabdomyosarcome (alvéolaire : 

aRMS et embryonnaire : eRMS), Carcinome à Cellule Claire du Rein (CCSK), Tumeur de Wilms, 

Ostéorsarcome et les controles sains tels que les globules blancs (WBC). Classification des tumeurs (B) des 

plasmas et LCR (MB : Medullobastoma ; ATRT : Tumeur Rhabdoïde Teratoide Atypique. 
 

Une base de données a ensuite été construite à partir de données publiques de 

méthylation de tumeurs pédiatriques telles que TARGET pour permettre le clustering des 

cfDNA
302,376,445–447

. Le méthylome des globules blancs et d'ADN circulant sains fut également 
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ajouté
448,449

. La comparaison du RRBS et des puces de méthylation a été possible pour la 

découpe des ilots CpG en 14 103 régions et a permis ainsi de proposer des clusters selon les 

types de maladies (Figure 5.4.1). Certaines tumeurs ont dû être retirées suite à une 

clusterisation avec les globules blancs peut-être due à une contamination de la biopsie ou par 

une forte infiltration par ces cellules. 

Dans 81,66% des cas, la classification était en accord avec le diagnostic clinique (Figure 

5.4.1). La classification échoua pour des échantillons à faible contenue tumorale (<10%) ou 

avec une forte contamination d'ADN de haut poids moléculaire Les deux types de 

rhabdomyosarcomes ont pu être également différenciés pour 13 des 14 cas du cluster de ce 

cancer. 

 

En conclusion, le méthylome est de plus en plus utilisé dans la classification des 

tumeurs notamment pour les tumeurs cérébrales avec la mise en évidence de certains groupes 

auparavant inclassifiables tels que les tumeurs neuroectodermiques cérébrales (PNET)
301,302

. 

Au total, le séquençage par RRBS mis au point par l'équipe de Ghent permet une 

classification par type tumoral avec une spécificité de 81,6% Cette classification est 

également possible en routine sur des petites quantités de plasma ou du liquide céphalo-

rachidien (200 µL avec 10 ng de cfDNA) et pourrait être développée pour appuyer le 

diagnostic. 

 

Cet article est disponible en libre accès sur BioRxiv https://doi.org/10.1101/795047
450
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4 Discussion, perspectives et conclusion 

L'ADN tumoral circulant est un formidable outil permettant d'avoir accès à de 

nombreuses informations de la tumeur juste par un prélèvement de fluide corporel. Cet accès 

facile et relativement non invasif donne également une temporalité inédite au suivi de la 

tumeur grâce à des prélèvements successifs possibles sans mise en danger du patient. 

 

La comparaison entre tumeur et plasma par une analyse globale de séquençage telle que 

le WES a permis d'observer la très grande hétérogénéité des tumeurs pédiatriques telles que le 

neuroblastome. Certaines altérations étaient ainsi uniquement détectées dans le plasma et 

pourraient être portées par un groupe de cellules résistantes à certains traitements. L'ADN 

tumorale circulant semble ainsi provenir de cellules tumorales agressives et/ou des métastases 

pour les stades avancés. Les métastases possèdent peu des mutations driver privées comparé à 

la tumeur mais leurs altérations spécifiques peuvent alors données un avantage, responsable 

de la résistance au traitement
451

. 

Le séquençage par WES de plasmas issus d'une étude permettant de proposer des 

traitements adaptées suite au profil moléculaire d'une tumeur telle que MappyActs permet de 

proposer un nouvel outil dans les décisions du clinicien. En plus de son utilité en absence de 

biopsie de la tumeur, l'ADN tumoral circulant propose un autre profil de la maladie 

permettant ainsi d'identifier de potentielles cibles thérapeutiques. L'ADN circulant est ainsi de 

plus en plus utilisé dans des protocoles cliniques et internationaux gérés par des associations 

internationales telles que le SIOPEN, le ctDNA étant détectable dans le plasma ou le LCR 

pour les tumeurs cérébrales pour une majorité de type de cancers pédiatriques. 
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La combinaison du WES et du séquençage ciblé sur des plasmas prélevés lors du suivi 

de patient a permis de mieux comprendre la spatialité clonale de la tumeur mais également sa 

temporalité. L'évolution clonale a pu ainsi être observée à l'aide de panels ciblant les 

altérations détectées par WES. En fonction de la dynamique des SNVs dans le temps, des 

clones ont pu être inférés aux SNVs. L'émergence d'un clone était corrélée à une progression 

de la maladie telle qu'une rechute ou une résistante à une chimiothérapie. 

L'évolution clonale semble jouer un rôle important de l'échappement de la maladie. Le 

protocole clinique MICCHADO pourrait permettre de proposer ce type d'étude à une échelle 

inédite (600 patients). L’objectif de cette étude nationale est d’améliorer la compréhension de 

l’oncogenèse et des mécanismes de progression des tumeurs en identifiant et caractérisant des 

altérations moléculaires génétiques et les réponses immunitaires chez des patients de moins de 

25 ans ayant un cancer à haut risque (neuroblastome, rhabdomyosarcome, sarcome d’Ewing, 

ostéosarcome, leucémie). 

Ainsi, les données issues du WES de la tumeur et du plasma pourraient être utilisées 

pour chaque diagnostic et pour développer des panels personnalisés pour chaque patient 

permettant de surveiller l'émergence de clone résistant. Lors d'une rechute, le plasma devra 

être séquencé une nouvelle fois en WES pour caractériser de nouveaux clones. 

Cependant, le nombre d'altérations reste faible dans les tumeurs pédiatriques et les outils 

bio-informatiques devront donc être optimisés pour permettre un modèle statistique fiable. 

 

L'ADN circulant présente également des caractéristiques particulières permettant 

d'étudier le transcriptome mais également l'épigénétique. 

Des empreintes sont ainsi observées selon son découpage particulier autour des 

nucléosomes en fonction des tissus émetteurs de l'ADN ou au niveau du TSS de certains 

gènes. Cette empreinte nous a ainsi permis de prédire l'expression ou non de certains gènes 
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sur la totalité du génome. Pour des patients atteints de neuroblastome, des profils différents 

ont été observés entre les cas avec une amplification du gène MYCN et sans amplification. 

Ces différences semblent être dues à certaines cibles du facteur de transcription MYCN mais 

également des gènes impliqués dans la plasticité cellulaire. Cette différence de "plasticité" a 

déjà été observé au sein de lignées et quelques tumeurs
176

. L'analyse des TSS dans l'ADN 

circulant pourrait ainsi contribuer à l'étude du changement d'identité de la tumeur. 

Toutefois, les études précédentes sont restées limitées à quelques TSS et aucune étude 

n'a proposé une analyse sur l'intégralité des TSS du génome. De nouveaux outils bio-

informatique doivent donc être créés et une meilleure prédiction de l'expression de chaque 

gène doit passer par une optimisation du Machine Learning. 

 

En outre, l'enroulement de l'ADN circulant autour d'un nucléosome a également rendu 

possible la détection de marque épigénétique des histones. Des marques activatrices et 

répressives observés chez des patients atteints de neuroblastome ont ainsi été observées dans 

le plasma en particuliers dans des promoteurs de gènes impliqués dans l'identité cellulaire. 

Néanmoins, seules les marques de méthylation ont fonctionné lors du ChIP-Seq. La marque 

d'acétylation H3K27ac n'était pas interprétable. Cette marque, synonyme d'enhancer, pourrait 

être supprimée lors d'apoptose. Au moment de l'apoptose, une désacétylation massive des 

histones est observée, sans savoir si ce phénomène est une cause ou une conséquence de la 

mort cellulaire
452,453

. L'ADN circulant qui est majoritairement issu de l'apoptose ne pourrait 

donc pas posséder les marques d'acétylation. De plus, la structure des enhancers en boucle ne 

peut être compatible avec le découpage de l'ADN circulant et pourrait être détruite lors de 

cette étape. 
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C'est pourquoi les profils de découpage de l'ADN circulant ainsi que sa méthylation 

peuvent être une aide dans la classification de la maladie et la prise de décision du clinicien. 

Néanmoins, ces classifications ne sont pas possibles sans une importante base de données. 

Ces dernières restent limitées pour la majorité de cancers pédiatriques. 

Cependant, une soixantaine de plasmas au diagnostic de patients atteints de cancers 

pédiatriques ont été séquencés par WGS en faible couverture. Ces résultats pourraient être 

utilisés dans une étude bio-informatique permettant de décrire un profil de découpage de 

l'ADN circulant différents entre types de tumeurs pédiatriques et proposer un outil de 

classification. 

En plus de la caractérisation d'altérations en nombre de copie, le WGS low coverage 

permet d'estimer le contenu tumoral d'un échantillon, tumeur ou plasma. Le WGS low 

coverage possède un coût faible et peut utiliser à partir de libraires pré-captures et/ou avec une 

quantité minime d'ADN. Il peut donc être utilisé pour orienter le type d'analyse telle qu'un 

séquençage ciblé plutôt qu'un WES en cas de faible contenu tumoral dans l'échantillon traité. 

 

Les propriétés de l'ADN circulant sont incroyablement prometteuses. Même s'il peut 

être utile en absence de biopsie, l'ADN circulant ne peut remplacer totalement cette dernière. 

Il reste complémentaire et permet une nouvelle vision de la maladie. Toutes ces propriétés 

permettent également de mieux comprendre et de suivre l'évolution et l'adaptation de la 

tumeur dans l'espace et le temps. D'autres aspects de l'ADN circulant permettent de suivre la 

maladie à un niveau résiduel (Minimal Residual Disease, MRD) et de prévenir la rechute. 

Cependant la sensibilité des méthodes utilisées au cours de cette étude ne permet pas de 

surveiller la maladie à un niveau résiduel. 
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L'ADN circulant peut contenir des altérations non détectées dans la tumeur et voir 

émerger certains clones ne répondant pas à un type de chimiothérapie. Un traitement adapté 

pourrait être ainsi proposé.  

La possibilité d'étudier le profil de transcriptomique ou épigénétique peut être 

également une aide dans la classification de certains types de cancers tels que les tumeurs 

embryonnaires cérébrales. Ces analyses pourraient servir à l'observation de changement 

d'identité avec des transformations de la tumeur vers des types mésenchymateux. La tumeur 

ne prolifère plus mais devient plus résistante aux traitements tels que certaines 

chimiothérapies mais également la radiothérapie. Une observation de ce changement d'état 

chez un patient pourrait faire l'objet d'un suivi particulier avec l'utilisation de l'ADN circulant 

et des prélèvements rapprochés pour détecter une résurgence de la maladie. 

 

Pour conclure, l'ADN circulant a permis de mieux comprendre l'échappement aux 

traitements par la possibilité de suivre l'évolution clonale et la plasticité d'une tumeur au cours 

du temps. 

Ainsi l'ADN circulant se révèle être un outil indispensable pour une meilleure prise en 

charge du patient et pourrait permettre de briser "le plafond de verre" des 20% des patients 

atteints de tumeurs pédiatriques ne répondant pas aux traitements conventionnels. 
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Tableau Annexe 3 : Descriptif de cas de l'étude LCR 

 

 

Case Age (M) Disease Group Metastasis NGS Remarks

1 64 Medulloblastoma ND M0 WES

2 65 Medulloblastoma 4 M2 WES

3 109 Medulloblastoma ND WES

4 205 Medulloblastoma ND WES

5 36 Medulloblastoma ND M2 WES

6 141 Medulloblastoma 4 WES

7 59 Medulloblastoma ND WES MYCN amplification

8 348 Medulloblastoma SHH WES

9 85 Medulloblastoma WNT WES

10 123 Medulloblastoma NoWnt/NoSHH WES

11 105 Medulloblastoma WNT M0 WES+Target

12 410 Medulloblastoma ND WES+Target

13 40 ETMR M1 WES+Target 19q13 amplification

14 MD Rhabdomyosarcoma ND WES+Target

15 MD ATRT ND Target SMARCB1 Mutation

16 MD ATRT ND Target

17 MD ATRT ND Target

18 MD Medulloblastoma 3 Target

19 MD Medulloblastoma ND Target

20 MD Medulloblastoma ND Target

21 MD Medulloblastoma NoWnt/NoSHH Target

22 MD Medulloblastoma NoWnt/NoSHH Target

23 MD Medulloblastoma WNT Target CTNNB1 mutation

24 MD Medulloblastoma 4 Target

25 MD Medulloblastoma 3 Target

26 MD Chordoma Target
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Figure annexe 1 : Suivi des mutations en séquençage ciblé des cas NGS Kids 

 

Primary Tumor + 
Metastasis

Diagnosis 3 69 488

PR Primary
Tumor + PR 
Metastasis

535

Complete 
Remission

141

0

2

4

6

8

10

12

D0 D3 D69 D141 D488 D535

M
u

ta
te

d
 A

lle
le

 F
re

q
u

e
n

ci
e

s

Case 5 : Rhadomyosarcoma

0 143 157 217 77

Alive 



7 

 

 

 

 

0 82 

Alive 

Primary Tumor + 
Metastasis

Diagnosis 11 56

PR Primary
Tumor + PR 
Metastasis

511

Complete 
Remission

123

102 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

D0 D11 D56 D123 D145 D176 D511

C
tD

N
A

 c
o

n
te

n
t 

b
y 

ic
h

o
rC

N
A

M
u

ta
te

d
 A

lle
le

 F
re

q
u

e
n

cy

Case 14 : Neuroblastoma

145 176

231 
214 

469 
274 

0%

2%

4%

6%

8%

10%

12%

14%

16%

18%

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

D0 D30

C
tD

N
A

 c
o

n
te

n
t 

b
y 

ic
h

o
rC

N
A

M
u

ta
te

d
 A

lle
le

 F
re

q
u

e
n

cy

Case 22 : MPNST



8 

 

 

 

 

0

Relapse
(D607) 

Primary Tumor + 
Metastasis

Diagnosis 2216

131

Complete 
Remission

208 164 

PR Primary
Tumor + PR 
Metastasis

0%

5%

10%

15%

20%

25%

30%

35%

40%

0

10

20

30

40

50

60

Tumor D6 D221

C
tD

N
A

 c
o

n
te

n
t 

b
y 

ic
h

o
rC

N
A

M
u

ta
te

d
 A

lle
le

 F
re

q
u

e
n

cy

Case 25 : Rhadbdomyosarcoma

146 214 



Biology of Human Tumors
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Abstract

Purpose: Neuroblastoma displays important clinical and
genetic heterogeneity, with emergence of newmutations at tumor
progression.

Experimental Design: To study clonal evolution during treat-
ment and follow-up, an innovative method based on circulating
cell-free DNA (cfDNA) analysis by whole-exome sequencing
(WES) paired with target sequencing was realized in sequential
liquid biopsy samples of 19 neuroblastoma patients.

Results: WES of the primary tumor and cfDNA at diagnosis
showed overlap of single-nucleotide variants (SNV) and copy
number alterations, with 41% and 93% of all detected altera-
tions common to the primary neuroblastoma and cfDNA.
CfDNA WES at a second time point indicated a mean of 22
new SNVs for patients with progressive disease. Relapse-specific
alterations included genes of the MAPK pathway and targeted
the protein kinase A signaling pathway. Deep coverage target

sequencing of intermediate time points during treatment and
follow-up identified distinct subclones. For 17 seemingly
relapse-specific SNVs detected by cfDNA WES at relapse but
not tumor or cfDNA WES at diagnosis, deep coverage target
sequencing detected these alterations in minor subclones, with
relapse-emerging SNVs targeting genes of neuritogenesis and
cell cycle. Furthermore a persisting, resistant clone with con-
comitant disappearance of other clones was identified by a
mutation in the ubiquitin protein ligase HERC2.

Conclusions: Modelization of mutated allele fractions in
cfDNA indicated distinct patterns of clonal evolution, with either
a minor, treatment-resistant clone expanding to a major clone at
relapse, orminor clones collaborating toward tumor progression.
Identification of treatment-resistant clones will enable develop-
ment of more efficient treatment strategies. Clin Cancer Res; 1–11.
�2017 AACR.

Introduction
Analysis of circulating tumor DNA (ctDNA), a fraction of cell-

free DNA (cfDNA), is a revolutionary tool for the study of tumor-
specific genetic alterations in patients with cancer. Extracted from
blood, it can be used as a surrogate marker for molecular diag-
nosis, and for estimation of tumor burden (1–3). These techni-
ques enable an access of tumor molecular information when a
biopsy is impossible and render sequential molecular analyses
possible. Shift of mutational patterns over time has been dem-
onstrated in particular in leukemia, but in most solid tumors,
sequential analysis of tumor tissue is not possible due to the
limited number of accessible tumor tissue time points (4–8).

Neuroblastoma, the most frequent extracranial solid tumor of
early childhood, is characterized by both clinical and genetic
heterogeneity with few recurrent biomarkers. Amplification of
theMYCN oncogene is observed in 20% of cases and is associated
with poor prognosis. Other copy number alterations (CNA) occur
over more extensive chromosome regions, with the segmental
chromosome alterations being associated with a poor outcome
(9). Few recurrent mutations have been described, the most
frequent targeting ALK (10%–12%), genes involved in chromatin
remodeling (ATRX, ARID1A), or TERT rearrangements.
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Both spatial and temporal genetic heterogeneity play an impor-
tant role in neuroblastoma. Spatial heterogeneity has been
describedwithin a tumor, andbetween a tumor and itsmetastasis,
for genetic features such asMYCN, or other CNAs (10). Temporal
heterogeneity has also been observed with an accumulation of
new CNAs, and mutations including ALK and RAS-MAPK muta-
tions at the time of progression (11–13). However, more exten-
sive studies of these phenomena are hampered by the scarcity of
paired diagnosis–relapse samples, highlighting the importance of
surrogate markers.

In neuroblastoma, several studies have indicated the presence
of ctDNA in blood, enabling the detection of MYCN or ALK
alterations (14–16). The overall copy number profile can also
be determined in cfDNA using different technologies such as

commercially available platforms or low coverage whole-genome
sequencing (WGS; refs. 10, 17, 18).

The characterization of both CNA and a full mutational
spectrum, of importance when analyzing mechanisms of
tumor progression or treatment resistance, would be possible
by whole-exome sequencing (WES) of cfDNA. Although a
few limited studies have demonstrated its feasibility, the
proposed protocols have not been applied to larger scale
studies (19–21).

We now demonstrate for the first time the feasibility of WES
cfDNA based on a modification of standard WES protocols
enabling sequencing of extremely low amounts of cfDNA,
enabling both CNA and SNV analysis in sequential neuroblasto-
ma cfDNA samples. Deep coverage target sequencing was per-
formed for validation and for analysis of intermediate time points
(Fig. 1).

Materials and Methods
Patients and samples

Patients with neuroblastoma were included in this study if
samples for WES of the primary tumor and plasma obtained at
diagnosis were both available (n ¼ 19 patients; Table 1; Supple-
mentary Table S1). For 2 patients, plasma samples obtained at
diagnosis were available, 9 had plasma collected at diagnosis and
relapse, and 9 had 2 to 6 plasma collected during treatment and
follow-up (Supplementary Fig. S1).

Patients were treated in French centers of the SFCE (Soci�et�e
Française de lutte contre les Cancers et les leuc�emies de l'Enfant et
de l'adolescent) according to the relevant protocols (Supplemen-
tary Information S1). Written informed consent was obtained
from parents/guardians according to national law. Samples were
collected following inclusion of patients in the national PHRC
IC2007-09 study, and this study was authorized by the ethics

Figure 1.

Overview of study design. A WES was realized on primary tumor and cfDNA obtained at diagnosis as well as on cfDNA from a second time point (relapse
or after treatment). Sequencing results allowed SNVs and CNA characterization. SNVs were studied at intermediate time points by deep coverage targeted
sequencing. Deep coverage targeted sequencing was also performed on primary tumor samples to search for mutations at a subclonal level.

Translational Relevance

In cancer with genetic heterogeneity, the identification of
clones resistant to upfront treatment will lead to new thera-
peutic strategies targeting these resistant clones. We present a
new approach based on whole-exome sequencing (WES)
techniques of cell-free DNA (cfDNA) samples in neuroblas-
tomapatients, enabling for thefirst time sequential analyses of
mutational profiles in these patients. We now show how the
study of cfDNAbyWES can contribute to the understanding of
clonal evolution in this malignancy, indicating the emergence
of subclonal events present at diagnosis to clonal events at
disease progression. The modelization of clonal evolution
highlights mechanisms of treatment resistance and of escape.
The identification of treatment-resistant clones will enable
adaptation of treatment strategies.
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committees "Comit�e de Protection des Personnes Sud-Est IV,"
references L07–95/L12–171, and "Comit�e de Protection des
Personnes Ile de France," reference 0811728.

Sample collection and processing
For each case, DNA was extracted from a single tumor sample

obtained at diagnosis according to standard procedures. Plasma
samples were obtained at diagnosis or during treatment and
follow-up (1–6 samples/patient; Supplementary Table S2) by
blood sampling directly on standard EDTA tubes and prepared
by centrifugation at 2,000 rpm for 10minutes followed by careful
aliquoting and freezing at �80�C within 1 to 24 hours after
collection.

cfDNA purification and quantification
cfDNA was extracted from 100 mL to 3.3 mL of plasma using

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen) with the Qia-
vac24s system, according to themanufacturers' recommendation.
cfDNA concentration was measured by Qubit fluorometric assay
(Invitrogen) with dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit. The
total cfDNA concentration per mL of plasma was calculated. Its
qualitywas defined bybioanalyzer agilent 2100 (Agilent) analysis
using theHighSensitivityDNAchipwith cfDNAquality expressed
as the 200-bp fragment fraction. For 11 plasma samples obtained
at diagnosis, cfDNA copy number analysis using Oncoscan has
been reported previously (10).

WGS/WES of primary tumors
Primary tumors and paired germline genomic DNA were

whole-genome/exome sequenced. For 4 patients, WGS of germ-
line, tumor at diagnosis, and tumor at relapse DNA using an
Illumina HiSeq 2500, with 100-bp paired-end reads has been
reported previously (11). For the other patients, WES was per-
formed following either an Agilent SureSelect Human All Exon v5
or a Roche Nimblegen SeqCap EZ Exome V3.

Library construction and exome capture of cfDNA
cfDNA libraries were constructed without fragmentation (to

account for the mean cfDNA fragment size of 160 bp) using Kapa
Library Preparation Kit Illumina platforms (Kapa Biosystems)
with Indexed Adapters included in SeqCap EZ Human Exome Kit
v3.0 (Nimblegen Roche Sequencing). The manufacturer's proto-
col was modified with a ligation of 16 hours at 20�C using an
adapter:insert molar ratio of 10:1; 10 mL of Pre–LM-PCR oligo
1&2 (5 mmol/L) on 9 cycles of precaptured LM-PCR and 99 mL of
SeqCapEZPurificationBeads (1.8�)were used for clean-upof the
amplified sample library. Library quantification and quality were
determined as above.

For exome capture, SeqCap EZ Exome Enrichment Kit v3.0
(Nimblegen Roche Sequencing) was used according to the man-
ufacturer's protocol.WESwas performed on germline, tumor, and
plasma samples from 19 patients using Illumina Hi-seq2500
leading to paired-ends 100 � 100 bp. Eight samples were multi-
plexed for the exome capture and put on 3 lines of high-output
flow cell (expected coverage:100�).

For custom deep coverage targeted capture sequencing, a panel
was designed encompassing 1,211 SNVs, corresponding to all
SNVs observed in WES sequencing. Libraries of cfDNA were
constructed using a double capture procedure. Target sequencing
was performed on all plasma samples and tumor samples
whenever available (PE 150 � 150 bp). Twelve samples were

multiplexed for the capture and sequenced with MiSeq V3
reagents (expected coverage: 1,000�).

Bioinformatics pipeline
Following alignment with Bowtie2 (22) allowing up to 4% of

mismatches, bam files were cleaned according to the Genome
Analysis Toolkit recommendations (23). Targeted bam files were
cleaned up without removing duplicates.

WES variant calling was performed using 3 variant callers:
GenomeAnalysisTK-3.5UnifiedGenotyper, HaplotypeCaller, and
Samtools-0.1.18 (24). Annovar-v2013-07-29 with cosmic-v64,
dbsnp-v137, and RefSeq were used for annotations, and func-
tional prediction was performed using Polyphen2, LRT, Muta-
tionTaster, and Sift (25–28). SNVs with a quality <30, a depth of
coverage <20 in tumor or plasma samples, or <2 reads supporting
the variant were filtered out. Only SNVs within exons of
coding genes or splice sites were kept. Then, variants reported in
more than 1% of the population in the 1000 genomes
(1000gAprl_2012) or Exome Sequencing Project (ESP6500) were
discarded to filter out polymorphisms. Finally, synonymous
variants were filtered out except those with a COSMIC ID. Variant
calling comparison between germline and somatic DNAs allowed
us to focus only on tumor-specific SNVs. Only nongermline SNVs
supported by >2 reads and a position coverage >20� were taken
into account as tumor-specific alterations.

CNAs were analyzed using VarScan.v2.3.5 (29) and DNAcopy-
1.42.0 (30) orHMMCopy (31). Estimation of tumor cellularity in
analyzed samples (primary tumor or cfDNA) was performed
using Sequenza (32).

For the definition of clones, mutated allele fractions (MAF)
with similar values were taken into account, while correcting for
the copy number status, all similar MAFs (�5%) with values
corrected for copy number status defining a clone, as described
previously (33). Clonal evolution graphs were generated with
Fishplot-0.3 (34). Serial dilutions copy number profiles were
generated using CNVkit, and the visualization of log ratio seg-
ments was done using matplotlib plotting library (35, 36).

Variants were considered confirmed if observed by two inde-
pendent sequencing techniques of WES and deep coverage tar-
geted sequencing.

The sequencing data have been deposited at the European
Genome-phenomeArchive (EGA) under study accession number:
EGAS00001002705.

Results
Optimization of library construction for WES cfDNA analysis
and bioinformatics pipeline

We have developed an experimental and bioinformatics pipe-
line to enableWES of cfDNA. Library construction was performed
with low cfDNA input (mean, 63 ng; range, 7–100 ng). An
additional step of amplification was omitted to reduce false
positive rates and further improved quality of sequencing data
(37, 38). The step of dual size selection only retained the cfDNA
and excluded genomic DNA in case of lymphocyte degradation
(Supplementary Fig. S2). These libraries could then be subjected
directly to whole-exome or target capture experiments. This
optimization enabled a good rate of on-target reads (mean,
82%; range, 69%–88%) and a low percentage of duplicates
(mean, 32%; range, 13%–63%) for a WES at 100� coverage
(Supplementary Fig. S3), thus enabling a detection of MAF at
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5%. The bioinformatics analytic process was established to filter
out all germline events based on comparison of primary tumor
and cfDNA sequencing results with the germline sequencing
results, retaining only somatic alterations for further analysis.

To estimate the sensitivity of cfDNA WES and deep coverage
target sequencing, patient cfDNA from one case (Case 14) har-
boring both significant CNAs and SNVs, and containing a high
amount of ctDNA (>90%)was serially diluted with cfDNA from a
healthy donor, and dilutions were submitted to both WES and
deep coverage capture sequencing. No significant difference of
MAFsdetected by the two independent techniques for a given SNV
was observed, confirming these SNVs and ruling out sequencing
errors. Application of the bioinformatics pipeline enabled to
establish a threshold for SNV detection of 5% MAFs by WES and
1% by deep coverage target sequencing of cfDNA, below which
SNVs were not distinguishable from the background (Supple-
mentary Fig. S4). Furthermore, apart fromMYCN amplification, a
threshold for detection of CNAs was determined around a pro-
portion of 20% of patient cfDNA in the healthy donor cfDNA
(Supplementary Fig. S4).

Comparison between primary tumor and cfDNA at diagnosis
For 19 neuroblastoma patients, WES or WGS data of the

primary tumor obtained at diagnosis were available. These data
were compared withWES cfDNA analysis at the time of diagnosis.

Analysis based on the Sequenza tool (32) revealed a mean
of 73% of tumor cells in the primary tumor sample (range,

15%–98%), and a mean of 60% of ctDNA in the cfDNA fraction
(range, 3%–99%; Supplementary Fig. S5). Calling of SNVs
could be performed on all diagnostic cfDNA samples, whereas
CNAs could not be determined in 1 case (Case 12) due to a
ctDNA fraction below the threshold enabling detection of copy
number changes.

Following filtering on germline DNA to filter out any consti-
tutional alterations or germline polymorphisms, a total of 861
somatic SNVs were detected by WES analysis in cfDNA, with 353
common to the primary tumor and cfDNA, 97 specific to the
primary tumor, and 411 specific to cfDNA (Supplementary Table
S3). Overall, a mean of 19 SNVs (range, 9–69) per case common
to primary neuroblastoma and cfDNA was observed (Fig. 2A).
SNVs observed recurrently at diagnosis in both primary tumor
and cfDNA by WES concerned among others the genes ALK
(2 cases; Fig. 3D), genes of theMAPK pathway (3 cases), ARHGAP
genes (4 cases), NOTCH (1 case), MLL genes (4 cases). SNVs of
genes described to play a role in neuroblastoma oncogenesis or
other tumors are highlighted in Table 1, and all detected SNVs are
listed in Supplementary Table S3. No correlation of MAFs was
observed between the solid tumor and cfDNA (R2 ¼ 0.017;
Supplementary Fig. S6A). Amean of 6 SNVs per case were specific
to primary neuroblastoma and 22 specific to the cfDNA, respec-
tively, including among others genes of the MAPK pathway.

Furthermore, of a total of 162 CNAs, 151 CNAs were common
to analyses of primary neuroblastoma and cfDNA (Table 1; Figs.
2B and 3A), with only 3 and 8 specific to either. Concerning the

Figure 2.

Venn diagram of alterations detected in primary tumors and cfDNA (SNV and CNA). Alterations detected in primary tumor WES are in blue, in cfDNA
WES at diagnosis in green, in cfDNA WES after treatment in gray, and in cfDNA WES at relapse in red. A, Mean number of SNVs detected by WES/WGS
(range: number in square brackets). At diagnosis, the majority of tumor SNVs are detected in cfDNA. When cfDNA WES was realized at a second time point
without evidence of disease, a decrease of SNVs was observed. When cfDNA WES was realized at a second time point corresponding to relapse,
an increase of number of mutations was observed. B, Total number of CNAs detected by WES/WGS. At diagnosis, solid tumor and cfDNA share the majority
of CNA. At a second time point without evidence of disease, CNAs are not detected. At the time of relapse, the majority of alterations detected at diagnosis
are conserved, and few new alterations were observed (only cases with interpretable CNA profiles were counted).
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known recurrent CNA of neuroblastoma, MYCN amplification,
1p deletion, 11q deletion, and 17q gain were observed in both
primary neuroblastoma and cfDNA in 10, 12, 6, and 12 of 19
cases, respectively, with concordant breakpoints. Alterations seen
only in cfDNA but not in the primary were 1p deletion and 17q
gain in 1 case each. No discrepancies were observed between CNA
determined in cfDNA byWES as compared with an analysis using
OncoScan for 11 cases reported previously (10).

Amplification of MDM2 and PTPRB are observed for two
cases (Case 1 and 17) in primary neuroblastoma and cfDNA.
One case (Case 1) demonstrated a focal gain of chromosome
15q harboring the IGF1R gene detected only in cfDNA (Fig. 3B),
as confirmed by two independent technics (OncoScan and
qPCR; ref. 10).

Analysis of a second time point cfDNA
cfDNAWES was then performed at a second time point (Fig. 1;

Supplementary Table S2). For 8 patients, this corresponded to
complete or partial remission (CR/PR), whereas for 9 other
patients, this corresponded to disease progression or relapse (PD)
as documented by clinical and/or radiological evaluations. At the
second time point, a significantly higher fraction of ctDNA in the
overall cfDNA was observed in patients with PD: for CR/PR
patients (8 cases), the mean fraction of ctDNA in the overall
cfDNA fractionwas 33% (range, 0%–40%), versus amean of 67%
(range, 43%–89%) for PD patients (Supplementary Fig. S5;
P¼ 0.002898). Calling of SNVs could be performed on all second

time point cfDNA samples, whereas CNAs could only be deter-
mined in 5 cases.

For patients inCR/PR (8 cases), a total of 64 SNVswere detected
at the second time point. Among these, a total of 45 SNVs, with a
mean of 6 SNVs (range, 2–12) per case, were common to primary
neuroblastoma and the diagnostic ctDNA time point (Fig. 2A).
For patients in CR/PR at the second time point, the majority of
SNVs disappeared, including an ALKmutation (Case 4; Fig. 3D):
Of a total of 323 SNVs seen in cfDNA at diagnosis, only 61 SNVs
were seen at the second time point. Only in 3 cases was one
new SNV observed at this second ctDNA time point (ZNF814,
ILDR2, RREB1).

For patients in PD (9 cases), a total of 392 SNVswere detected at
the second time point. Among these, 182 were common to SNVs
seen in cfDNAatdiagnosis, including aALKmutation (Case 11). A
total of 90 SNVs common toboth the primary neuroblastoma and
the diagnostic ctDNA time point were detected, with amean of 10
SNVsper case (range, 3–21; Fig. 2A). A total of 198newSNVs,with
a mean of 22 new SNVs per case (range, 0–55) were observed at
this second cfDNA time point. Among the new, seemingly
relapse/progression–specific SNVs, several SNVs shown previous-
ly to play a role in cancer were detected targeting genes such as
KRAS (Case 11 relapse; c.G38A; p.G13D; Fig. 3E), ADCY7 (Case
13; c.T2834C;p.V945A), or NCOR1 (Case 15; c.C4367T;p.
A1456V). Pathways targeted by these new seemingly relapse-
specific SNVs concerned genes of the MAPK pathways and tar-
geted protein kinase A signaling [Ingenuity Pathways Analysis

Figure 3.

Genetic alterations observed in primary neuroblastoma and cfDNA by WES. A, Comparison of copy number profiles of primary neuroblastoma compared
with cfDNA (Case 10). Identical CNAs are observed between the solid tumor and the cfDNA WES at diagnosis. Each chromosome (3, 5, and 16 in figure)
presents the same breakpoints in tumor and cfDNA. B, A gain in chromosome 15 was detected only in cfDNA, containing the gene IGF1R (Case 1; chr15:
99200000-99600000). C, An amplification of CDK4 was detected in the cfDNA at relapse only (Case 15; chr12: 58068384-58638722). Relapse tumor was
not available. D, IGV representation of double mutation of ALK presents at diagnosis on tumor (30%–17%) and cfDNA (17%–2%), disappearing during treatment
(Case 4; G>T-G>C, p.F1174L, chr2: 29443695). E, IGV representation of a KRAS mutation, which emerged at relapse at a subclonal level in tumor (3%) and
at clonal level in cfDNA (28%; Case 11; C>T p.G13D, chr12: 25398281).
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(IPA)]. In addition, in5 interpretable cases, a total of 16newCNAs
were observed (Fig. 2B), including CDK4 amplification (Case
15, Fig. 3C) or CDK6 amplification associated with BCL11A
deletion (Case 16).

Deep coverage capture sequencing of cfDNA at intermediate
time points

A panel was then designed encompassing all SNVs observed in
any of the primary tumors or cfDNA samples studied byWES, and
also taking into account SNVs observed in a relapse tumor for the
4 cases where sequencing data from the relapse tumor were
available (n ¼ 1,211; ref. 11), to enable deep coverage capture
sequencing of all intermediate time points. In cases with con-
firmed SNVs, for a given SNV, MAFs observed either by cfDNA
WES or by deep coverage capture sequencing did not show a
statistically significant difference (P ¼ 0.897, t test) and good
positive correlation (R2 ¼ 0.899; Supplementary Fig. S6B), indi-
cating the concordance of the two technics.

Capture sequencing enabled to analyze cfDNA samples
obtained at diagnosis and at the second time point for all patients,
as well as intermediate time points in 9 patients (Fig. 1) aiming at
a high coverage to search for subclonal events. Among the SNVs
seen at relapse but not at diagnosis, targeted high coverage
sequencing was employed to determine whether they were pres-
ent in a subclone at diagnosis or not. Interestingly for 17 seem-
ingly relapse-specific SNVs detected by cfDNAWES at relapse but
not by tumor or cfDNA WES at diagnosis, higher coverage target
analysis of primary tumor or cfDNA from diagnosis showed the
presence of these alterations in a minor subclone (MAF mean,
0.84%; range, 0.33%–2.91%), indicating that these minor sub-
clonal populations at diagnosis emerged to major clones during
tumor progression and suggesting clonal evolution in 5 of 9 cases
with PD (Supplementary Fig. S7). Genes targeted by the altera-
tions in the emerging clones included 10 genes involved in
neuritogenesis and 5 in cell cycle and connective tissue develop-
ment (IPA network analysis; Supplementary Table S1).

Modelization of clonal evolution based on MAFs
Deep coverage capture sequencing also enabled to analyze

intermediate time points in 9 patients (Cases 1–9; Supplementary
Table S2), aiming at a high coverage to search for subclonal events
during treatment or follow-up (Fig. 1). For these 9 cases, theMAFs
of SNVs detected in cfDNA were followed in a series of 2 to 6
intermediate plasma samples. For each case, the MAFs corre-
sponded to the clinical disease status. For one case, a decrease
of MAFs concurred with disease remission (Case 9; Fig. 4A). For
another case (Case 6; Fig. 4B), a decrease of the MAFs was
observed during first-line chemotherapy, but an increase of the
MAFs was observed corresponding to disease progression (Sup-
plementary Fig. S8A).

Among these 9 cases, the MAFs of all SNVs observed at all time
points were used to develop more detailed models of clonal
evolution in neuroblastoma in patients with PD (2 patients).
Cloneswere definedon thebasis ofMAFswith values corrected for
copynumber status, and the evolutionof cloneswas inferred from
MAFs evolving in a similar fashion. This enabled to emit hypoth-
eses with regards to the clonal composition of the tumor at
different time points.

In one case with intermediate metastatic progression, then
stable disease, a persisting, resistant clone with concomitant
disappearance of other clones, was identified by a mutation in

HERC2, a gene coding for a ubiquitin protein ligase (Case
1; Fig. 5A). In another case, two minor clones previously detected
at the time of diagnosis emerged with an increase of MAFs from
10% to 20% and 1% to 5%, involving the genes ADRM1, BMPR2,
CELSR1 (Case 6, Figs. 4B and 5B; Supplementary Fig. S8B).

In conclusion, this novel technology enabled to followMAFs in
sequential cfDNA samples from neuroblastoma patients and
indicated different mutational evolutionary patterns. In patients
with response to treatment, as expected, evidence of tumor-
specific genetic alterations disappeared in cfDNA. On the other
hand, in case of persistent disease or relapse, tumor cell–specific
alterations could be detected and intermediate analyses revealed
either resistance of preexisting or emergence of new clones.

Discussion
Recently, cfDNA has emerged for the analysis of ctDNA, as this

surrogate marker can detect tumor cell–specific alterations in a
noninvasive setting. The majority of ctDNA studies are based on
tools such as digital droplet PCR or targeted sequencing, requiring
prior characterization of the biomarkers to be studied (2, 3, 15).
However, clonal evolution has been shown to play an important
role in many solid cancers, and new clones will not be detected
when basing analysis on a comparison with the primary tumors
(12, 39, 40), suggesting that WES will be more adapted in
particular for cancers with few recurrent biomarkers such as
neuroblastoma, despite its lower sensitivity.

Neuroblastoma has been shown to shed important amounts of
ctDNA in particular in metastatic cases and high-risk disease and
thus represents a relevantmodel for further ctDNAanalysis. In this
study, the ctDNA fraction of the overall cfDNA could be calculated
by Sequenza (32), confirming a high proportion of ctDNA in the
cfDNA fraction (mean, 60%; range, 3%–99%; Supplementary
Table S1),whereas for healthy adults, in general, cfDNAquantities
of approximately 10 ng/mL of plasma are observed; in high-risk
neuroblastoma patients at diagnosis, high amounts of cfDNA
(mean, 1,034 ng/mL of plasma; range, 26–13,533) were docu-
mented, further confirming the observation of an important
shredding of ctDNA into the bloodstream by high-risk neuro-
blastoma at diagnosis (10, 16). Further studies on larger serieswill
enable to stablish whether the amount of ctDNA is linked to the
overall disease burden, the degree of necrosis, or both. Impor-
tantly, an increase of the ctDNA fraction in the overall cfDNAwas
observed at the time of disease progression, versus a decrease with
tumor response, suggesting that the ctDNA fraction of cfDNA in
general is predictive of the underlying disease status.

WES analysis could be applied successfully to cfDNA samples,
enabling calling of SNVs in 36 of 36 and calling of CNAs in 23 of
36 samples. For a given SNV, there was no correlation between the
observed MAF in the primary neuroblastoma versus the plasma
obtained at the same time point. This might be explained by
differences of tumor content between the tumor sample and the
ctDNA fraction in the total cfDNAor by spatial heterogeneity with
specific SNVs detected in each sample on the other hand. A wide
range of MAFs was observed in a given sample, which can be
explained by subclonal events on the one hand, or the possibility
of differential shredding of ctDNA from different cells.

The WES analysis of primary tumor and cfDNA identified an
overlap of only 41% of SNVs at diagnosis, whereas an overlap of
93% was observed for CNAs. This suggests a greater intratumor
variability for SNVs andhighlights the potential of cfDNAanalysis
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when exploration of the whole spectrum of tumor-specific altera-
tions is of importance, for instance, in the setting of precision
medicine. Multiple samples from distinct tumor sites, or tumor
and metastatic sites, might give further insight into such hetero-
geneity. In case of primary tumor-specific alterations, these altera-
tions might correspond to clones that might release less ctDNA,
which according to one hypothesis could correspond to less
aggressive cells. On the other hand, ctDNA-specific alterations
might correspond to more aggressive clones or to those originat-
ing from metastatic sites (20, 41, 42). The overall ctDNA MAFs
corresponded to the clinical disease status, indicating that ctDNA
SNVsmight serve as a surrogate marker for disease burden and/or
minimal residual disease (43, 44). Furthermore, the emergence of
new SNVs coincided with disease progression. As plasma samples
in this study were not obtained within a specific systematic
surveillance program, we cannot conclude whether cfDNA WES

might have served as an early marker for progression. This
important question will be addressed in prospective studies.

The study of SNVs and comparison of SNVs between diagnosis
and relapse allows the identification of pathways involved in
neuroblastoma progression, including MAPK genes, as described
previously, and with one pathway specific to relapse involving
protein kinase A signaling (45). Furthermore, SNVs that emerged
from a subclonal level at diagnosis to a clonal level at relapse
preferentially affected pathways of neuritogenesis (Supplemen-
tary Table S1; ref. 46).

To study whether seemingly relapse-specific alterations were
already present at the time of diagnosis, but in a minor sub-
clone not detected by standard coverage WES, the depth of
coverage was increased. This enabled the detection of 17 SNVs,
which were initially deemed relapse-specific but which are
already present in a minor subclone at diagnosis, underlining

Figure 4.

Evolution of MAFs in sequential cfDNA
samples. Using both WES and target
sequencing, evolution of MAFs
correlates with disease status. MAFs
detected by WES in the primary tumor
and in cfDNA at diagnosis and second
time points, andMAFs detected by deep
coverage target sequencing in
intermediate time points, are indicated.
The estimated cfDNA quantity permL of
plasma is indicated below the graphs.
A, Example of decrease of MAFs during
treatment (Case 9). All MAFs decrease
during the first chemotherapy and all
mutations disappeared after the
chemotherapy. B, Example of
resurgence of MAFs (Case 6), which will
be followedby a relapse. At diagnosis, 15
SNVs were detected with MAFs
identified by cfDNAWES and confirmed
by deep coverage target sequencing. All
SNVs become undetectable during the
first chemotherapy but increase during
follow-up, coinciding with metastatic
progression, but with different
proportions of increase. A resurgence of
SNVs coinciding with disease
progression is observed. For a majority
of SNVs, the MAFs at relapse are lower
than at diagnosis, decreasing by a factor
of 2 (ARGHAP18: 39.75%; 0.51%; 0.00%;
17.43%; CSMD1: 33.56%; 0.19%; 0.50%;
11.43%; ITGB1: 35.16%; 0.34%; 1.04%;
16.99%; ITIH2: 35.93%; 0.62%; 2.31%;
16.87%). However, for other genes, an
increase of MAFs can be observed, by a
factor of 2 or 3: ADRM1: 8.66; 0.30%;
1.47%; 19.89%; BMPR2: 4.88%; 0.11%;
0.31%; 14.83%; CELSR1: 1.29%; 0.00%;
1.01%; 5.94%). Genes presenting a similar
dynamic can be grouped together,
enabling to infer different cell clones
(Supplementary Fig. S8).
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the importance of high depth of coverage when searching for
subclones. Aiming for a depth of coverage of 1,000�, MAFs
>1%were retained as significant. However, increasing the depth
of coverage in the current experimental procedure was also
associated with PCR duplicates. These duplicates were filtered
out during the bioinformatics analysis pipeline, but it cannot
be excluded that some identical reads not corresponding to
PCR duplicates are also falsely removed. Thus, this protocol
could be further improved using a UMI (unique molecular
identifiers) prior to library construction to separate real PCR
duplicates from alignment duplicates (47).

Altogether, the study of SNVs and analysis of MAFs of a given
SNV over time enables the study of clonal evolution and to
develop different models of tumor evolution (Figs. 4 and 5;
ref. 33). In one model, among different clones derived from the
primary clone, one subclone at diagnosis resists to chemotherapy
and takes precedence, becoming a major clone at relapse. Indeed,
a clone resistant to treatment was identified by the presence of a
mutation in a ubiquitin ligase gene. In another model, subclones
derived from the primary clone, which remains major, become
resistant and collaborate with the primary clone for a relapse.
Indeed, it can be hypothesized that these emerging clones might

contribute to tumor progression by collaboration with other
nonemerging clones (48).

In conclusion, the study of clonal evolution based on cfDNA
WEShighlightsmechanismsof treatment resistance andof escape.
These techniques are of high clinical potential in the context of
precision medicine and sequential analysis of molecular targets,
enabling adaptation of treatment strategies depending on clonal
composition. Indeed, biomarker-based clinical trials take into
account a molecular profile obtained at a given time point. The
evolution of predictive biomarkers over time, which might occur
under selective pressure, such as targeted therapies, might now be
further evaluated on the basis of noninvasive ctDNA analysis and
thus beuseful for identificationof drug-resistant clones andwill in
the future lead to further sequential adaptation of biomarker-
based treatment approaches.
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Résumé : Les cancers pédiatriques représentent un 

défi thérapeutique, et une compréhension des 

mécanismes d’échappement aux traitements est 

nécessaire pour pouvoir développer de nouvelles 

approches thérapeutiques.  

L'ADN circulant peut être libéré par une tumeur 

dans les fluides corporels et permet de détecter et 

suivre des altérations génétiques tumorales par des 

prélèvements successifs peu invasifs tels qu'une 

prise de sang. 

Dans ce travail, une technique de séquençage de 

type « whole exome » (séquençage de l’ensemble 

des exons) de l’ADN circulant a été mis au point 

pour permettre l’étude des altérations génétiques 

tumorales dans le plasma chez des enfants atteints 

de cancer.  

Ces analyses soulignent la grande hétérogénéité 

génétique spatiale et temporelle des cancers 

pédiatriques. De plus, un rôle important de 

l’évolution clonale dans la progression de la 

maladie a ainsi pu être mis en évidence. 

Des approches utilisant les caractéristiques 

particuliers de l'ADN circulant ont également 

permis d’inférer le profil d’expression, basées sur 

l’empreinte des sites de début de transcription,  

ou le profil épigénétique de la tumeur. En plus 

d'une aide à une classification des tumeurs, ces 

particularités pourront aider à l'observation d'un 

changement d'identité cellulaire sous traitement. 

L'ADN circulant est donc un formidable outil pour 

mieux comprendre l'échappement aux traitements 

d'une tumeur par son hétérogénéité spatiale et 

temporelle et sa plasticité. 
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Abstract : Pediatric cancers represent a therapeutic 

challenge, and an understanding of the mechanisms 

of escape from treatment is necessary in order to be 

able to develop new therapeutic approaches. 

Circulating DNA can be released by a tumor in 

bodily fluids and enable to detect and follow 

genetic alterations in tumors by successive 

minimally invasive samples such as a blood test. 

In this work, a “whole exome” sequencing technique 

for circulating DNA was developed to allow the 

study of genetic tumor alterations in plasma in 

children with cancer. These analyzes highlight the 

frequent spatial and temporal genetic heterogeneity 

of pediatric cancers. In addition, an important role 

of clonal evolution in the progression of the disease 

was thus highlighted. 

Approaches using the particular characteristics of 

circulating DNA have also made it possible to infer 

the expression profile, based on the imprint of the 

transcription start sites, or the epigenetic profile of 

the tumor. In addition to an aid in the 

classification of tumors, these features may help 

to observe a change in cellular identity under 

treatment. 

Circulating DNA is therefore an important tool for 

better understanding mechanisms of  escape from 

treatment of a tumor based on spatial and 

temporal heterogeneity and cellular plasticity. 

 

 


