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Résumé :

Depuis sa découverte en 1948, l’analyse de l’ADN circulant (ADNcir) a démontré son potentiel clinique en 

oncologie. 

Mon premier objectif de thèse a été d’étudier l’hétérogénéité clonale de tumeurs de patients atteints de cancer 

colorectal métastatique (CCRm) par l’analyse de l’ADNcir au cours de leur prise en charge thérapeutique. Seuls 

les patients ayant des tumeurs RAS non-mutées peuvent bénéficier des thérapies anti-EGFR. Avant traitement 

par anti-EGFR, l’analyse de l’ADNcir a montré la détection d’un plus grand nombre de mutations RAS/BRAF (76%, 

n=119) que l'analyse du tissu tumoral (55%, n=89) ainsi qu’une proportion élevée de mutations co-occurrentes 

(45%) chez les patients atteints de CCRm (étude KPLEX2). Nous avons montré que la médiane du délai entre la 

réception des échantillons et la communication des résultats était de 12 jours pour l’analyse du tissu tumoral 

(n=83; 3-273 jours) contre seulement de 2 jours pour l’analyse de l’ADNcir (n=121; 0-10 jours). Ces résultats 

indiquent que l’ADNcir pourrait remplacer l’analyse du tissu tumoral en pratique clinique.

Dans l’étude rétrospective KPLEXR, l’analyse longitudinale des patients atteints de CCRm traités par FOLFOX-

dasatinib avec ou sans cetuximab a montré qu’à l’arrêt des traitements 98% des patients réfractaires aux 

traitements (n=42) sont mutés RAS/BRAF. Ce résultat démontre que les mutations RAS/BRAF induisent des 

résistances au traitement par anti-EGFR. L’analyse quantitative et longitudinale de l’ADNcir mime étroitement 

les changements des niveaux sanguins de l’ACE et l’évolution de la masse tumorale observée par CT-scan. De 

plus, 21% des mutations RAS/BRAF sont retrouvées avec des fréquences alléliques inférieures à 0.1% montrant 

la nécessité d'utiliser une méthode ultrasensible pour détecter les mutations ponctuelles avant et durant les 

traitements par anti-EGFR. Ces résultats indiquent le potentiel théranostique de l’ADNcir durant un traitement 

par anti-EGFR.

Les patients réfractaires à l’ensemble des thérapies standards peuvent être traités au regorafenib. Cependant, 

aujourd’hui aucun biomarqueur ne permet de prédire un bénéfice ou une résistance au regorafenib. C’est dans 

ce contexte qu’a été réalisé l’étude prospective TEXCAN. Nous avons montré que le statut muté RAS/BRAF des 

patients atteints de CCRm lourdement prétraités et réfractaires aux thérapies standards n’influe pas la survie de 

ces patients traités au régorafénib. Par contre, les resultats sugerent qu’il est possible d’identifier avant le 

traitement les patients qui auront un bénéfice clinique à cette molécule. En effet, nous avons pu établir des seuils 

de concentrations d’ADNcir total (26 ng/mL de plasma), d’ADNcir tumoral muté (2 ng/mL de plasma) et de 

fréquence allélique (6%) qui permettraient de prédire les patients qui auront une meilleure survie globale. 

L’ADNcir pourrait être un biomarqueur pour prédire les résistances ou les tolérances des tumeurs des patients 

au regorafenib.

Il est admis depuis longtemps que l’apoptose est le mécanisme de libération de l’ADNcir le plus pertinent puisque 

de nombreuses études ont montré que l’ADNcir a un profil de taille aux alentours de 150-180 bp. Le deuxième 

objectif de ma thèse a été d’évaluer l’association entre la formation des NETs (neutrophil extracellular traps) et 

la production des ADNcir chez les patients atteints de CCRm. Nous montrons qu’une fraction importante de 

l’ADNcir des patients CCRm proviendrait du phénomène de NETose. Ces travaux redéfinissent les paradigmes 

existants sur les mécanismes de libération de l'ADNcir. La dégradation des NETs pourrait expliquer la grande 

amplitude de la fréquence allélique dans le sang des patients atteints de CRCm. Cependant, il reste encore à 

révélerer l’ensemble des acteurs conduisant à la production des ADNcir par la dégradation des Nets in vivo. 
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Abstract:
Since its discovery in 1948, circulating DNA (cirDNA) analysis has demonstrated its clinical potential in 

oncology. 

My first thesis objective was to study the clonal heterogeneity of tumors from metastatic colorectal 

cancer (mCRC) patients by cirDNA analysis during their therapeutic management. Only patients with 

non-mutant RAS tumors can benefit from anti-EGFR therapies. Prior to anti-EGFR therapy, cirDNA 

analysis showed the detection of higher RAS/BRAF mutations (76%, n=119) than tumor tissue analysis 

(55%, n=89) as well as a high proportion of co-occurring mutations (45%) in mCRC patients (KPLEX2 

study). We showed that the median data turn-around time was 12 days for tumor tissue analysis (n=83; 

3-273 days) versus only 2 days for cirDNA analysis (n=121; 0-10 days). These results indicated that 

cirDNA could replace tumor tissue analysis in clinical practice.

In the retrospective KPLEXR study, longitudinal analysis of mCRC patients treated with FOLFOX-

dasatinib with or without cetuximab showed that 98% of treatment-refractory patients (n=42) were 

RAS/BRAF mutant at the end of the treatment. This result suggested that RAS/BRAF mutations induce 

resistance to anti-EGFR therapy. Quantitative and longitudinal analysis of cirDNA closely mirrored 

variations in blood CEA levels and tumor mass as observed by CT-scan. Moreover, 21% of RAS/BRAF

mutations were found with allelic frequencies lower than 0.1% revealing the need of the use of an 

ultrasensitive method to detect point mutations before and during anti-EGFR treatments. These 

results highlighted the theranostic potential of cirDNA during anti-EGFR therapy.

Refractory patient tumors to all standard therapies can be treated with regorafenib. However, there is 

currently no biomarker to predict benefit or resistance to regorafenib. Inthe prospective TEXCAN study 

we observed that the RAS/BRAF mutant status of heavily pretreated mCRC patients refractory to 

standard therapies does not influence the survival of these patients treated with regorafenib. On the 

other hand, we showed that it is possible to identify prior to treatment those patients who will benefit 

clinically from the drug. Indeed, we were able to establish thresholds for total cirDNA concentration 

(26 ng/mL plasma), mutant cirDNA concentration (2 ng/mL plasma) and allelic frequency (6%) that 

would predict which patients will have better overall survival. The cirDNA could be a biomarker for 

predicting patient tumor resistance or tolerance to regorafenib.

It has long been recognized that apoptosis is the most relevant mechanism of cirDNA release since 

many studies have shown that cirDNA has a size profile around 150-180 bp. The second objective of 

my thesis was to evaluate the association between NETs (neutrophil extracellular traps) formation and 

cirDNA production in mCRC patients. We show that a significant fraction of cirDNA in mCRC patients is 

derived from the NETosis mecanism. This work redefines existing paradigms on the mechanisms of 

cirDNA release. NET degradation and resultant cirDNA release could explain the large variation of 

allelic frequency in the blood of mCRC patients. However, the full set of enzymes leading to the 

production of cirDNA by the in vivo degradation of NETs remains to be demonstrated. 



4

Remerciements :

A mes directeurs de thèse, ce fut un grand honneur de travailler sous votre direction. Je 

tiens à vous remercier pour votre disponibilité sans faille durant ces 3 années de thèse. 

Monsieur Alain THIERRY, je vous remercie pour votre soutien durant ces 8 « longues » années 

passées ensemble. Tout a commencé à l’Université avec un projet basé sur l’analyse des ADN 

circulants dans le cadre du cancer du sein. Depuis ce jour, votre confiance envers moi n’a 

jamais faibli et je vous remercie pour cela. Je vous remercie pour vos conseils, votre 

encadrement et tous les heureux moments que nous avons passé ensemble au sein de 

l’institut et en dehors. J’espère que notre collaboration durera encore longtemps et que vous 

serez épanoui dans votre vie personnelle et scientifique.

Monsieur Philippe BLACHE, je te remercie pour ta confiance, ta simplicité et pour tes conseils. 

Au-delà de nos discussions scientifiques j’ai eu la chance de partager une autre passion que la 

science avec mon directeur de thèse, la pêche. Je te remercie pour ces discussions de pêche 

qui m’ont permis de prendre du recul dans les moments compliqués. Nous irons pécher en 

bateau cet été et je l’espère pour pêcher la daurade record. 



5

A mes co-encadrants de thèse, je vous remercie pour votre aide et votre soutien.

Monsieur Thibault MAZARD, je tiens à te remercier pour la confiance que tu m’as porté 

durant de longues années. Je te remercie aussi pour m’avoir fait confiance lors des nombreux 

essais cliniques que nous avons menés ensemble. J’espère que l’essai PANIRINOX sera une 

réussite.

Monsieur Antoine ADENIS, je te remercie énormément pour ton aide et tes encouragements 

durant ma thèse. Tu n’es pas un co-encadrant officiel de ma thèse mais je te considère tout 

comme. Merci vivement pour m’avoir aidé à terminer dans de bonnes conditions l’essai 

ancillaire TEXCAN et de m’avoir associé à ton travail FOLFIRINOX-R.



6

A Marc YCHOU et Claude SARDET.

Monsieur Marc YCHOU, je ne sais pas comment vous remercier tellement vous avez contribué 

à ma réussite. Il est évident que sans votre soutien sans faille je n’aurais pas pu réaliser mes 4 

années d’ingénieur et mon doctorat. Vous m’avez aidé humainement et financièrement en 

tant que : directeur de l’équipe de recherche, directeur du SIRIC Montpellier Cancer et enfin 

en tant directeur générale de l’ICM. Même si le côté financier n’est pas l’aspect le plus relevant 

pour des remerciements de thèse, je me dois de vous remercier pour cela car sans votre 

confiance je n’aurais pas pu réaliser me projets. Un immense MERCI !

Monsieur Claude SARDET, je vous remercie de m’avoir accueillie dans d’excellentes 

conditions au sein de l’IRCM. Je tiens également à vous remercier pour votre confiance tout 

au long de mon doctorat.



7

Aux membres de mon jury de thèse.

Madame Valérie TALY, je vous remercie vivement pour avoir accepté de juger mon travail de 

thèse en tant que rapporteure. Je vous remercie pour l’intérêt que vous portez à mon travail 

de thèse. C’est un honneur de vous vous compter parmi les rapporteurs de ce travail de thèse.

Monsieur Florent MOULIERE, je suis très heureux de te compter parmi mes rapporteurs de

thèse. Tu as été présent lors mes premiers projets étudiants et pour mes premiers instants à 

l’IRCM.  Je te remercie pour les conseils que tu m’as donnés avant mon doctorat et durant ma 

thèse lorsque nous nous sommes rencontrés à des congrès scientifiques. Je te souhaite le 

meilleur dans ta vie personnelle et professionnelle. C’est un honneur et un immense plaisir de 

t’avoir en tant que rapporteur pour juger mon travail de thèse.

Madame Céline GONGORA, je te remercie pour avoir accepté de juger mon travail de thèse 

en tant qu’examinatrice. Je te remercie pour ton aide et ta bonne humeur.

Monsieur Thierry ANDRE, vous me faites l’honneur d’être examinateur de ce travail de thèse.

Je suis fier d’avoir travaillé avec vous lors de l’essai ancillaire TEXCAN et l’étude PaniCov. Cela 

a donné lieu à de belles publications dans Molecular Oncology et dans JAMA Network Open. 

Je suis honoré de travailler encore avec vous dans l’essai PANIRINOX, qui je l’espère sera une

réussite.

Monsieur Didier TOUSH, je tiens à te remercier pour ton investissement sans faille depuis 

2008.  Tu auras été d’excellents conseils en tant que directeur de la licence BBB et du master 

DETC-BIO. Tu as toujours cru en moi à l’Université et tu as continué à m’aider pour mon 

inscription en doctorat. Enfin tu as accepté de m’épauler encore une fois durant ces trois 

années de thèse en tant que membre de mon jury de comité de thèse. Je ne sais pas comment 

te remercier pour tout ce que tu as fait pour moi mais j’espère pouvoir aider une personne à 

mon tour comme tu as pu le faire à mon égard. Je suis très heureux de t’inviter à composer 

mon jury de thèse.

Monsieur Jérôme MOREAUX, je te remercie pour ton aide durant ces trois années de doctorat 

en tant que membre de mon jury de comité de thèse. Ton expertise scientifique est connue 

de tous. Je tiens à te remercier pour ta simplicité, tes excellents conseils et la motivation que 

tu as pu me donner. Je suis très heureux de t’inviter à composer mon jury de thèse.



8

A mes Collègues et Amis

A mon sens on ne peut pas s’engager dans un doctorat si on est pas soutenu par des Collègues 

et des Amis.

Je tiens à remercier l’ensemble de mes Collègues pour leur bienveillance, leur écoute et bien 

évidement leur esprit de camaraderie qui est pour moi la plus importante des qualités. 

Certains d’entre eux sont devenus des Amis à part entière, je sais qu’ils se reconnaitront. Je 

tiens donc à remercier toutes les femmes de l’équipe anciennement nommée « Recherche

intégrée pour une Médecine Personnalisée en Oncologie Digestive » et récemment baptisée

« Biomarqueurs pour une Médecine de Précision » : Corinne, Evelyne, Caroline, Laurence,

Rita, Zahra, Amaëlle, Cynthia, Ekaterina, Barbara, Safia, Laura, Audrey, Sonia, Florence, Alexia, 

Marie, Lucia et Camille. Je tiens à remercier très particulièrement Cynthia qui a toujours été 

présente pour moi et qui l’est encore aujourd’hui, Ad Vitam Aeternam. Je tiens à remercie 

tous les hommes qui ont composé ces deux équipes de recherches : Alain, Philippe, Marc, 

Thibault, Antoine, Alexandra, Jean-Daniel, Geoffroy, Nicolas, Simon, Benoit, Baptiste, Andrei 

et bien évidement Romain. Je suis conscient que j’ai pu oublier des personnes dans ces 

remerciements et j’en suis désolé pour cela.

Je tiens à remercier l’ensemble des mes Copains et Amis. 

Je remercie mes Amis de longue date qui ont toujours été présent pour moi. Il n’y a rien à dire 

à ce sujet car ils savent déjà tout ce que je pense d’eux. Je ne les remercierais jamais assez,

donc une nouvelle lois fois MERCI les Amis pour votre soutien intarissable, votre camaraderie 

indéfectible et votre amour sans fin. Bien conscient que ces quelques lignes soient fades 

comparé à notre Histoire, je vous donne rendez-vous au prochain apéro pour tous vous 

remercier individuellement et de vive voix.

Je vous laisse sur ces quelques mots de Joe qui ont bâti notre Histoire et que vous connaissez 

si bien :

« On allumait une cigarette et tout s’allumait 

Et c’était la fête, le quatorze juillet 

Il n’y avait jamais un copain de trop 

Dans l’équipe à Jojo 

Y avait moins de nuits sans guitare que de jours sans pain 

On partageait tout et on n’avait rien 

Qu’est-ce qu’on était fous, qu’est-ce qu’on s’en foutait 

Qu’est-ce qu’on était bien » 

L’équipe à Jojo, Joe Dassin.



9

A ma famille 

Avant toute chose, sachez que ces quelques lignes ne reflètent pas l’immense bonheur que 

j’ai de vous avoir. Ces mots sont simples et brefs car il est difficile pour moi d’écrire 

davantage. 

A mes parents, sans qui cela n’aurait pas été possible. Je vous remercie pour votre soutien 

inébranlable, votre courage et vos efforts qui m’ont porté dans la vie. Merci pour ce que vous 

êtes. Je vous aime.

A mes frères, qui m’ont toujours soutenu envers et contre tout. Vous êtes des modèles pour 

moi et je vous en remercie. Je vous aime.

A mes tontons et mes tatas, je vous remercie pour votre soutien et l’amour que vous me 

portez. Je vous aime.

A mes nièces, Mila et Arwen, je vous remercie pour votre joie de vivre, votre tendresse et vos 

sourires qui me remplissent de bonheur. Je vous aime.

A mes grand-mères, Irène et Lucette, vous avez été deux exemples pour moi. Je garderai toute 

ma vie l’immense bonheur et la joie que vous m’avez apporté. Votre vie a été exemplaire. Je 

ne vous oublierais jamais. Je vous aime.

A ma tante Nicole et à mon grand-père Louis. Vous avoir perdus durant mon doctorat a été 

l’épreuve la plus difficile de ma vie. Il suffisait que je repense à vous pour redresser la tête car 

votre courage me donne à chaque instant l’envie de poursuivre… Je vous aime

A toi Nicole et à toi Papi, cette thèse est pour vous !



10

Table des matières
Résumé :.................................................................................................................................................................. 2

Abstract:.................................................................................................................................................................. 3

Remerciements : ..................................................................................................................................................... 4

Liste des abréviations :.......................................................................................................................................... 13

Liste des figures :................................................................................................................................................... 17

Liste des tableaux :................................................................................................................................................ 19

Préambule ............................................................................................................................................................. 20

INTRODUCTION ..................................................................................................................................................... 22

I/ Modèle d’étude : Cancer colorectal .............................................................................................................. 22

A/ Anatomie du côlon.......................................................................................................................... 22

B/ Epidémiologie ................................................................................................................................. 22

B.1 Les chiffres en France en 2018.................................................................................................. 22

B.2 Les chiffres dans le monde en 2018 .......................................................................................... 23

C/ Facteurs de risque........................................................................................................................... 23

C.1 Facteurs héréditaires................................................................................................................. 23

C.2 Facteurs environnementaux et comportementaux .................................................................. 24

D/ Dépistage et Diagnostic .................................................................................................................. 26

D.1 Dépistage .................................................................................................................................. 26

D.2 Diagnostic ................................................................................................................................. 26

D.3 Examens radiologiques ............................................................................................................. 27

D.4 Examens biologiques ................................................................................................................ 28

E/ Stade (classification TNM)............................................................................................................... 29

F/ Prise en charge ................................................................................................................................ 31

F.1 Chirurgie .................................................................................................................................... 31

F.1.1 Cancer du côlon.................................................................................................................. 31

F.1.2 Cancer du rectum............................................................................................................... 32

F.2 Traitements conventionnels...................................................................................................... 33

F.2.1 Chimiothérapies ................................................................................................................. 33

F.2.2 Radiothérapies et radiochimiothérapies............................................................................ 36

F.3 Thérapies ciblées ....................................................................................................................... 36

F.3.1 La voie de signalisation RAS/MAPK.................................................................................... 37

F.3.2 Les anticorps monoclonaux anti-EGFR............................................................................... 38

F.3.3 Le bevacizumab, anticorps monoclonal anti-VEGF ............................................................ 39

F.3.4 Le régorafénib .................................................................................................................... 40

F.3.5 L’Immunothérapie anti PD-1.............................................................................................. 41

G/ Evaluation de la réponse au traitement : critères RECIST 1.1 ........................................................ 42

II/ Analyse moléculaire du tissu tumoral .......................................................................................................... 44



11

III/ Hétérogénéité clonale des tumeurs ............................................................................................................ 45

A/ Altérations génétiques des tumeurs............................................................................................... 45

B/ L’hétérogénéité clonale des tumeurs ............................................................................................. 46

B.1 Hétérogénéité clonale intra-tumorale ...................................................................................... 46

B.2 Hétérogénéité clonale inter-tumorale ...................................................................................... 47

C/ L’évolution temporelle .................................................................................................................... 48

IV/ L’ADN circulant............................................................................................................................................ 50

A/ Historique et Généralités................................................................................................................ 50

A.1 Cas du cancer ............................................................................................................................ 51

A.2 Autres domaines ....................................................................................................................... 52

B/ Origines et Structures ..................................................................................................................... 53

B.1 Origines cellulaires .................................................................................................................... 53

B.2 La mort cellulaire....................................................................................................................... 55

B.2.1 L’apoptose ......................................................................................................................... 55

B.2.2 La nécrose .......................................................................................................................... 56

B.2.3 La phagocytose .................................................................................................................. 56

B.2.4 La NETose........................................................................................................................... 57

B.3 La sécrétion active..................................................................................................................... 58

C/ Profil de taille et fragmentation de l’ADNcir................................................................................... 60

D/ Aspects fonctionnels de l’ADN circulant ......................................................................................... 63

D.1 Le transfert horizontal et la génométastase............................................................................. 63

D.2 Immunité et inflammation........................................................................................................ 63

E/ Conditions pré-analytiques ............................................................................................................. 64

V/ Méthodes d’analyse de l’ADN circulant ....................................................................................................... 66

A/ Méthodes basées sur la polymérisation en chaine quantitative .................................................... 66

B/ Méthodes de séquençage à haut débit .......................................................................................... 69

C/ La méthode IntPlex® : PCRq Allèle Spécifique Bloqueur................................................................. 71

VI/ Potentiels cliniques de l’ADN circulant sur la prise thérapeutique des patient atteint de cancer colorectal

.......................................................................................................................................................................... 74

A/ Le dépistage et le diagnostic précoce ............................................................................................. 74

B/ Le pronostic..................................................................................................................................... 75

C/ La maladie résiduelle minimale et récidive..................................................................................... 78

D/ Suivi des patients et surveillance de la résistance aux traitements ............................................... 79

VII/ Objectifs de la thèse................................................................................................................................... 80

RESULTATS ............................................................................................................................................................ 83

1/ Hétérogénéité et évolution clonale des tumeurs de patients atteints de cancer colorectal métastatique au 

cours de leur prise en charge thérapeutique ................................................................................................... 83

A/ Détection des mutations RAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm traités ou avant 

l’initiation d’un traitement par anticorps anti-EGFR ........................................................................... 83



12

Article I: Utilité clinique de l'analyse de l'ADN circulant pour la détection rapide de mutations 

actionnables en vue de sélectionner les patients colorectaux métastatiques pour un traitement 

anti-EGFR (Etude KPLEX2) ............................................................................................................... 83

Article II : L'ADN circulant démontre une évolution convergente et des mécanismes de résistance 

communs pendant le traitement du cancer colorectal (Etude KPLEX R) ........................................ 96

PANIRINOX : Etude randomisée de phase II comparant le Panitumumab + FOLFIRINOX versus 

Panitumumab + mFOLFOX6 chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique ayant un 

statut RAS/BRAF non muté sélectionnés à partir de l’analyse de l'ADN circulant (NCT02980510).

....................................................................................................................................................... 116

B/ Détection des mutations RAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm traités par régorafénib122

Article III: Surveillance des niveaux d'ADN circulant chez les patients atteints de cancer colorectal 

métastatique en tant que biomarqueur potentiel des réponses au traitement par régorafenib. 122

Article IV:  Conception de l'étude FOLFIRINOX-R : un essai de phase I/II sur le FOLFIRINOX associé 

au regorafenib en première ligne de traitement chez des patients atteints de cancer colorectal 

métastatique RAS muté non résécable ......................................................................................... 136

2/ Origine des ADN circulant chez les patients atteints de cancer colorectal métastatique.......................... 147

Article V:  Association entre de la formation de pièges extracellulaires des neutrophiles avec la 

production d'ADN circulant chez les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique. (Étude 

PaniNet)......................................................................................................................................... 147

DISCUSSION GENERALE....................................................................................................................................... 185

CONCLUSION GENERALE..................................................................................................................................... 199

3/ AUTRES CONTRIBUTIONS ........................................................................................................................... 201

A/ Progrès récents dans les applications cliniques des acides nucléiques circulants en oncologie .. 201

B/ Quantification de l’ADN circulant chez l’homme .......................................................................... 213

C/ Le sang contient des mitochondries libres circulantes ................................................................. 230

D/ Réponse aux commentaires sur la publication : « L’hypoxie module différemment la libération des 

ADN mitochondriaux et nucléaires »................................................................................................. 246

E/ Caractéristiques structurelles de l'ADN nucléaire circulant, origines et profil de taille complet 

révélés par la fragmentomics ............................................................................................................ 249

F/ Double inhibition de l'EGFR et de c-Src par le Cetuximab et le Dasatinib en association avec la 

chimiothérapie FOLFOX chez les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique ................. 268

F/ Association entre le confinement dû au COVID-19 et la charge tumorale chez les patients atteints 

d'un cancer colorectal métastatique nouvellement diagnostiqué .................................................... 278

REFERENCES ........................................................................................................................................................ 293



13

Liste des abréviations :
5-FU: 5-fluoro-uracile 

ACE: Antigène carcino-embryonaire

aCL: anti-cardiolipines 

ADN: Acide désoxyribonucléique

ADNcir: ADN circulant 

ADNmt: ADN mitochondrial 

AFM: Microscopie à force atomique

AJCC: American Joint Committee on Cancer

ALAT: Alanine aminotransférase

AMM: Autorisation de mise sur le marché 

APC: Adenomatus Polyposis Coli

aPL: anti-phospholipides 

APS: Syndrome anti-phospholipides 

ARN: Acide ribonucléique

ASAT: Aspartate aminotransférase

ASB: Allele specific blocker 

ATP: Adénosine triphosphate 

BEAMing: Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics

BRAF: V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

CAD: Caspase-Activated Dnase

CAPOX: Capécitabine/oxaliplatine

CAPP-Seq: Cancer Personalized profiling by deep sequencing 

CCR: Cancer colorectal

CCRm: Cancer colorectal métastatique 

CHIP: Chimio-Hyperthermie Intra-Péritonéale

CNVs: Variations du nombre de copie 

CRCDC: Centres de coordination régionaux des dépistages des cancers

CT: Chimiothérapies

ctDNA: ADNcir tumoral



14

CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte Associated protein

CT-scan: Computerized Tomography 

DAMP: Damage associated molecular pattern

ddPCR: digital droplet PCR

DII: DNA Integrity Index 

DPNI: Dépistage prénatal non-invasif 

DSP: libraries simple brin 

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EGF: Epidermal growth factor

EGFR: Epidermal growth factor receptor

ERK: Extracellular signal-regulated kinase

FIT: Test immunologique fécal 

FOLFIRI: Acide folinique/5-FU/irinotécan

FOLFIRINOX: Acide folinique/5-FU/irinotécan/oxaliplatine

FOLFOX: Leucovorine, 5-FU, oxaliplatine

HNPCC: Cancer colorectal héréditaire sans polypose 

Inca: Institut national du cancer

Indels: Insertions/délétions 

IRM: Imagerie à résonance magnétique 

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LDH: Lactate déshydrogénase

MAPK: Mitogen Ativacted Protein Kinase

MLH1: MutL protein homolog 1

MMR: MisMatch Repair

MPO: Myelopéroxydase

MRD: Maladie résiduelle minimale 

MSH2: MutS protein homolog 2

MSH6: MutS protein homolog 6

MSI: Instabilité micro-satellitaire

MSS: Stabilité micro-satellitaire

MYH: MutY homolog



15

NE: Neutrophile élastase

NETs: Neutrophil extracellular traps

NFS: Numération de la formule sanguine 

NGS: Séquençage de nouvelle génération 

NRAS: Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog

NSCLC: Cancer du poumon non à petites cellules 

OS: Survie globale

PAF: Polypose adénomateuse familiale

PAL: Phosphatase alcaline

Pb: Paires de bases

PCR: Réaction de polymérisation en chaine

PCRd: PCR digitale

PCRq: PCR quantitative 

PD: Progressive Disease

PD-1: Programmed cell Death 1

PD-L1: Programmed cell Death Ligand 1

PFS: Survie sans progression

Pi3K: Phosphoinositide 3-kinase

PMS2: PMS1 Homolog 2

PRRs: Pattern recognition receptors

RC: Réponse complète

RCP: Réunions de concertation pluridisciplinaire 

RCT: Radiochimiothérapies

RECIST: Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 

RP: Réponse partielle

RT: Radiothérapies

Safe-SeqS: Safe-Sequencing System

SD: Stable Disease

SLE: Lupus érythémateux systémique

SNVs: Single nucleotide variations

SSP: Libraries simple brin 



16

Tam-seq: Tagged-Amplicon deep sequencing 

TDM: Tomodensitométrie

TEP-scan: tomodensitométrie par émission de positions

TGFα: Transforming Growth Factor alpha

TK: Tyrosine-kinase 

TKI: Inhibiteurs de tyrosine-kinase 

TLR9: Toll-like receptor 9

Tm: Température de fusion 

TME: Microenvironnement tumoral

TNM: Tumor Node Metastatis

TP53: Tumor protein 53

UID: Identifiant Unique 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR-1: Vascular Endothelial Growth Factor receptor 1

VEGFR-2: Vascular Endothelial Growth Factor receptor 2

WGS: Whole genome sequencing

WT: Wild Type

XELOX: Xeloda/oxaliplatine



17

Liste des figures :
Figure 1: Liste des facteurs de risques du cancer colorectal Source : Dekker et al, 2019. 

Colorectal cancer. 

Figure 2: Protocoles d’administration FOLFOX4s et XELOX. Source : Fédération Francophone 

de Cancérologie Digestive – Chimiothèque.

Figure 3: Protocoles d’administration des associations FOLFOX4 ou FOLFIRI + Anti-EGFR. 

Source : Fédération Francophone de Cancérologie Digestive – Chimiothèque.

Figure 4: Activation de l’EGFR et des voies de signalisation intracellulaire en aval. Source : 

Lièvre et al, 2006. Mutations du gène KRAS et réponse aux anticorps anti-EGFR dans les 

cancers colorectaux : ce qu’il faut retenir.

Figure 5: Mécanisme d’action des anti-EGFR. Source : Lièvre et al, 2010. Mutations du gène 

KRAS et réponse aux anticorps anti-EGFR dans les cancers colorectaux : ce qu’il faut retenir.

Figure 6: Mécanisme d’action du regorafenib. Source: Arai et al, 2019. Molecular insight of 

regorafenib treatment for colorectal cancer

Figure 7: Un cadre conceptuel pour distinguer l'hétérogénéité intra tumorale spatiale et 

temporelle. Source: Ibiayi Dagogo-Jack and Alice T. Shaw, 2017. Tumour heterogeneity and 

resistance to cancer therapies.

Figure 8: L’ADN extracellulaire

Figure 9: Chronologie des découvertes fondamentales sur les ADNcir. Source: Thierry et al, 

2016. Origins, structures and functions of circulating DNA in oncology

Figure 10: Origines cellulaires distinctes de l'ADN circulant trouvé dans le sang des patients 

atteints de cancer. Source: Thierry et al, 2016. Origins, structures and functions of circulating 

DNA in oncology.

Figure 11: Aperçu de la NETose suicidaire (a) et de la NETose vitale (b). Source: Jorch et al, 

2017. An emerging role for neutrophil extracellular traps in noninfectious disease.

Figure 12: Les différents types de vésicules extracellulaires : Source : Zaborowski et al, 

2015. Extracellular vesicules : Composition, Biological Rrelevance, and methods of study.



18

Figure 13: Comparaison du fragmentome d'un patient mCRC (ligne noire) et celui de la 

moyenne de 17 individus sains (ligne bleue) tel que déterminé par sWGS à partir d’une 

librairie diuble brin (DSP).

Figure 14: Représentation des différentes structures de l’ADN enroulé autour du 

nucleosome, du chromatosome et du chromatosome en fonction du profil de taille des 

fragments d'ADNcir. Source: Sanchez et al, 2021. Circulating nuclear DNA structural features, 

origins, and complete size profile revealed by fragmentomics.

Figure 15: Guideline pour l’analyse de l’ADNcir nucléaire. Source: Meddeb R. et al, 2019.  

Guidelines for the Preanalytical Conditions for Analyzing Circulating Cell-Free DNA.

Figure 16: Les différentes étapes de la ddPCR. Source: Taly, V. et al, 2013. Multiplex 

picodroplet digital PCR to detect KRAS mutations in circulating DNA from the plasma of 

colorectal cancer patients.

Figure 17: Les différentes étapes du BEAMing. Source: Caen, O., et al, 2015. Digital PCR 

compartmentalization II. Contribution for the quantitative detection of circulating tumor DNA.

Figure 18: Les différentes méthodes de détection ont des limites de détection distinctes et 

de pertinence clinique. Source: De Oliveira et al, 2020. Current Perspectives on Circulating 

Tumor DNA, Precision Medicine, and Personalized Clinical Management of Cancer.

Figure 19: La technique Intplex®. Source : Thierry, A. R. et al, 2014. Clinical validation of the 

detection of KRAS and BRAF mutations from circulating tumor DNA.

Figure 20 : Représentation schématique de la détection de mutation déterminée par 

l'analyse de l'ADNcir par la méthode Intplex selon la loi de Poisson avec la plate-forme LC480 

(Roche) et la plate-forme CFX96 (BioRad).

Figure 21: Analyse de la survie globale sur la cohorte entière. Source: El Messaoudi, S. et al,

2016. Circulating DNA as a Strong Multimarker Prognostic Tool for Metastatic Colorectal 

Cancer Patient Management Care.

Figure 22 : Diagramme schématisant le design de l’essai PANIRINOX. 

Figure 23 : Bilan global des inclusions de l’essai PANIRINOX.



19

Liste des tableaux :
Tableau 1 : Classification TNM et par stade des tumeurs colorectales : Adapté de « Cancer 

du côlon non métastatique » Thésaurus National de Cancérologie Digestive, Mars 2021, [En 

ligne] [https://www.snfge.org/tncd et http://www.tncd.org ] 

Tableau 2: Récapitulatif des différents tests de dépistage du cancer et de leurs 

performances actuelles. Source : Thierry, A. R. & Tanos, R, 2018. La biopsie liquide - Une voie 

possible pour le dépistage du cancer.



20

Préambule
L’ADN circulant est un domaine très prometteur en oncologie, en effet son analyse permet 

d’obtenir la caractérisation moléculaire (génétique et épigénétique) des tumeurs d’un patient. 

L’ADN circulant peut-être analysé via une simple pise de sang à tout moment lors de la prise 

en charge d’un patient. De ce fait le potentiel clinique de l’analyse des ADN circulants offre 

des perspectives uniques afin de personnaliser la prise en charge des patients et notamment 

d’appréhender les résistances aux traitements anti-cancéreux. C’est dans cette dynamique de 

personnalisation des traitements que ma thèse s’est inscrite. 

Objectifs de la thèse

L’objectif premier de ma thèse a été d’étudier l’hétérogénéité clonale des tumeurs de patients 

atteints de cancer colorectal métastatique par l’analyse de l’ADN circulant tumoral. Pour ce 

faire, mes travaux sont articulés autour d’essais cliniques déjà publiés ou qui sont toujours en 

encore en cours.

Dans un deuxième temps, j’ai mené des travaux ayant pour objectif principal de mettre en 

lumière une nouvelle source de la production des ADN circulants chez des patients atteints de 

cancer colorectal métastatique. L’hypothèse du laboratoire a été d’étudier l’association entre 

les pièges ADN extracellulaires produits par les neutrophiles et la production des ADN 

circulants.

Présentation du manuscrit

Ce manuscrit sera composé de deux parties : dans une première partie, une introduction sera 

faite sur le cancer colorectal, les ADN circulants et leur potentiel clinique en oncologie 

digestive. Dans une seconde partie, j’exposerai les résultats des travaux que j’ai réalisé avant 

l’inscription en doctorat et pendant ces trois années de préparation e ma thèse. Enfin cette 

partie sera clôturée par d’autres publications scientifiques dans lesquelles j’ai contribuer.
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« On ne règle la matière qu’en lui obéissant »

Louis Vaissac



22

INTRODUCTION
I/ Modèle d’étude : Cancer colorectal

   A/ Anatomie du côlon
Le cancer colorectal (CCR) affecte le côlon ou le rectum qui composent le gros intestin situé

entre l’intestin grêle et l’anus. Le rôle majeur du gros intestin est la réabsorption de l’eau 

contenue dans les matières indigestes (non digérées par l’intestin grêle), il s’en suit la 

formation des selles. Le côlon se divise en quatre segments :

· Le côlon droit ou côlon ascendant commence après l’intestin grêle au niveau du 

caecum jusqu’à l’angle colique droit situé sous le foie.

· Le côlon transverse s’étend tout le long de la partie supérieur de l’abdomen et relie le 

côlon droit au côlon gauche.

· Le côlon gauche ou côlon descendant se prolonge jusqu’à la fosse iliaque gauche et 

relie le côlon sigmoïde.

· Le côlon sigmoïde est le dernier segment du côlon et se situe dans la cavité pelvienne 

avant de devenir le rectum.

   B/ Epidémiologie

    B.1 Les chiffres en France en 2018

Bien que nous soyons en 2022, les derniers chiffres officiels fournis par l’Institut National du 

cancer (Inca) sont datés de 20181. Au cours de l’année 2018 en France le cancer colorectal se 

situe au troisième rang des cancers les plus fréquents (tous sexes confondus) avec plus de 

43 000 nouveaux cas. Environ 17 000 personnes en sont décédées ce qui place le cancer 

colorectal comme la deuxième cause de décès par cancer chez l’homme et le troisième chez 

la femme en France. L’âge médian au diagnostic est de 71 ans chez l’homme et de 73 ans chez 

la femme tandis que l’âge médian au moment du décès et de 77 ans chez l’homme et de 81 

ans chez la femme. Il est à noter, que dans 80% des cas, le cancer colorectal provient d’un 

lésion bégnine. La survie nette standardisée sur l’âge à 5 ans et de 63% et de 52% à 10 ans 

(tous sexes confondus). A noter que la survie nette correspond à la survie du patient qui serait 

observée si la seule cause de décès possible était le cancer2,3.
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    B.2 Les chiffres dans le monde en 2018

Au niveau mondial, le cancer colorectal compte annuellement pour approximativement 10% 

des diagnostiques de cancer et 10% des morts par cancer4. Bien que son incidence et le taux 

de mortalité chez les femmes soit 25% inférieur que chez les hommes, il est le second cancer 

le plus diagnostiqué chez les femmes et le troisième chez les hommes dans le monde5. Les 

taux d’incidence et de mortalité diffèrent selon zones géographiques mais augmentent dans 

les pays les plus développés. Certaines prédictions indiquent que l’incidence du cancer 

colorectal va augmenter de 2.5 millions de nouveaux cas en 2035 dans le monde4,6. De 

nombreux facteurs de risque influent dans l’initiation tumorale des cancers du côlon et du 

rectum.

C/ Facteurs de risque
Il faut savoir qu’il existe trois risque de développer un cancer colorectal : moyen, élevé ou très 

élevé.  Bien que l’âge augmente le risque de développer un cancer côlon puisque 9 personnes

malades sur 10 ont plus de 50 ans, les facteurs de risques d’apparition d’un cancer colorectal 

sont variés. Dans ce contexte une personne âgée de moins de 50 ans à un risque faible d’être 

atteinte de cancer colorectal (5% des cas de cancers colorectaux) mais passé cet âge le risque 

devient « moyen ». De plus, il est à noter que les personnes ayant déjà été atteints par un 

cancer colorectal ont davantage de risque d’en développer un second et sont par conséquent 

des personnes à risque élevé et représentent 10 à 20% des cas7,8. Par extension, les personnes 

qui ont un ou plusieurs parents de premier degrés (mère, père, frères et sœurs) atteint de 

cancer colorectal ont un risque augmenté de développer un cancer colorectal. Les 

antécédents familiaux ne sont pas les seuls facteurs de risque du cancer colorectal. Les 

facteurs de risque héréditaires, environnementaux et comportementaux seront abordés dans 

cette partie.

        C.1 Facteurs héréditaires

Dans le monde une analyse de plusieurs études révèle qu’approximativement 5% à 7% des 

patients atteints de cancer colorectal sont liés à un syndrome héréditaire9. Les syndromes 

héréditaires du cancer colorectal sont divisés en deux groupes : les syndromes de polypose

(ex : la polypose adénomateuse familiale : PAF) et les syndromes non-polypose comme par 
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exemple le syndrome de Lynch. Les patients atteints de ces pathologies héréditaires sont dits 

à risque très élevé de développer un cancer colorectal.

Le syndrome de Lynch ou cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC) est la forme de 

cancer par hérédité la plus répandue. En France, environ 3% des cancers colorectaux seraient 

liés au syndrome de Lynch. Les personnes atteintes de ce syndrome sont classées à « très haut 

risque » et peuvent avoir jusqu’à 80% de risque de développer un cancer colorectal. Cette 

pathologie est causée généralement par des mutations sur 4 gènes codant pour des protéines 

appartenant au système de réparation de l’ADN ou système MMR (MisMatch Repair). Ces 

gènes sont le MLH1 (MutL protein homolog 1), MSH2 (MutS protein homolog 2), MSH6 (MutS 

protein homolog 6) et PMS2 (PMS Homolog 2)10. Ce syndrome expose à un risque cumulé de 

cancer colorectal de près de 50% à 70 ans, notamment pour les variants des gènes MLH1 et 

MSH2.

Les personnes atteintes des syndromes de polypose sont rares mais sont plus facilement 

reconnaissables par les médecins au vu d’un grand nombre de polypes chez le patient. Par 

exemple, La polypose adénomateuse familiale est une maladie héréditaire principalement due 

à des mutations sur le gène APC (Adenomatus Polyposis Coli). Comme son nom l’indique ce 

syndrome est caractérisé par le développement de centaines, voire de milliers de polypes

adénomateux au niveau de la muqueuse du côlon ou du rectum, parfois dès l’âge de 10-12 

ans. On estime une éventuelle évolution en cancer de ces polypes adénomateux en 10-15 ans 

et survient avant l’âge de 40 ans. Certaines personnes atteintes de ce syndrome ont jusqu’à 

100% de risque de développer un cancer colorectal. Il existe des formes atténuées de polypose 

dans lesquelles le gène APC n’est pas impliqué, dont par exemple le gène MYH (mutY homolog)

ou d’autres gènes (5% des cas).

          C.2 Facteurs environnementaux et comportementaux

Outre les facteurs de risque imputables aux antécédents familiaux et aux facteurs 

héréditaires, les facteurs liés au mode de vie augmentent considérablement le risque de 

développer un cancer colorectal5 (Figure 1).
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Figure 1: Liste des facteurs de risques du cancer colorectal Source : Dekker et al, 2019. 

Colorectal cancer5(.

Il existe un grand nombre de facteurs de risque qui pourraient diminuer la mortalité par ce 

cancer. En France et dans le monde, le tabac est le premier d’entre eux11 avec 5% et 10% de 

mortalité par cancer colorectal chez les femmes et les hommes, respectivement. Il a été 

démontré qu’un individu consommant 50 grammes d’alcool (environ 4 verres) par jour à un 

risque accru de mortalité qu’un non buveur12. De plus, le surpoids13, la prise alimentaire de 

viande rouge14 et la sédentarité sont des aussi facteurs favorisant le risque d’être atteint d’un 

cancer colorectal5. Au contraire, une activité physique journalière (environ 30 minutes), une 

alimentation riche en fibres, en fruits et légumes sont des facteurs protecteurs5.
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D/ Dépistage et Diagnostic 
Souvent le cancer colorectal est asymptomatique et peut donc être diagnostiqué de façon 

fortuite et tardivement. Cependant, le diagnostic du cancer colorectal est réalisé lors d’une 

consultation face à des symptômes évocateurs. A noter, qu’une personne ayant des 

antécédents personnels et familiaux, des facteurs héréditaires connus (PAF, syndrome de 

lynch, etc.) doit faire l’objet d’une surveillance endoscopique spécifique et rapprochée dans 

le temps facilitant le dépistage et le diagnostic précoce de la maladie. 

          D.1 Dépistage

En complément de ce qui a été mentionné, en France le programme de dépistage organisé du 

cancer colorectal s’adresse aux femmes et aux hommes de 50 à 75 ans sans histoire familiale 

ni d’antécédents personnels de cancer colorectal ou d’adénomes et ne présentant pas de 

symptômes évocateur. Tous les deux ans, les centres de coordination régionaux des 

dépistages des cancers (CRCDC) invitent les personnes susmentionnées, si elles sont éligibles 

à se faire remettre un kit de dépistage. Le dépistage consiste à la recherche de sang (plus 

précisément le dosage de l’hémoglobine) occulte dans les selles. En France, le test 

immunologique fécal (FIT) a remplacé le test Gaïac (Hemocult). Le test FIT à l’avantage 

d’utiliser des anticorps spécifiques à la globine humaine et donc d’être spécifique d’un 

saignement colorectal. Ce test a aussi pour avantage d’avoir une méthode d’analyse 

immunologique quantitative automatisée permettant une interprétation fiable et 

reproductible. Bien que dans 96% des cas le résultat est négatif, cela n’exclue pas l’éventualité 

d’un cancer colorectal. Si la recherche de sang occulte dans les selles est positive, une 

coloscopie est prescrite chez un gastroentérologue. Cet examen permet de détecter la 

présence éventuelle d’un cancer ou de polypes jugés à risque (volumineux). A noter que la

coloscopie détecte un polype dans moins de 50% des cas et un cancer dans 8% des cas.

          D.2 Diagnostic

Le diagnostic peut être de façon fortuite, après lors d’une campagne de dépistage ou lors 

d’une consultation face à des symptômes évocateurs. C’est ce dernier cas que nous allons 

aborder ici.
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Il est à noter que plus diagnostic tarde à être posé plus les symptômes sont nombreux et 

fréquents. De plus, les symptômes évocateurs d’un cancer colorectal sont multiples et ne sont 

pas spécifiques au cancer colorectal mais peuvent être causés par d’autres pathologie. Les 

symptômes les plus fréquents sont :

· L’apparition de douleurs abdominales liées à la contraction de l’intestin évoluant par 

crise de deux ou trois jours.

· Des troubles du transit intestinal (constipation brutale, diarrhée prolongée)

· La présence de sang dans les selles

· Une anémie

· Une occlusion intestinale 

Suite à ces symptômes un examen clinique et un interrogatoire du patient permettent 

d’évaluer l’état du patient et de connaitre d’éventuels facteurs de risque. En premier lieu le 

toucher rectal permet de diagnostiquer un cancer du rectum s’il est situé approximativement 

à 8 cm de l’anus. Ensuite, la coloscopie est un examen dont l’objectif est de visualiser la 

muqueuse de la paroi intestinale et nécessite comme préalable particulier que le patient ne 

doit pas consommer de l’aspirine dans les dix jours avant la l’examen, qu’il doive signaler tout 

traitement par anticoagulant et qu’il doive adopter un régime sans résidus deux jours avant 

l’examen.

          D.3 Examens radiologiques

Une fois le diagnostic établis, un bilan d’extension est indispensable afin d’établir l’étendue et 

l’agressivité de la tumeur. Un bilan d’imagerie par tomodensitométrie (TDM appelé scanner) 

ou par imagerie à résonance magnétique (IRM) sont les examens principalement utilisés pour 

explorer l’étendue du cancer des régions thoraco-abdomino-pelvienne. Ces techniques

d’imagerie nécessitent l’absorption préalable d’un produit de contraste permettant de mieux 

visualiser les zones observées. Une IRM pelvienne ou une échographie endorectale est 

réalisée en cas du cancer du rectum. Aussi, en cas de suspicion de métastases hépatiques une 

échographie ou une IRM du foie peuvent être réalisés. Enfin, en cas de cancer métastatique 

et après injection de glucose radio-marqué, un TEP-scan (tomodensitométrie par émission de 
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positions) permet d’observer le métabolisme des cellules cancéreuses qui sont très 

consommatrice de glucose.

      D.4 Examens biologiques

Le bilan d’extension comprend aussi des analyses biologiques qui sont réalisées pour 

rechercher et quantifier des marqueurs tumoraux et afin d’étudier le profil moléculaire de la 

tumeur. Il est effectué dans le même temps un bilan sanguin standard pour la surveillance des 

principales fonctions vitales. L’exploration de la fonction rénale (clairance créatine, 

créatininémie, urée plasmique) et l’exploration de la fonction hépatique (transaminases 

(ASAT, ALAT), bilirubine, PAL, LDH) seront effectuées. Aussi, un hémogramme sera réalisé pour 

connaitre la numération de la formule sanguine (NFS) et les plaquettes.

Le dosage de marqueurs tumoraux repose initialement sur la quantification de l’antigène 

carcino-embryonaire (ACE) qui est produit de façon physiologique dans l’organisme mais qui 

est produite en excès par les cellules cancéreuses. Un taux d’ACE anormalement élevé peut-

être corrélé à la présence d’une tumeur mais en pratique il permet surtout l’évaluation initiale 

des cancers métastatiques. L’ACE sera utilisé tout au long de la prise en charge du patient car 

il est marqueurs pronostique dans les cas de cancer colorectal métastatique (Kanas, 2012).  La 

connaissance du statut mutationnel des gènes KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene 

homolog) et NRAS (neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog) (RAS) des tumeurs 

est requis dans les traitement des cancers colorectaux métastatiques car il est prédictif de la 

réponse aux thérapies ciblées anti-EGFR (anti-Epidermal growth factor receptor) (Amado, 

2008; Lièvre, 2006). Il sera aussi recherché le statut MSI (instabilité micro-satellitaire) des 

tumeurs.
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E/ Stade (classification TNM)
Une fois que le diagnostic d’un cancer colorectal est établi, il est impératif de définir son stade 

et son grade. Pour cela une analyse histologique du tissu tumoral prélevé lors par biopsie lors 

de la coloscopie faite au diagnostic.

La classification histo-pronostique appelée classification TNM (Tumor Node Metastatis) et 

celle proposée par l’AJCC (American Joint Committee on Cancer) (Tableau 1). Celle-ci est 

régulièrement mise à jour et la dernière édition est la TNM 8ième édition  qui est appliquée 

depuis 201715. Celle-ci recommande l’examen d’au moins 12 ganglions régionaux pour établir 

le statut N de la classification TNM15 et ce choix résulte d’un consensus au niveau 

international. Il faut savoir que quel que soit le stade, plus le nombre de ganglions analysés 

est grand, meilleur est le pronostic. Le stade tumoral est une macro-classifications de la 

classification TNM et regroupe souvent plusieurs TNM. Pour finir, cette classification des 

tumeurs a pour objectif de pronostiquer l’évolution de la maladie, adapter la prise en charge 

thérapeutique et de rendre homogène des groupes de malades en vue d’essai clinique.
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Tableau 1 : Classification TNM et par stade des tumeurs colorectales : Adapté de « Cancer 
du côlon non métastatique » Thésaurus National de Cancérologie Digestive, Mars 2021, [En 
ligne] [https://www.snfge.org/tncd et http://www.tncd.org ]16
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F/ Prise en charge
La prise en charge des patients atteints de cancer colorectal est fonction du stade de la 

maladie. La complexité moléculaire des tumeurs ainsi que la multitude de localisations 

possibles rendent chaque cancer « unique ». Il sera alors conseillé pour chaque patient sur la 

base de l’avis rendu lors des réunions de concertation pluridisciplinaire (RCP) une prise en 

charge particulière ayant pour objectif d’améliorer la survie du patient que ce soit par la 

résection totale de la tumeur localisée, le traitement de la tumeur par radiothérapie ou encore 

l’administration de médicament anticancéreux et plus récemment l’utilisation de 

l’immunothérapie.

        F.1 Chirurgie

La chirurgie est le traitement standard et de référence pour les stades précoces des cancers 

du côlon et du rectum.

            F.1.1 Cancer du côlon

La chirurgie est le traitement de référence (recommandée) pour les patients atteints de cancer 

du côlon de stade I, II et III. Un traitement endoscopique est possible en cas de tumeur 

superficielle (résection d’un polype ou polypectomie) au stade 0. Au stade I, la chirurgie seule 

est recommandée et repose sur l’exérèse de la tumeur primitive (avec une marge distale et 

proximale sur le côlon sain d’au minimum 5 cm), des vaisseaux et du méso-côlon contenant 

les ganglions lymphatiques. Quel que soit le stade de la maladie, il existe différents types de 

résections en fonction de la localisation tumorale: hémicolectomie droite ou gauche, 

colectomie segmentaire ou gauche et la sigmoïdectomie de la charnière. Pour les patients 

atteints d’un cancer du côlon de stade II, le traitement principal est la chirurgie mais le patient 

peut bénéficier d’un traitement adjuvant par chimiothérapie ou d’une radiothérapie. Les 

traitements adjuvants conventionnels sont généralisés pour les patients en stade III. 

La prise en charge des patients de stade IV est davantage sujette à discussion en RCP 

comprenant au moins un chirurgien et un radiologue expérimenté en pathologie hépatique. Il 

est notamment discuté du rapport bénéfice/risque de la chirurgie en fonction des critères 

d’opérabilité et de résécabilité (ou non-résécabilité) des tumeurs. La résection d’une tumeur 

primitive est prescrite que si l’exérèse complète de la tumeur est possible. Chez les patients 

de stade IV la présence de métastases est dite synchrone (25% des cas) si elles sont présentes 
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au moment du diagnostic du cancer (ou dans les 6 mois après le premier diagnostic) ou 

métachrone si elles sont observées 6 mois après le premier diagnostic. Généralement les 

métastases d’un cancer du côlon ou du rectum sont localisées au niveau hépatique et sont 

opérables dans 10 à 25% des cas. Le traitement chirurgical permet d’obtenir un taux de survie 

à 5 ans d’environ 30%. Les patients au stade IV de la maladie sont majoritairement traités par 

un protocole de chimiothérapie et/ou avec l’association d’une thérapie ciblées anti-EGFR. 

L’efficacité du protocole de chimiothérapie doit être évaluée tous les deux à trois mois 

puisqu’en cas de réponse le choix d’une chirurgie est rediscuté. 

Les récidives du cancer du côlon sont bien souvent traitées comme pour un patient au stade 

IV de la maladie. Environ 80% des récidives ont lieu dans les 3 ans qui suivent le traitement 

curatif17 dont 25% d’entre elles peuvent être traitées avec une intention curative18. Plusieurs 

examens sont à réaliser pour assurer une surveillance des patients en récidive. Un examen 

clinique et radiologique sont à réaliser tous les 3 mois pendant 3 ans puis tous les 6 mois 

pendant 2 ans, une coloscopie est faite 2 à 3 ans après l’intervention. Des analyses biologiques 

basées sur la recherche de l’ACE19 est proposée chez les patient qui pourront supporter une 

ré-intervention ou une chimiothérapie.

            F.1.2 Cancer du rectum

Comme pour les cancers du côlon la chirurgie est le traitement standard pour les patients 

atteints d’un cancer du rectum de stade 0. Pour les stades I et II d’un cancer du rectum la 

chirurgie est le traitement principal, il est préconisé de faire une résection de l’intestin plutôt 

qu’une exérèse transanale locale ou une microchirurgie endoscopique pour enlever une petite 

tumeur de bas grade car ces dernières engendrent un risque plus élevé de récidive. La 

chirurgie peut être accompagné d’une chimiothérapie ou d’une radiothérapie. A savoir que la 

qualité de l’exérèse chirurgicale est le facteur essentiel du pronostic. Avant chirurgie, la prise 

en charge des patients de stade II et III pour lesquels la tumeur est jugée opérable repose 

généralement sur l’instauration d’une radiothérapie voir une radiochimiothérapie 

néoadjuvante20. Pour les stades II et III (tumeur non opérable) une radiochimiothérapie est 

réalisée avant une réévaluation par imagerie afin d’envisager une exérèse dans le cas où cela 

est jugé possible en RCP. Enfin pour les stade IV, la prise ne charge des métastases est 

identique à celle du cancer de côlon.



33

        F.2 Traitements conventionnels

               F.2.1 Chimiothérapies

Le choix des différents protocoles de chimiothérapies (CT) proposées aux patients atteints 

d’un cancer colorectal sont discutés en RCP et tient compte : du stade de la tumeur et de ses 

caractéristiques, de l’état général du patient et des facteurs de comorbidités de celui-ci. 

L’oncologue prend aussi en considération le projet thérapeutique du patient. Les traitements 

de chimiothérapies sont prescrits dans le cadre de l’Autorisation de mise sur le marché (AMM) 

de molécules. 

Elles associent principalement pour les stades non métastatiques le 5-fluoro-uracile (5-FU), 

l’oxaliplatine, l’irinotecan, capécitabine, la leucovorine (ou acide folinique) et la mitomycine 

C. Pour les stades II, si de mauvais facteurs pronostics comme un statut MSS (stabilité micro-

satellitaire) ou un statut MSS/MSI indisponible, une lors d’une tumeur peu différenciée il peut 

être prescrit une CT adjuvante. A noter que la CT adjuvante n’est pas recommandée pour les 

stades 0 et I. Pour les stades III, il est prescrit une CT adjuvante par protocole de 

chimiothérapies de type FOLFOX4 (ou FOLFOX simplifié : leucovorine, 5-FU et oxaliplatine) 

(Figure 2) ou ses variantes modifiées comme le FOLFOX4s et le FOLFOX6, par XELOX (ou 

CAPOX : capécitabine et oxaliplatine) ou FOLFIRI (leucovorine, 5-FU et irinotecan) (Figure 3). 

Ces protocoles de chimiothérapies sont souvent administrés pendant 6 mois et commence 

avant le 42ième jour post-opératoire.

Enfin pour les stades IV (ou stade métastatique) les molécules de chiomithérapies sont 

identiques en y ajoutant le raltitrexed (TOMUDEX®) et l’uracile-tegafur. Le choix du traitement 

est décidé en RCP en fonction de l’opérabilité des métastases. De plus, à ce stade de la maladie 

ces protocoles de chimiothérapies sont associés à des thérapies ciblées anti-EGFR en fonction 

du statut RAS (KRAS et NRAS) de la tumeur ou à un anticorps anti-VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor) inhibiteur de l’angiogenèse (voir partie F.3).  
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Plusieurs cas de figure existent :

· Métastases hépatiques et pulmonaires résécables : le plus souvent FOLFOX4s 

avec 6 cures préopératoires et 6 cures postopératoires21.

· Métastases extra-hépatiques résécables : pour les carcinoses péritonéales, le 

recours à la CHIP (Chimio-Hyperthermie Intra-Péritonéale) après résection 

complète des lésions est indiqué lorsque la carcinose est isolée chez un patient 

en bon état général22. Elle utilise généralement le FOLFOX4 ou FOLFOX4s

· Métastases +/- résécables : Il est recommandé d’opérer dès que les 

métastases deviennent opérables sans attendre au-delà de 4 mois de CT et de

respecter un délai de 4 à 6 semaines après la fin de la CT avant d'opérer. Pour 

les patients opérés, les associations sont nombreuses et entre autres :

§ 1ère ligne - RAS sauvage : FOLFOX4 + un anti-EGFR (Cetuximab ou 

Panitumumab) 

§ 1ère ligne - RAS muté : FOLFOX4 + anti-angiogénique 

(Bevacizumab)

§ 2ième ligne - RAS sauvage : FOLFIRI + Cetuximab ou 

Panitumumab

· Métastases non résécables : Polychimiothérapie d’emblée pour faciliter une 

pause thérapeutique ou un allègement sous forme de mono chimiothérapie 

5FU/Capécitabine en cas de contrôle de la maladie.

Tous traitements par chimiothérapies nécessitent un bilan clinique et biologique avant chaque 

cure afin d’adapter la prise en charge des patients. Il faut noter que les chimiothérapies 

entrainent des effets secondaires indésirables qui sont communs à toutes les chimiothérapies 

ou peuvent être dus à des molécules en particulier. On retrouve généralement des toxicités 

digestives (vomissements, nausées, diarrhée), hématologiques, cutanées, cardiaques et 

pulmonaires, et enfin des toxicités neurologiques.
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Figure 2: Protocoles d’administration FOLFOX4s et XELOX. Source : Fédération Francophone 

de Cancérologie Digestive – Chimiothèque.

Figure 3: Protocoles d’administration des associations FOLFOX4 ou FOLFIRI + Anti-EGFR. 

Source : Fédération Francophone de Cancérologie Digestive – Chimiothèque.
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               F.2.2 Radiothérapies et radiochimiothérapies

Les radiothérapies (RT) et les radiochimiothérapies (RCT) sont préconisées comme thérapie 

néoadjuvante (voire adjuvantes) selon le stade de la maladie. Ces traitements peuvent être 

indiqués et réalisés de façon exclusive lorsqu’il y a une contre-indication à la réalisation d’une 

chirurgie. En terme de molécules il est indiqué d’utiliser du 5-FU (ou capécitabine)23. 

L’oxaliplatine est quant à lui à proscrire lorsqu’il est associé à la RT car il favorise les 

neutropénies24. Ces thérapies sont nécessaires lors d’une prise en charge du cancer du 

rectum. A noter que sauf exception (discutée en RCP) le recours à ces thérapies n’est pas 

indiqué aux stades 0 et I.

En cas de résécalibilté de la tumeur des stades II et III une RCT néoadjuvante est prescrite dans 

la majorité des cas pour une tumeur du moyen ou du bas rectum. Généralement il est 

préférable de réaliser des RT ou des RCT néoadjuvantes plutôt qu’adjuvantes en raison d’une 

meilleure efficacité et d’une faible toxicité20,25.  En revanche, lorsque la tumeur n’est pas 

opérable pour les stades II et III une irradiation avec escalade de dose 50 à 60 Gy est indiquée 

car cela augmente la réponse tumorale et améliore le contrôle de la maladie26. Suite une 

nouvelle évaluation en RCP une exérèse de la tumeur peut être réalisable après une RT. Il 

n’existe pas de recommandations standards en termes de RT ou de RCT pour les stades IV. 

Cependant, une prise en charge sera effectuée en fonction du caractère symptomatique de la 

tumeur : à savoir une RT néoadjuvantes suivie d’une chirurgie peut être indiquées pour des 

tumeurs symptomatiques.  

F.3 Thérapies ciblées

Les avancées de la biologie moléculaire ont pu mettre en évidence des voies de signalisation 

intracellulaire impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire. De plus, la mise en 

évidence de mutations activatrices de ces voies de signalisation a permis l’établissement de 

thérapies dites ciblées qui à l’inverse des chimiothérapies standards vont essentiellement agir 

sur les cellules tumorales. Ces thérapies ciblées renforcent l’arsenal thérapeutique existant et 

améliorent la survie des patients tout en diminuant les effets secondaires. Il existe deux grands 

types de thérapies ciblées : (i) les inhibiteurs de tyrosine-kinase (TKI) qui sont des petites 

molécules qui interagissent avec le domaine tyrosine kinase de protéines intracellulaire les 

rendant inactives et (ii) les anticorps monoclonaux ciblant le domaine extracellulaire d’un 
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récepteur cellulaire (comme le récepteur au facteur de croissance épidermique, EGFR) ou bien 

visant un facteur soluble de croissance (comme le facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire, VEGF). Ces thérapies ciblées bloquent la transcription de gènes impliqués dans la 

prolifération et la survie cellulaire.

        F.3.1 La voie de signalisation RAS/MAPK

La voie de signalisation RAS/MAPK (Mitogen Ativacted Protein Kinase) permet d’assurer la 

transduction intracellulaire d’un signal, depuis la stimulation des récepteurs membranaires de 

l’EGFR par la fixation d’un facteur de croissance (EGF, TGFα : Transforming Growth Factor, 

amphiréguline, épiréguline et autres…) jusqu’à la transcription des gènes impliqués dans 

l’angiogenèse, la prolifération, l’invasion, la migration et la survie cellulaire. Plus précisément, 

la fixation d’un ligand de l’EGFR à ce récepteur entraine sa dimérisation et son activation par 

phosphorylation au niveau du résidus tyrosine spécifiques situés sur son domaine 

intracellulaire appelé « domaine tyrosine kinase » (Figure 4). L’activation de la voie de 

signalisation RAS/MAPK commence par l’activation de la protéine RAS qui elle-même par 

l’intermédiaire de phosphorisation successives va par la suite activée les protéines RAF, MEK 

puis ERK (Extracellular signal-regulated kinase). Cette dernière protéine est transloquée au 

niveau du noyau et va activer la transcription des gènes impliqués dans l’initiation du cycle 

cellulaire. La voie Pi3K/AKT (phosphoinositide 3-kinase/AKT) est une autre grande voie de 

signalisation intracellulaire activée soit par l’EGFR activé soit par la protéine RAS activée. Cette 

dernière voie de signalisation joue également un rôle important dans la prolifération et la 

survie cellulaire.
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Figure 4: Activation de l’EGFR et des voies de signalisation intracellulaire en aval. Source : 

Lièvre et al, 2006. Mutations du gène KRAS et réponse aux anticorps anti-EGFR dans les 

cancers colorectaux : ce qu’il faut retenir27.

        F.3.2 Les anticorps monoclonaux anti-EGFR

Deux médicaments à base d’anticorps monoclonaux anti-EGFR ont reçus leur AMM au cours 

des années 2000, Le ERBITUX® (AMM, 2004) et le VECTIBIX® (AMM, 2006). Les molécules 

activent de ces deux médicaments sont le cetuximab (ERBITUX®) qui est une IgG1 chimérique 

et le panitumumab (VECTIBIX®) qui est une IgG2 recombinante totalement humaine (moins 

immunogène). Ces deux anticorps sont monoclonaux et cible le domaine extracellulaire de 

l’EGFR qui est surexprimé à la surface des cellules cancéreuses dans 30 à 80% épithéliaux dont 

les cancers colorectaux27. La fixation de ces anticorps va empêcher la dimérisation et 

l’activation de l’EGFR (Figure 5) ce qui va inhiber la survie, et la prolifération cellulaire. Ils sont 

tous deux prescrits chez les patients atteints de cancer colorectal métastatique (CCRm) ayant 

un statut RAS sauvage (ou non muté)28–30 en association avec un protocole de chimiothérapie 

conventionnelle31,32. Ils peuvent aussi être donnés en monothérapie après un échec des 

protocoles de chimiothérapies conventionnelles. Les mutations recherchées sur les gènes 

KRAS et NRAS sont situées sur les exons 2,3 et 4. En première ligne de traitement les anti-EGFR 



39

sont principalement prescrits avec un protocole FOLFOX. Pour les patients RAS sauvages

ayants reçus en première ligne du 5-FU, il est préconisé en seconde ligne de traitement de 

prescrire le protocole FOLFIRI (leucovorine, 5-FU et irinotécan) associer à un anti-EGFR.

Figure 5: Mécanisme d’action des anti-EGFR. Source : Lièvre et al, 2006. Mutations du gène 

KRAS et réponse aux anticorps anti-EGFR dans les cancers colorectaux : ce qu’il faut retenir27.

      F.3.3 Le bevacizumab, anticorps monoclonal anti-VEGF

Le bevacizumab (AVASTIN®) est un anticorps monoclonal anti-VEGF. Il se lie au VEGF, facteur 

clé de l'angiogenèse, inhibant de ce fait la liaison du VEGF à ses récepteurs, Flt-1 (VEGFR-1) et 

KDR (VEGFR-2), à la surface des cellules endothéliales. La neutralisation de l'activité biologique 

angiogénique (anti-angiogénique) du VEGF limite la croissance tumorale en inhibant la 

formation de nouveaux vaisseaux tumoraux et en faisant régresser les vaisseaux tumoraux

existants. Cette molécule complète la prise en charge des patients CCRm puisqu’elle est 

utilisée en présence de mutations RAS qui contre-indiquent l’utilisation des anti-EGFR. Le 

bevacizumab est utilisé en 1ère ligne en association à une CT à base de fluoropyrimidines33. 

En termes d’effets secondaires indésirables, les personnes traitées par bevacizumab sont 

potentiellement exposées à un risque de perforation intestinale et de fistule qui imposent 
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l’arrêt du traitement. Les effets indésirables les plus fréquemment observés chez les patients 

recevant le bevacizumab étaient : hypertension artérielle, fatigue ou asthénie, diarrhée, et 

douleur abdominale. Des troubles hématologiques de type neutropénie fébrile, leucopénie et 

thrombopénie sont aussi très fréquemment observés.

       F.3.4 Le régorafénib

Le régorafénib (STIVARGA®) est un inhibiteur d’enzymes de type tyrosine-kinase (TK) 

intracellulaires ou liées à la membrane34 (Figure 6) qui catalysent le transfert d’un 

groupement phosphate d’une molécule d’adénosine triphosphate (ATP) vers une protéine 

effectrice. ITK se fixent de manière compétitive au niveau des sites de liaisons de l’ATP et 

bloquent ainsi l’activation des tyrosines kinases, ce qui a pour effet de bloquer la voie de 

signalisation intracellulaire. Le régorafénib est autorisé pour les patients atteints de CCRm 

réfractaires aux thérapies standards. Ce médicament est un anti-angiogénique mais possède 

également des activités antiprolifératives moins connues35. Deux essais de phase III ont 

démontré un bénéfice en terme de survie globale pour le régorafénib par rapport au placebo 

chez les patients atteints de CCRm ayant progressé sous traitement standard, quel que soit 

leur statut RAS36,37.  En termes d’effets secondaires indésirables et de toxicologie 

médicamenteuse, les événements indésirables les plus fréquemment observés dans l’étude 

ont été la fatigue, un syndrome « main-pied », anorexie, diarrhée, perte de poids, dysphonie, 

hypertension, rash cutané ou desquamation, stomatite, fièvre, hyperbilirubinémie, 

hémorragies et infections.
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Figure 6: Mécanisme d’action du regorafenib. Source: Arai et al, 2019. Molecular insight of 

regorafenib treatment for colorectal cancer34.

        F.3.5 L’Immunothérapie anti PD-1

Il apparait que les patients atteints de cancer colorectal deviennent résistants aux 

chimiothérapies standards. Après l'utilisation de l'immunothérapie dans le traitement du 

mélanome, elle a été explorée dans différents types de cancers solides, dont le cancer 

colorectal. Le but de ses nouvelles thérapies est de restaurer ou de réactiver l’activité anti-

tumorale en contournant les différents mécanismes d’échappement, dont les éléments clés 

sont appelés « point de contrôle » (CTLA-4, PD-1, PD-L1, et d’autres…). Le blocage de ces 

« points de contrôle » réactive le système immunitaire et permet de lutter efficacement 

contre les cellules tumorales. Le prembrolizumab (KEYTRUDA®) a reçu en 2017 l’autorisation 

par la FDA pour le traitement des tumeurs colorectales avec statut MSI (instabilité micro-

satellitaire) après échec thérapeutique38,39. Le Nivolumab (OPDIVO®), a reçu l’AMM 

(autorisation de mise sur le marché) en 2018. L’association Nivolumab + Ipilimumab (Anti-

CTLA-4) a donner de bon résultats avec un taux de réponse tumorale de 55% pour des patients 

atteints de cancers colorectaux40.
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G/ Evaluation de la réponse au traitement : critères RECIST 1.1
Actuellement l’appréciation de la réponse au traitement est basée sur l’évaluation de la 

réponse tumorale des différentes lésions par tomodensitométrie ou plus communément 

appelé CT-scan (Computerized Tomography ou scanner). Cette technique d’imagerie médicale 

est basée sur la mesure de l’absorption des rayons X par les tissus. Après traitement 

informatique une image 2D ou 3D est reconstituée afin de permettre de visualiser la tumeur 

au sein du tissu en différenciant les différentes densités du tissu.

Les critères RECIST pour Response Evaluation Criteria in Solid Tumors ont été publié pour la 

première fois en 200041 mais nous utilisons aujourd’hui la version RECIST 1.1 publié en 200942. 

Ces critères sont basés sur l’évolution de la masse tumorale mesurée entre l’examen initial

avant un traitement (dit baseline) et un examen de suivi pendant et à la fin du même 

traitement. Pour cela les critères RECIST définissent des lésions cibles et non cibles. Une lésion

cible participe à l’évaluation tumorale et doit mesurer en pratique plus de 1 cm de diamètre 

ou plus de 1,5 cm de diamètre pour les ganglions. Cependant, toutes les lésions mesurables 

cibles ne sont pas dites cibles mais une sélection de cinq d’entre elles sera effectuée avant le 

traitement initial du patient. Deux lésions cibles (les plus grandes) maximum seront retenues 

par organes tandis que les autres lésions non cibles ne seront pas mesurées mais seront 

surveiller pendant la prise en charge du patient. La valeur qui est retenue pour l’évaluation 

(ou valeur utile) est la somme des diamètres, les plus grands pour les lésions non 

ganglionnaires et les petits diamètres pour les lésions ganglionnaires. On obtient une valeur 

unique de la somme qui servira d’une évaluation à l’autre pour faire les calculs de pourcentage 

de réponse ou de progression :

· Lésions cibles : 

- Réponse complète (RC) : disparition de toutes les lésions.

- Réponse partielle (RP) : diminution de la somme des diamètres de 30% ou 

plus par rapport à l’examen initial.

- Progression (PD) : augmentation de la somme des diamètres de 20% ou 

plus. L’apparition d’une nouvelle lésion est considérée comme une 

progression.

- Stabilisation (SD) : la stabilisation est établie lorsqu’il n’y a ni RP ni PD.
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· Lésions non cibles : 

- Réponse complète (RC) : disparition de toutes les lésions non cibles et 

normalisation des marqueurs tumoraux.

- Progression (PD) : augmentation indiscutable de la taille des lésions ou 

apparition d’une nouvelle lésion.

- Stabilisation (SD) : absence de disparition ou de progression des lésions 

non cibles et/ou persistance des marqueurs tumoraux au-dessus de la 

normale.
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II/ Analyse moléculaire du tissu tumoral
L’analyse est moléculaire est réalisé au sein de plateformes de génétiques moléculaires (28 

plateformes labélisées INCa en France).

Dans le contexte de la médecine personnalisée, l’orientation des traitements est basée sur 

l’analyse moléculaire du tissu tumoral ce qui est considéré comme étant le « gold standard »

(ou technique de référence). L’analyse du tissu tumoral peut être réalisée sur une biopsie 

tissulaire ou par exérèse partielle/totale de la tumeur primitive ou d’une métastase appariée.

Néanmoins, ce processus présente de nombreux inconvénients inhérents à la technique elle-

même à savoir l’impact médico-économique, l’aspect éthique et technique. Effectivement, le 

coût de l’analyse du tissu tumoral est conséquent pour les organismes de santé puisqu’elle 

nécessite l’implication d’une multitude d’expertise de nombreux personnel de santé allant du 

chirurgien, au technicien en passant par l’anatomo-pathologiste. Aussi, le délai entre la 

réception du tissu tumoral et le rendu des résultats est d’environ 12 jours43. A cela s’ajoute 

que le prélèvement du tissu est très invasif et douloureux. Pour finir, le prélèvement est bien 

souvent de mauvaise qualité (préservé en paraffine ou congelé, le pourcentage de cellule 

tumorale des prélèvements peut être faible) ce qui ne permet pas son analyse. Aussi, les 

biopsies ne sont pas réalisables ou interprétables dans 15 à 20% des cas tous cancers 

confondus.

D’autres inconvénient biologiques liés aux caractéristiques intrinsèques des tumeurs sont à 

prendre à considération comme l’hétérogénéité clonale spatiale et temporelle.
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III/ Hétérogénéité clonale des tumeurs
Lorsque que l’on étudie le cancer il faut prendre en considérations que celui-ci est une 

pathologie dynamique qui ne cesse d’évoluer dans le temps. L’évolution des tumeurs, qu’elle 

soit naturelle ou sous une pression thérapeutique implique l’apparition d’une importante 

diversité clonale. La diversité cellulaire des tumeurs (malignes, stromales non-malignes, 

immunitaires, etc) et l’hétérogénéité de ces sous-populations clonales tumorales peut 

conférer aux cellules une sensibilité ou une résistance aux traitements anticancéreux 

(radiothérapies, chimiothérapies, thérapies ciblées ainsi qu’à l’immunothérapie). De ce fait 

l’analyse du tissu tumoral qui est utilisée comme le « gold standard » afin de déterminer les 

caractéristiques moléculaires de la tumeur présente des biais biologiques liés à 

l’hétérogénéité clonale des tumeurs. Cette limite à l’analyse du tissu tumoral est majeure car 

elle conditionne directement le résultat de l’analyse moléculaire pouvant entrainer 

l’établissement d’un mauvais traitement.

La notion d’hétérogénéité clonale des tumeurs sera abordée dans cette partie, notamment en 

dissociant l’hétérogénéité spatiale de l’hétérogénéité temporelle des tumeurs.

    A/ Altérations génétiques des tumeurs
On distingue deux types de aberrations génétiques en oncologie : les aberrations héréditaires 

et les aberrations somatiques. Les aberrations génétiques somatiques se caractérisent par des 

variations d’une seule base nucléotidique (SNVs), des délétions ou insertions d’une ou de 

plusieurs bases nucléotidiques qui se produisent dans toutes les cellules d’un organisme.

Les tumeurs accumulent des mutations au cours de leur croissance44,45. Bien que ces 

mutations surviennent au cours du temps, elles ne sont pas toutes responsables de la 

tumorigenèse. Majoritairement ces aberrations génétiques sont dites « passengers » et ne 

concèdent aucun bénéfice aux cellules cancéreuses alors que les variations génétiques dites

« drivers » leur confèrent un avantage sélectif45–49. Ces dernières peuvent affecter des gènes 

suppresseurs de tumeur qui contrôlent la croissance et la division cellulaire comme les 

mutations du gène TP53 (tumor protein 53) qui se produisent dans 50% de tous les cancers. 

On peut aussi noter le gène suppresseur de tumeurs BRCA (mutations BRCA1 et BRCA2) qui,

lorsqu’il est muté augmente le risque d’une femme d’être atteinte du cancer du sein ou de 
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l’ovaire. La mutation BRCA2 augmente le risque d’apparition du cancer du sein, de la prostate 

et du pancréas. Les oncogènes sont des gènes qui lorsqu’ils sont mutés confèrent un gain de 

fonction incitant les cellules à se diviser et à croitre de façon désordonnée aboutissant à 

l’apparition de cancer. On peut retrouver dans ce cas les gènes KRAS, EGFR, PIK3CA. Ce sont 

les mutations de ces gènes que nous avons recherchées dans mon travail de thèse. Enfin les 

mutations des gènes de réparation de l’ADN (ou gènes du système MisMatch repair, MMR) 

qui entrainent un défaut dans la réparation de l’ADN se traduisant par la formation et la 

progression tumorale puisque le système MMR ne peut réparer les mutations apparues sur 

les gènes suppresseurs de tumeur et/ou sur les oncogènes. On peut citer dans cette famille 

de gènes, les gènes MLH1, MLH2, MSH6 et PMS2 qui lorsqu’ils sont mutés augmentent le 

risque d’apparition d’un cancer colorectal, notamment chez personnes atteintes du syndrome 

de Lynch. Chronologiquement les gènes de réparation de l’ADN sont mutés en premier 

entrainant des mutations sur les gènes suppresseurs de tumeurs et les oncogènes. 

    B/ L’hétérogénéité clonale des tumeurs

B.1 Hétérogénéité clonale intra-tumorale 

L’hétérogénéité clonale intra-tumorale est caractérisée par une distribution non-uniforme des 

différentes sous-populations de clones tumoraux au sein d’une même lésion tumorale (Figure

7). Cette hétérogénéité spatiale des clones tumoraux au sein d’une même lésion a été mise

en évidence grâce au progrès de la génomique et aux nouvelles techniques de séquençage à 

haut débit50. La même année, les travaux de l’équipe de Charles Swanton ont évalué si une 

seule biopsie du tissu tumoral était suffisante pour identifier l’ensemble des altérations 

génétiques caractérisant une tumeur51. L’analyse par séquençage de l’exome entier des 

différentes biopsies a montré sans équivoque sur les carcinomes rénaux et leurs métastases 

que le prélèvement d’une seule biopsie ne permet pas d’identifier l’ensemble des altération 

génétiques d’une même lésion (que ce soit pour la tumeur primaire ou d’une métastase 

appariée) mais seulement qu’une fraction des clones tumoraux51. Ces travaux ont pu être 

confirmé par d’autres équipes de recherche et sur d’autres types de cancers52–54. Ces études 

conclues que l’analyse moléculaire réalisée à partir de deux biopsies distinctes d’une même 

lésion tumorales (tumeur primaire ou d’une métastase appariée) peut être discordante. Un 

résultat discordant peut entrainer par la suite l’initiation d’un mauvais traitement et 
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engendrer des effets secondaires sévères et une baisse de survie pour les patients. 

L'explication d’une telle hétérogénéité vient essentiellement de l’existence d’une évolution 

ramifiée des tumeurs solides ce qui 1–3les rend extrêmement hétérogènes49,55,56.

Il est a noté que des ADNcir portant des altérations épigénétiques (méthylations, acétylations 

et autres…) tumorales circulent dans le sang de patients atteints de tous types de cancers57,58. 

Ce manuscrit s’intéressera aux altérations génétiques plus qu’au altérations épigénétiques.

B.2 Hétérogénéité clonale inter-tumorale

Il est donc clairement établi dans la littérature qu’une même lésion tumorale est très 

hétérogène au niveau cellulaire et moléculaire (Figure 7). Gerlinger et ses collègues ont 

montré pour la première fois en 2012 qu’une biopsie d’une tumeur primaire de carcinome 

rénal a un profil génétique différent de ses métastases appariés51. Ces observations pionnières 

ont pu être confirmées par d’autres équipes59–61. L’hétérogénéité clonale inter-tumorale 

s’ajoute à l’hétérogénéité intra-tumorale ce qui renforce les biais lors des analyses du tissu 

tumoral. Bien que l’hétérogénéité spatiale d’une tumeur ne soit pas un concept nouveau dans 

le développement d’un cancer44,62, c’est à l’équipe de Charles Swanton que nous devons la 

primeur de l’établissement de l’hétérogénéité clonale intra- et inter-tumorale au niveau 

moléculaire. La connaissance de l’ensemble de la diversité clonale au sein d’un même 

organisme (individu) est indispensable puisque l’hétérogénéité intrinsèque aux tumeurs crée 

le réservoir de cellule à l’origine des phénomènes de chimiorésistance et plus récemment 

conduisant à des résistances aux thérapies ciblées.

Il faudrait par conséquent effectuer une multitude de biopsie au sein de la tumeur primitive 

et au sein de plusieurs métastases ce qui est irréalisable pour des raisons médico-

économiques, éthiques et techniques. A cette complexité clonale des tumeurs s’ajoute le fait 

que l’hétérogénéité clonale des tumeurs est dynamique et évolue au cours du temps, 

notamment du fait des pressions sélectives dues aux différentes lignes de traitement 

successives. Il est évident qu’il est impossible d’effectuer des biopsies chez un patient à 

intervalle régulier durant sa prise en charge thérapeutique
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     C/ L’évolution temporelle

L’hétérogénéité clonale temporelle est définie par des changements dynamiques au cours du 

temps des sous-populations de clones tumoraux au sein d’une même ou de plusieurs lésions 

tumorales44 (Figure 7). 

Des études sur des biopsies en série dans les cancers de l’œsophages afin de caractériser 

l'évolution des tumeurs ont démontré que la chimiothérapie peut modifier la composition 

moléculaire des tumeurs au fil du temps par des apparitions de mutations63. Une population 

clonale majoritaire peut disparaitre au cours du temps sous l’effet d’un traitement mais cela 

peut entrainer également la multiplication d’un ou de plusieurs clones jusque-là indétectable, 

sous la pression induite par le traitement. Le phénomène d’apparition de mutations dites de 

novo a pu être décrit64,65. Ces émergences de mutations de novo sont bien souvent associées 

à des mécanismes de résistance aux traitements et sont in fine la principale source d’échec 

thérapeutique comme notamment dans le traitement par anti-EGFR des patients atteints de 

CCRm66–68. Bien que les traitements non spécifiques tels que les chimiothérapies cytotoxiques

exercent des pressions sélectives sur les cellules cancéreuses, l’usage des thérapies ciblées 

accentue considérablement ce phénomène de sélection. En effet, les observations les plus 

convaincantes concernant l'hétérogénéité temporelle ont été faites dans le contexte d’un 

traitement avec des thérapies ciblées et notamment celles à base d’anticorps monoclonaux 

ciblant le récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) comme le cetuximab (Erbitux®) ou le 

panitumumab (Vectibix®) où une résistance secondaire se développe chez quasiment tous les 

patients et peut être associée au développement de mutations secondaires KRAS, NRAS, EGFR

ou BRAF66–68.

L’hétérogénéité spatiale et temporelle des tumeurs sont les principales raisons pour lesquelles 

établir un traitement efficace reste compliqué et ce quel que soit le stade de la maladie. C’est 

le facteur incitatif pour effectuer une médicine personnalisée ou dite de précision. Seul 

l’analyse de l’ADN circulant (ADNcir) permet d’outrepasser les limites de l’hétérogénéité 

clonale. 
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Figure 7: Un cadre conceptuel pour distinguer l'hétérogénéité intra tumorale spatiale et 

temporelle. Source: Ibiayi Dagogo-Jack and Alice T. Shaw, 2017. Tumour heterogeneity and 

resistance to cancer therapies69.
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IV/ L’ADN circulant

    A/ Historique et Généralités 
L’ADN extracellulaire est composé d’ADN nucléaire et d’ADN mitochondrial libérés par les

cellules de l’organisme. Ces ADN extracellulaires sont présents in vivo dans les fluides non 

circulants (urine, lait, ascites, salive, les fèces…) et in vitro dans le surnageant de culture 

cellulaires, d’organoïdes, voire même dans la culture d’embryon. Les ADN extracellulaires sont 

également présents in vivo dans les fluides biologiques circulants tels que le sang (ou ses 

dérivés comme le sérum et le plasma), le liquide céphalo rachidien et la lymphe, et constituent 

ainsi l’ADN extracellulaire circulant (ADNcir) (Figure 8).

Figure 8: L’ADN extracellulaire
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A.1 Cas du cancer

C’est en 1948 que les chercheurs français Mandel et Metais ont découvert pour la première 

fois la présence d’acides nucléiques (ADN et ARN) dans le sang de patients atteints de cancer 

mais aussi chez des individus sains70. Bien que cette découverte fût faite à la fin des années 

1940, ce n’est bien que plusieurs décennies plus tard, dans les années 70 que des groupes de 

chercheurs se sont intéressés aux ADNcir (Figure 9).

En 1977, Leon et ses collègues ont été les premiers à démontrer que la concentration des 

ADNcir était significativement plus élevée dans le sérum de patients atteints de cancer 

(poumons, sein, colorectal et autres…) que dans le sérum d’individus sains71. L’équipe de 

Stroun et Anker a mené la même année des travaux qui ont permis de mieux caractériser les 

ADNcir72 et ont montré en 1989 qu’une fraction de l’ADNcir était d’origine tumorale car ils 

possédaient certaines altérations génétiques et épigénétiques spécifiques aux cellules de la 

tumeur d’origine73. En 1994, l’équipe de Vasioukhin a fait une découverte capitale en 

montrant la présence de mutations NRAS dans le sang de patients atteints de leucémie aigüe 

myeloïde et de syndrome myélodysplasique74. Ensuite, ce n’est qu’en 2005 que l’équipe de 

Diehl établit la première étude clinique portant sur la détection de mutations génétiques à 

partir de l’ADNcir chez des patients atteints de cancer colorectal75. Depuis ces découvertes 

majeures ont conduit à des recherches plus approfondies pour déterminer le potentiel des 

ADNcir, notamment comme biomarqueur en oncologie. Aussi, l’ensemble de ces travaux ont 

donné naissance au concept de biopsie liquide. Les avancées dans les techniques de biologie 

moléculaires ont permis de nombreuses découvertes pour sa validation clinique. A noter que 

la première validation clinique dans une étude prospective de l’analyse de l’ADNcir en 

oncologie a été réalisé au sein de notre laboratoire en 201476. Dans cette étude notre équipe 

a déterminé en aveugle un taux de concordance sans précédent dans la détection des 

mutations KRAS et BRAFV600E entre l’analyse de l’ADNcir et l’analyse du tissu tumoral dans

une large cohorte de patients atteints de cancer colorectal métastatique. 
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Figure 9: Chronologie des découvertes fondamentales sur les ADNcir. Source: Thierry et al, 

2016. Origins, structures and functions of circulating DNA in oncology77

A.2 Autres domaines

Il est intéressant de noter que la présence d’ADNcir fœtale a été découvert dans le sang 

(plasma ou sérum) de femmes enceintes par l’équipe de Lo’ en 199778. Cette découverte a 

permis de nombreuses avancées dans le dépistage prénatal non-invasif (DPNI) de différentes 

pathologies comme la trisomie 2179, la détermination du sexe fœtal et a permis le 

développement de méthodes non invasives dans le diagnostic prénatal80. 

Outre, l’oncologie et le diagnostic prénatal, l’analyse des ADNcir a été étudiée dans de 

nombreux domaines comme les maladies auto-immunes et notamment le lupus 

érythémateux systémique (SLE). Cette maladie se caractérise par la formation d’auto 

anticorps anti-ADN double brin et il a été montré que le taux d’ADN circulant chez les patients 

atteints de SLE était supérieur à ceux des individus sains81 et que ce taux d’ADNcir pouvait 

augmenter chez des patients en progression82. L’étude des taux d’ADNcir permet de 

pronostiquer chez les patients atteints de sepsis83 ou à l’issu d’un accident vasculaire 
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cérébrale84. L’ADNcir est aussi utilisé dans les rejets de greffes d’organes solides grâce à la 

détection de l’ADN de donneur dans le sang du receveur85,86. 

    B/ Origines et Structures
L’ADNcir est présent sous la forme de fragments d’ADN associé à des protéines, à des 

structures vésiculaires (corps apoptotiques, exosomes ou des microparticules) et aux 

nucléosomes77,87. Les différentes structures des ADNcir retrouvées dans le sang sont dues à 

différentes origines et à différents mécanismes de libération de ces ADN vers le milieu 

extracellulaire. Il existe deux grands principes de libération des ADNcir dans le milieu 

extracellulaire : la mort cellulaire et la sécrétion active.

Bien que les origines, la caractérisation structurale ainsi que les mécanismes de la libération 

des ADNcir ne soient pas tous clairement connus, il sera discuté ici des connaissances publiées 

dans ce domaine.

B.1 Origines cellulaires

De nombreux travaux ont permis d’identifier certaines origines et structures des ADNcir77,88. 

Aujourd’hui, il est établi que les caractéristiques structurales (tailles et formes) des ADNcir 

peut être en lien avec leurs origines cellulaires et/ou avec leurs mécanismes de libération et 

de relargage des cellules vers la circulation sanguine89,90. Son origine intracellulaire peut être 

nucléaire ou mitochondriale.

Chez les patients atteints de cancer, les ADNcir peuvent provenir à la fois de cellules saines

(non-malignes) et de cellules malignes. En effet, la quantification d’ADNcir chez des individus 

sains a révélé que les cellules saines (leucocytes, cellules musculaires…), circulantes ou non, 

libèrent leur ADN dans le sang89. De plus, de l’ADN tumorale est également présent dans le 

sang de patients cancéreux puisque des altérations génétiques sont portées par des ADNcir71. 

La tumeur est constituée à la fois de cellules malignes tumorales mais aussi de cellules 

associée au microenvironnement tumoral. Ce microenvironnement comporte les cellules 

stromales et des infiltrats de cellules immunitaires (principalement des lymphocytes) qui sont 

aussi une source d’ADNcir77. De ce fait, nous retrouvons dans le sang de patients cancéreux 

des ADNcir provenant de cellules saines (principalement immunitaires), de cellules malignes 
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issues de la tumeur et de cellules tumorales non-malignes provenant du microenvironnement 

(Figure 10).

Figure 10: Origines cellulaires distinctes de l'ADN circulant trouvé dans le sang des patients 

atteints de cancer. Source: Thierry et al, 2016. Origins, structures and functions of circulating 

DNA in oncology77.
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B.2 La mort cellulaire

Les mécanismes de mort cellulaire sont dus à l’apoptose, à la nécrose, à la phagocytose ou 

encore à la NETose.

B.2.1 L’apoptose

Lorsque la question des mécanismes de libération de l’ADNcir est évoquée, la principale 

source abordée est le phénomène de mort cellulaire par apoptose ou mort cellulaire 

programmée. Ce mécanisme contrôlé d’élimination des cellules est impliqué dans le 

renouvellement des cellules, le maintien de l’homéostasie, l’embryogénèse ou encore la 

régression tumorale…91. L’apoptose est déclenché par des stimuli internes ou externes et peut 

donc être réalisé par deux voies cellulaires bien distinctes que sont : la voie extrinsèque et la 

voie intrinsèque médiée par des évènements mitochondriaux92. Il est clairement établi que ce 

processus de mort cellulaire (quel que soit la voie d’activation) provoque le clivage 

systématique de l’ADN nucléaire en mono-nucléosomes d’environ 166 paire de bases (bp), ou 

de multiples (poly-nucléosomes), à savoir en di-nucléosomes (environ 332bp) et en tri-

nucléosomes (environ 498 pb)93–96. L’ADNcir plasmatique présente fréquemment une 

disposition en échelle (pattern ladder) en électrophorèse avec une large bande aux alentours 

de 160-180 bp, ce qui semble signifier un clivage apoptotique que ce soit chez des patients 

atteints de cancer93 ou chez des patients atteint de lupus97. En étudiant le profil de taille des 

ADNcir par séquençage en librairie simple brin (SSP) et double brin (DSP) notre équipe a pu 

définir que la majorité des tailles des ADNcir était comprise entre 160-180 bp, que ce soit chez 

des individus sains ou chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique87. Ces 

travaux confirment que le nucléosome est donc la principale structure sous laquelle se 

présente les ADNcir. A noter que le nucléosome est composé d’un octamère d’histones (2H2A, 

2H2B, 2H3 et 2H4) autour duquel est enroulé l’ADN double brin (environ 147 bp), ce complexe 

protéique est associé à l’histone H1. Chaque nucléosome est lié à l’autre par de l’ADN double 

brin appelé : linker DNA (environ 20-90 bp). 

Des corps apoptotiques peuvent être formés lors de la phase tardive de l’apoptose98. Ces 

structures mesurent entre 1 et 5 µm et contiennent de l’ADN dégradé lors du mécanisme 

d’apoptose.
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B.2.2 La nécrose

La nécrose est un phénomène de mort cellulaire prématurée accidentelle qui se produit plus 

rapidement que l’apoptose et implique une perte du potentiel cellulaire de production de 

régénération énergétique99,100. Ce mécanisme de mort cellulaire survient généralement après 

des altérations sévères des conditions physiologiques comme par exemple l’ischémie, 

l’hypoxie, l’irradiation101. Ce phénomène s’accompagne d’un gonflement cellulaire intense, 

d’une rupture des organelles (mitochondrie incluses), d’une rupture de la membrane 

plasmique et génère des fragments d’ADN plus large d’environ 10 000 pb93,94,96. Bien que la 

nécrose soit accidentelle, il existe néanmoins d’autres formes de nécrose dite programmée : 

la nécroptose et pyroptose102. 

L’ADN mitochondriale (ADNmt) est libéré à la fois par l’apoptose et par la nécrose. Les 

mitochondries quant à elles peuvent être éliminées par mitophagie103 entrainant aussi la 

libération d’ADN mitochondriaux dans le sang104. Il est à noter que notre équipe a été la 

première à mettre en évidence la présence de mitochondries viables dans le sang qui 

participerait en grande proportion à la concentration des ADNmt retrouvés dans le sang105 .

Ces travaux auxquels j’ai contribué, seront discutés dans la partie « autres contributions ».

B.2.3 La phagocytose

La phagocytose est très importante dans la libération des ADNcir puisqu’elle intervient dans 

la dégradation, entre autres, de cellules mortes ou mourantes. Il a été montré in vitro106 et in 

vivo107 que les macrophages jouent un rôle majeur dans la libération des ADNcir. Il peut arriver 

que les macrophages eux même n’arrivent pas à digérer l’ensemble des structures 

phagocytées ce qui peut causer leur mort et in fine conduire à la libération de leur propre ADN 

dans la circulation. En effet, les cellules nécrotiques, les corps apoptotiques ou les 

microviscules sont phagocytés entrainant des fragments d’ADN génomiques et 

mitochondriaux circulants dans le sang108.
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B.2.4 La NETose

La NETose est un phénomène propre aux neutrophiles qui se traduit par la formation et la 

libération de NETs (pour neutrophil extracellular traps) qui sont des structures de filet de 

chromatine modelé en réseau et décoré de protéines bactéricides comme la neutrophile 

élastase (NE) et la myolopéroxydase (MPO)109,110. Le rôle des NETs est de capturer, neutraliser 

et inactiver les pathogènes. Les neutrophiles peuvent être activés par différents stimuli (virus, 

bactéries) conduisant à deux voies distinctes de NETose : la NETose suicidaire (ou tardive) et 

la NETose vitale (ou rapide)111 (Figure 11). 

Figure 11: Aperçu de la NETose suicidaire (a) et de la NETose vitale (b). Source: Jorch et al, 

2017. An emerging role for neutrophil extracellular traps in noninfectious disease111.

Le processus de NETose suicidaire est le plus fréquemment observé et se traduit par l’entrée 

de NE et de MPO dans le noyau cellulaire, d’une décondensation de la chromatine suivi d’une 

désintégration de l’enveloppe nucléaire et plasmique afin de libérer les NETs dans la 

circulation112. Par opposition, la NETose vitale vise à libérer les NETs rapidement dans la 

circulation sanguine, sans rupture des membranes et sans perte de fonction vitales pour les 

neutrophiles qui peuvent par la suite continuer leur rôle de phagocytose113,114. Enfin, des 

ADNmt peuvent être libérés via les NETs sans affecter la durée de vie des neutrophiles115.
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Bien que les NETs jouent un rôle clé dans la lutte contre les pathogènes et dans l’homéostasie, 

une production inappropriée et une exposition prolongée aux NETs pourrait être délétère

pour les sujets atteints de cancer. Il a été démontré que les NETs pourrait enflammer les tissus 

et de ce fait créer des niches pré-métastatiques. Dans ce contexte, les NETs sont aussi 

impliqués dans la propagation du cancer en piégeant les cellules tumorales circulantes, 

facilitant ainsi le processus de métastase au niveau des sites pré-métastatiques116. Il est 

intéressant de noter que les NETs sont retrouvés dans les mêmes conditions pathologiques 

pour lesquelles des concentrations élevées d'ADNcir ont été rapportées comme le cancer116, 

le sepsis117, les maladies auto-immunes118, les maladie thrombotiques119 ou dans les maladies 

inflammatoires120.

Ce phénomène de libération de l’ADN n’est pas restreint aux neutrophiles puisqu’il a été 

observé chez les éosinophiles et les mastocytes, ce qui regroupe tous ces phénomènes sous 

le terme «ETosis »121. Par opposition aux NETs les structures « extracellular traps » libérées 

par les éosinophiles ne contiennent que de l’ADNmt et cette production ne conduit pas à la 

mort de la cellule122,123.

Les macrophages124 et leur DNase I108 participe à l’élimination des NETs mais néanmoins cette 

élimination reste incomplète. Ce qui suggère, soit qu’il existe d’autres mécanismes de 

dégradation des NETs soit que la dégradation incomplète des NETs entraine la libération de 

fragments d’ADN partiellement dégradé dans le sang. Les NETs seraient ainsi une source 

potentielle des ADNcir.

B.3 La sécrétion active

Les travaux mettant en évidence un mécanisme de sécrétion active remontent aux début des 

années 1970 avec les équipes de Rogers et de Stroun. Ces équipes ont montré que des 

lymphocytes humains125,126 sécrètent de l’ADN double brin dans le milieu de culture. L’ADN 

est excrété des cellules vers le milieu extracellulaire par les exosomes ou des microvésicules

(Figure 12). Les exosomes sont des vésicules libérées par exocytose par différents types 

cellulaires, ils ont une taille d’environ 30 à 100 nm et contiennent des fragments d’ADN et 

d’ARN127. Les microvésicules ont quant à elles une taille entre 50 à 1000 nm et sont libérés

dans l’espace extracellulaire par bourgeonnement et par fission de la membrane plasmique128. 
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A noter que les exosomes ou les microparticules qui sont issus de cellules tumorales peuvent 

comporter du matériel oncogénique, ont une taille > 1 micron et sont appelés oncosomes129. 

Les mécanismes de sécrétions actives sont de plus en plus étudiés et remettent peu à peu en 

cause l’hypothèse selon laquelle l’apoptose est la source majeure de l’ADN circulant. 

Figure 12: Les différents types de vésicules extracellulaires : Source : Zaborowski et al, 

2015. Extracellular vesicules : Composition, Biological Rrelevance, and methods of study130.
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C/ Profil de taille et fragmentation de l’ADNcir
Comme discuté plus haut la grande majorité des ADNcir retrouvée chez les patients atteints 

de cancer ont une taille d’environ 160-180 pb, ce qui correspond à la taille de l’ADN enroulé 

autour d’un mono-nucléosome, caractérisé jusqu’alors comme étant la résultats d’un 

processus d’apoptose99. Cela dit, il est aussi retrouvé dans la circulation sanguine des ADNcir 

ayant une taille supérieure à 10 000 pb. Ceci suggère que ces ADNcir ne sont pas uniquement 

liés au phénomène d’apoptose mais sont également associé aux mécanismes de nécrose, 

voire même qu’ils sont associés à la dégradation de la chromatine libérée par des cellules 

sénéscentes93.

Notre équipe a été l’une des premières à montrer que l’ADNcir muté était plus court que l’ADN 

sauvage131–133. L’équipe a démontré grâce à un modèle de souris xénogréffées avec des 

cellules cancéreuses humaines que l’ADNcir d’origine tumorale (humains) était plus court que 

l’ADNcir d’origine non-tumorale de la souris hôte134 et cela a été confirmé en étudiant le profil 

de taille des ADNcir par PCRq (Réaction de polyméraisation en chaine quantitative) et par AFM 

(microscopie à force atomique)131,132,135.

En 2017, underhill et ses collègues par séquençage ont montré un décalage entre la taille des 

ADNcir retrouvés chez des individus sains (167 pb) et celle des patients atteints de cancer 

(134-144 pb)136. Notre équipe montrent à la fois par une approche de PCRq et par séquençage 

en utilisant une librairie simple brin (SSP-S pour shallow Whole-genome sequencing of single-

stranded DNA library) que la majorité des ADNcir retrouvés chez les patients atteints de cancer 

ont une taille qui correspond à l’empreinte nucléosomique, à savoir environ 166 bp137. De 

plus, des travaux récents menés par notre équipe par séquençage (shallow Whole genome 

sequencing, sWGS) et en utilisant des librairies simple brins et par PCRq, démontrent un 

décalage des tailles des ADNcir entre les individus sains et les patients cancéreux87. Nous 

observons aussi une periodicité de 10 pb dans la taille des ADNcir qui évoque un clivage 

enzymatique des ADN enroulés autour du mono-nucléosomes87. Enfin, la comparaison du 

profil de taille des ADNcir par sWGS chez des individus sains et atteints d’un cancer colorectal 

métastatique, en utilisant une librairie double brin montre que la proportion des ADNcir 

retrouvées est plus élevée pour les fragments compris entre 40 et 151 (Figure 13)137 pb 

Ces résultats valident que la taille des ADNcir chez les patients atteints de cancer est inférieure 

à 100-160 pb et que la taille des ADNcir permettrait de discriminer les ADNcir tumoraux et 
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non tumoraux. Ces travaux ouvrent le champ au dépistage du cancer par l’analyse de la 

fragmentation des ADNcir, maintenant appelé fragmentomic (Figure 14). J’ai pu participer à 

ce travail qui est discuté dans la partie « autres contributions ». 

Figure 13: Comparaison du fragmentome d'un patient mCRC (ligne noire) et celui de la 

moyenne de 17 individus sains (ligne bleue) tel que déterminé par sWGS à partir d’une 

librairie double brin (DSP). Comparé à la moyenne des individus sains, le profil de taille des 

patients CCRm montre: un nombre accru de fragments compris entre 40 - 151 pb et 218 - 320, 

un nombre réduit de fragments compris 151 - 218 pb et 320 - 440 pb, une fréquence inférieure 

à la longueur de 166 pb, un pic correspondant au dinucléosome plus court (300 vs 330 pb), et 

un plateau entre 145 - 156 pb. Figure adaptée de Sanchez et al137.
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Figure 14: Représentation des différentes structures de l’ADN enroulé autour du 

nucleosome, du chromatosome et du chromatosome en fonction du profil de taille des 

fragments d'ADNcir. Source: Sanchez et al, 2021. Circulating nuclear DNA structural features, 

origins, and complete size profile revealed by fragmentomics87.
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D/ Aspects fonctionnels de l’ADN circulant

L’ADNcir est libéré dans la circulation sanguine via différents mécanismes de relargage, 

néanmoins cet ADNcir n’est pas seulement un déchet mais peuvent aussi jouer un rôle dans 

les conditions physiologiques ou mêmes pathologiques. Ils jouent un rôle actif dans le 

transfert horizontal de matériel génétique, déclencheurs du système immunitaire et enfin ils 

peuvent favoriser l’apparition de métastases dans le cancer. 

D.1 Le transfert horizontal et la génométastase

Les premiers résultats montrant le rôle de l’ADNcir dans le transfert horizontal ont été 

découvert chez les végétaux. En oncologie, il a été démontré que l’ADNcir provenant de 

patients atteints de cancer pouvait entrer dans différents types cellulaires en culture et être 

transloqué dans les noyaux et ce très rapidement et générer l’apoptose138. Il a été démontré 

que les vésicules extracellulaires pouvaient aussi avoir un rôle dans le transfert horizontale 

affectant l’expression génique des cellules réceptrices139,140. Bendich et ses collègues ont 

observé pour la fois en 1965, que l’injection d’Adn tumoral dans le sang de souris était à 

l’origine d’un développement tumoral141. Ce phénomène a par la suite été validé par d’autres 

travaux et à donner lieu au terme de génométastase142,143.  Enfin, comme discuté 

précédemment les NETs libérés par les neutrophiles peuvent contribuer à l’établissement de 

niches pré-métastatiques et ainsi favoriser la croissance tumorale144,145. Les NETs peuvent à la 

fois piéger des cellules circulantes tumorale ou de l’ADNcir tumoral et par la suite amener ces 

cellules ou ces ADN tumoraux sur des sites cibles pré-métastatiques.

D.2 Immunité et inflammation

L’ADNcir peut activer le système immunitaire et déclencher une réaction immunitaire. 

L’ADNcir mitochondriale joue un rôle particulier dans la réaction inflammatoire puisqu’il est 

par définition d’origine bactérienne est donc associé aux DAMP (damage associated molecular 

pattern)146. L’ADN mitochondriale peut se lier au récepteur TLR9 (toll-like receptor 9) des 

leucocytes par l’intermédiaire de motifs CpG hypométhylés entrainant une réaction 

inflammatoire147. L’ADNcir nucléaire quant à lui peut aussi stimuler le système immunitaire 

de par sa structure en double hélice ou les motifs particuliers de certaines séquences148 qui 

sont reconnus par les récepteurs de forme PRRs (Pattern recognition receptors). L’activation 

du système immunitaire par les ADNcir peut être une conséquence d’un défaut de 

dégradation de ces ADN par les DNases. Ces ADNcir peuvent être aussi protégés des DNases 

sanguine par des vésicules extracellulaires. Dans ce contexte il a été demontré que les souris 
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déficientes en DNase étaient sensibles au développement de pathologies auto-immune149. Les 

patients atteints de SLE présentent une activité de la DNase 1 plus faible que les individus 

sains150. Enfin, les NETs peuvent aussi contribuer à la production d’anticorps anti-DNA.

E/ Conditions pré-analytiques
Les ADNcir à un fort potentiel biomédicales, ce qui en fait un biomarqueur très étudié en 

oncologie. Cependant, l’analyse de l’ADNcir n’est pas encore transposée en pratique clinique 

courante. De par ses origines cellulaires distinctes des ADNcir, son origine nucléaire ou 

mitochondrial, ses différents mécanismes de libération, l’analyse de l’ADNcir est un véritable 

challenge.

Bien que de nombreux travaux ont travailler sur l’optimisation des conditions pré-analytiques 

des ADNcir en oncologie151, il n’y a pas de nos jours de protocoles accepté par l’ensemble des 

scientifiques, qui définirait les conditions optimales de prélèvement, d’analyse et de 

conservation des échantillons plasmatiques. Il existe toutefois des consensus sur une 

multitude de points mais des améliorations sont à apporter pour affiner l’analyse des ADNcir 

et conduire à l’établissement de procédures standardisées152. Une optimisation récente des 

procédures pré analytiques a pu être publiées dans ce domaine88.  Notre équipe a depuis 

longtemps travaillée sur l’optimisation des conditions pré-analytiques des ADNcir en 

oncologie153,154. Nous avons par la suite continué à travailler sur les considérations pré-

analytiques jusqu’à avoir publié le premier « guideline » qui établit précisément les conditions 

pré-analytiques des ADNcir en oncologie155 (Figure 15). Ce travail s’est basé sur les l’évaluation 

des paramètres influençant l’analyse des ADNcir chez les humains comme les aspects 

démographiques, pré-analytique et analytiques153,154. J’ai notamment participé à la 

réalisation de ce travail154 qui est discuté dans la partie « autres contributions » de ce 

manuscrit.
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Figure 15: Guideline pour l’analyse de l’ADNcir nucléaire. Source: Meddeb R. et al, 2019.  

Guidelines for the Preanalytical Conditions for Analyzing Circulating Cell-Free DNA155.
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V/ Méthodes d’analyse de l’ADN circulant
Fondamentalement il existe deux grands principes pour la détection et la quantification des 

ADNcir: les méthodes basées sur le principe de la polymérisation en chaine par polymérase 

quantitative (PCRq) et les méthodes de séquençage à haut débit. Les méthodes basées sur le 

principe de PCRq sont dites ciblées puisqu’elles permettent de tester un nombre limité de 

mutations en une seule analyse alors que les méthodes de séquençage peuvent examiner soit 

l’ensemble du génome, soit l’ensemble des exons ou encore des panels de gènes pour les 

analyses les plus ciblées.

    A/ Méthodes basées sur la polymérisation en chaine quantitative
La technique de polymérisation en chaine par polymérase quantitative est basée sur 

l’amplification d’une séquence ADN par hybridation d’amorces oligonucléotidiques 

spécifiques et complémentaires à la cible ADN. Outre la quantification de l’ADN, les méthodes 

de PCRq permettent aussi la détection de variation d’un seul nucléotide (SNP: single 

nucleotide variant) ainsi que la détection d’insertions ou de délétions nucléotidiques. Cette 

technique, très utilisée a l’avantage d’être rapide et peu couteuse. Bien que la PCRq classique 

à une sensibilité relativement faible pouvant détecter une mutation avec une fréquence 

allélique allant de 1 à 10%156, de nombreuses équipes de recherches ont développé des 

méthodes ultrasensibles basées sur son principe. Ces nouvelles méthodes permettent 

l’analyse et la détection de d’évènements rares dans des milieux biologiques complexes 

comme le plasma ou le sérum. 

La COLD-PCR ou la co-amplification à basse température de dénaturation basse permet 

d’amplifier préférentiellement une séquence mutée en contrôlant la température de 

dénaturation de l’ADN cible. Cette méthode à une sensibilité de détection de mutation 

approximativement de 0.1% (fréquence allélique)157,158.

La PCR digitale (PCRd) est une technologie récente dont l’application première est de détecter 

et de quantifier les évènements rares dont les altérations génétiques de type SNP. 

Contrairement à de nombreuses méthode de PCRq qui analyse l’ADN d’un échantillon unique, 

la particularité de la PCRd est de partitionner un échantillon en une multitude (quelque 

milliers) de réaction de PCR en parallèle afin d’éliminer le bruit de fond159,160. La PCR digitale

en gouttelettes (ddPCR) a été validée pour la détection des mutations KRAS dans le cancer 

colorectal métastatique160,161 (Figure 16). Dans cette méthodologie, les molécules cibles sont 
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séparées en un grand nombre de partitions de manière à ce que chaque partition reçoive un 

nombre de molécules (généralement compris entre 0 et 2) suivant une distribution de Poisson. 

Les mesures reposent sur le comptage du total des partitions (émulsions) positives contenant 

une ou plusieurs molécules cibles et des partitions négatives où aucune amplification n'est 

détectée. Cette partition permet la répartition et l’amplification des fragments d’ADN entre 

l’ensemble des réactions de PCR, ce qui signifie que le système est capable de diminuer le

rapport ADN muté/ADN germinal, augmentant ainsi la sensibilité <0.1%162,163. Cette technique 

est donc adaptée à la recherche de mutations ponctuelles en oncologie164. Enfin, La PCR 

digitale peut fonctionner sur des puces en silicium (Quant studio 3D, Life technologies) ou 

dans des micro-gouttelettes (Bio-Rad Qx100, BioRad) (Figure X). Des recommandations sur 

cette technique ont été publié afin de bien utiliser cette méthode à des fins de recherche 

translationnelle165.

Figure 16: Les différentes étapes de la ddPCR. Source: Taly, V. et al, 2013. Multiplex 

picodroplet digital PCR to detect KRAS mutations in circulating DNA from the plasma of 

colorectal cancer patients161.

La technologie BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics) (Figure 17), est basée 

sur une combinaison de PCR digitale en émulsion et de cytométrie en flux, utilisant des billes, 

une émulsion, une amplification et un magnétisme166,167. Les séquences d'ADN sont amplifiées 
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par PCR en émulsion, liées de manière covalente à des microbilles magnétiques par des 

interactions streptavidine-biotine ; les produits de PCR générés dans chaque gouttelette 

d'émulsion resteront physiquement fixés aux microbilles, ce qui permettra de les séparer et 

de les purifier facilement à l'aide d'un aimant, afin de déterminer la présence et le nombre de 

variations mutantes connues. La sensibilité de cette méthode est <0.01%75,167. Cette méthode 

est par conséquent appropriée pour détecter des mutations génétiques connues, même 

lorsque le nombre de copies est très faible. L'ADN de type sauvage ou mutant peut être 

facilement différencié par cytométrie en flux. Malheureusement, la technique de BEAMing est 

sophistiquée et complexe, ce qui limite la faisabilité et la reproductibilité de cette technologie

en pratique clinique.

Figure 17: Les différentes étapes du BEAMing. Source: Caen, O., et al, 2015. Digital PCR 

compartmentalization II. Contribution for the quantitative detection of circulating tumor 

DNA168.

Les méthodes basées sur le principe de PCRq semblent être adaptées à l’urgence 

théragnostique lorsqu’il est nécessaire d’avoir un test compagnon pour orienter rapidement 

le traitement ou pour modifier le traitement en cours de prise en charge thérapeutique. Ces 

techniques sont des approches ciblées avec une très grande sensibilité qui permettent la 

détection de mutations à de très faibles fractions alléliques. Bien qu’elles soient rapides et 

peu couteuses, elles permettent uniquement la détection de variants connus.
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    B/ Méthodes de séquençage à haut débit
Les méthodes de séquençage sont généralement moins sensibles et plus onéreuses que les 

techniques basées sur le principe de PCRq mais elles permettent d’analyser un large ensemble 

de gène et ont la capacité de détecter de altérations génétique autres que celles connues (ou 

hotspots)

Les méthodes de séquençage de nouvelle génération (ou méthodes NGS) peuvent détecter 

des variants à des fréquences alléliques entre 1 et 2% comparé au séquençage Sanger169. Le 

NGS peut être utilisé pour la détection d’un panel de gène précis afin d’étudier avec une 

sensibilité de détection élevée des mutations d’intérêt. Parmi ces méthodes de NGS ciblées 

nous retrouvons le Tagged-Amplicon deep sequencing (Tam-seq), Safe-Sequencing System

(Safe-SeqS), Cancer Personalized profiling by deep sequencing (CAPP-Seq) et le Ion Torrent. 

Le Tam-seq permet une détection de mutations aux alentours de 2%. Afin de contrôler les 

erreurs d'échantillonnage et la perte d'allèles, les amorces sont d'abord utilisées pour 

effectuer une préamplification afin d’amplifier l’ensemble de ADNcir. Ensuite, les matrices 

subissent une amplification individuelle pour être purifiées. Cette méthode combien donc 

deux étapes d’amplification par PCR. La version améliorée eTam-seq permet la détection d’un 

SNP avec une fréquence allélique inférieur à 0.25%170.  Cette amélioration permet aussi de 

détecter les petite insertions/délétions (indels) ainsi que les variations du nombre de copie 

(CNVs). 

Le Safe-SeqS quant à lui ajoute (i) des Identifiants Unique (UID) pour chacun des amplicon

générés, (ii) l'amplification de chaque molécule matrice étiquetée de manière unique pour 

créer des familles d'UID, et (iii) réalise le séquençage redondant des produits d'amplification. 

Les fragments PCR ayant le même UID sont considérés comme mutants uniquement si ≥95% 

d'entre eux contiennent la même mutation. De cette façon le Safe-SeqS permet de réduire 

l’erreur de séquençage d’au moins 70 fois et permet une grande sensibilité de détection

<0.1%171. 

Les techniques de séquençages sont moins sensibles que les techniques basées sur la PCRq 

mais elles permettent une approche plus complète et globale de l’information génétique 

nécessitant une plus grande fraction allélique tumorale172 (Figure 18).
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Figure 18: Les différentes méthodes de détection ont des limites de détection distinctes et 

de pertinence clinique. Source: De Oliveira et al, 2020. Current Perspectives on Circulating 

Tumor DNA, Precision Medicine, and Personalized Clinical Management of Cancer172.
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    C/ La méthode IntPlex® : PCRq Allèle Spécifique Bloqueur 
La méthode IntPlex® est une technique de PCRq allèle spécifique avec bloqueur (ASB, « allele 

specific blocker ») inventée et mise au point au sein de notre équipe76 qui a permis la première 

validation clinique de l’analyse de l’ADNcir en oncologie pour la détection des mutations 

KRAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm76 (Figure 19). Cette méthode de PCRq fait 

intervenir deux couples d’amorces qui vont amplifier deux séquences distinctes et qui sont 

séparées d’environ 250-300 pb. Le premier couple d’amorce va amplifier une séquence 

sauvage (Wild Type, WT) tandis que le second couple d’amorce va amplifier une séquence 

mutée grâce à une amorce spécifique qui ciblera la mutation sur le dernier nucléotide de son 

extrémité 3’. Les deux couples d’amorces vont générer des amplicons <100 bp afin de 

s’hybrider sur un maximum de fragments d’ADNcir. Il faut noter que l’équipe a pu démontrer 

à partir de plasma de patient CCRm qu’environ 80% des fragments d’ADNcir ont une taille 

inférieure à 100 pb. Les amorces utilisées ont une température de fusion basse (Tm), qui 

permet de s’hybrider spécifiquement aux cibles ADN. Un oligonucléotide bloqueur est utilisé 

pour s’hybrider sur la séquence sauvage à la position de la mutation ce qui diminue 

considérablement les amplifications non-spécifiques. L’oligonucléotide bloqueur qui a un Tm 

plus élevé que les amorces mutées va s’hybrider à l’ADN après les amorces mutées dans les 

cycles d’amplifications de PCR et en l’absence de mutation. Ce dernier possède un 

groupement phosphate à son extrimité 3’ ce qui empêche sa polymérisation lorsqu’il est 

hybridé à sa cible ADN. Enfin l’utilisation d’un dernier couple d’amorce ciblant la totalité de la 

séquence d’environ 300 pb qui englobe les deux séquences précédemment évoquées permet 

d’apprécier la fragmentation de l’ADNcir grâce à un rapport appelé DNA Integrity Index (DII). 

Cette méthode permet de déterminer en un seul « run » de PCR cinq paramètres de l’analyse 

de l’ADNcir, quatre paramètres quantitatifs et un paramètre qualitatif. Le paramètre qualitatif

est la présence ou non d’une mutation sur les gènes KRAS (codons 12, 13, 61, 117, 146), NRAS

(codons 12, 13, 61) et BRAF V600E. Cette technique peut être adaptée pour toutes les 

mutations et pour tous types de cancer, elle a été adapté récemment pour les mutations des 

gènes PIK3CA et EGFR. Les paramètres quantitatifs sont : la concentration totale en ADNcir 

quantifiée grâce au couple d’amorce ciblant la séquence WT <100 pb, la concentration en 

ADNcir muté grâce au couple d’amorce a bas Tm ciblant la mutation, le calcul de la fréquence 

allélique mutée en faisant le rapport de ces deux premières concentrations et enfin elle 

permet d’établir le DII ou l’indice de fragmentation de l’ADNcir en faisant le rapport de la 
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concentration obtenue avec le couple d’amorces ciblant les séquences WT de 300 pb sur la 

concentration obtenue avec le couple d’amorces ciblant les séquences WT <100 pb.

Cette méthode à une sensibilité analytique de détection d’une copie d’ADNcir mutée avec une 

fréquence allélique de 0,0004% parmi les séquences WT. Dans des conditions cliniques la 

méthode IntPlex® a permis la détection d’une mutation ponctuelle avec une fréquence 

allélique allant jusqu’à 0,009%173. Nous avons montré que la méthode IntPlex® pouvait 

détecter un seul fragment d'ADNcir mutant selon la loi de Poisson43. Nous avons étudié cette 

loi de probabilité appliquée aux mutations présentes à un niveau très faible. Elle est exprimée 

comme le nombre d'événements observés dans le cas où les événements rares sont 

indépendants et aléatoires dans un espace/volume. Un extrait d'ADNcir mutant KRAS G12V a 

été dilué en série de 10 pg/µl à 0,1 pg/µl afin de détecter un fragment d'ADNcir mutant. 

Chaque dilution a été analysée selon la méthode Intplex dans dix puits (Figure 20). Nos 

résultats ont montré que la détection d'une mutation ponctuelle peut être effectuée avec 

précision selon une distribution de la loi de Poisson, démontrant la détection d'un seul 

fragment d'ADNc mutant. L'expérience a été réalisée en utilisant la plateforme LC480 de 

Roche ou la plateforme CFX de BioRad et n'a montré aucune différence (Figure 20).

L’avantage de cette technique est qu’elle est adaptable pour toutes les mutations, sur tous les 

gènes et pour tous les types de cancer. Récemment nous avons adaptés la technique IntPlex 

pour la détection et la quantification de certaines mutations des gènes EGFR et PIK3CA dans 

le cadre du cancer colorectal. La limite de cette technique est le fait qu’elle permet la 

recherche de mutations préalablement connues, à l’inverse du séquençage.
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Figure 19: La technique Intplex®. Source : Thierry, A. R. et al, 2014. Clinical validation of the 

detection of KRAS and BRAF mutations from circulating tumor DNA76.

Figure 20 : Représentation schématique de la détection de mutation déterminée par 

l'analyse de l'ADNcir par la méthode Intplex selon la loi de Poisson avec la plate-forme LC480 

(Roche) et la plate-forme CFX96 (BioRad). Les puits rouges sont positifs pour la mutation ; les 

puits blancs sont négatifs pour la mutation43.
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VI/ Potentiels cliniques de l’ADN circulant sur la prise thérapeutique 

des patient atteint de cancer colorectal
La validation du potentiel clinique des ADNcir (qu’il provienne de cellules saines ou 

cancéreuses) est un domaine majeur de recherche en oncologie. L’analyse de l’ADNcir permet 

de caractériser à faible coût différents types de cancers, à des stades précoces de façon non-

invasive et par une simple prise de sang. En effet, l’ADNcir permettrait de mieux accompagner 

les patients durant leur prise en charge thérapeutique que ce soit pour (i) le dépistage de la 

maladie, son diagnostic, le pronostic, l’évaluation de la maladie résiduelle minimale (MRD 

pour minimal residual disease), la récurrence de la maladie et finalement dans la surveillance 

de la réponse aux traitements afin d’évaluer la résistance ou une sensibilité des tumeurs aux 

traitements174. L’ADN circulant fait l’objet de nombreux travaux de recherche en oncologie 

dont certains sont discutés dans une « review » écrite par notre équipe à la suite de 

l’organisation du 10ème congrès international sur les acides nucléiques circulants en oncologie 

« CNAPS »175. J’ai par conséquent pu participer à (i) l’organisation de ce prestigieux congrès 

scientifique et à l’écriture de la review qui est discuté dans la partie « autres contributions » 

de ce manuscrit.

Les différentes applications cliniques de l’analyse de l’ADNcir en oncologie seront développées 

dans cette partie.

   A/ Le dépistage et le diagnostic précoce
Un dépistage précoce du cancer, avant l’apparition de signes clinique permettrait une prise 

en charge rapide des patients, a des stades plus précoces, augmenterait l’efficacité des 

traitements et par conséquent réduirait la mortalité liée au cancer.

Depuis la découverte que l’ADNcir est présent en quantités plus élevées dans le sang de 

patients atteints de différents types de cancer en comparaison avec des individus sains71, de 

nombreuses études ont depuis confirmé cette observation176. La détection dans le sang 

d’altérations génétiques et épigénétiques spécifiques des tumeurs renforce le potentiel de 

l’ADNcir pour le dépistage du cancer. Pour exemple, dans le cas du cancer colorectal des 

études ont établis que le taux de détection du gène méthylé de la Septine 9 est 

significativement plus élevé chez les patients atteints de cancer colorectal comparé aux 
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individus sains, ce qui en fait un biomarqueur potentiel de ce cancer (Church, 2014). L’Epi 

proColon (Epigenomics AG, Corporation, Berlin, Allemagne) basé sur la détection dans le sang 

par PCR du gène de la Septine 9 méthylé, permet de distinguer les patients atteints de cancer 

colorectal des individus sains avec une sensibilité de 75-81% et une spécificité de 96-

99%177,178. Chen et ses collègues ont montré dans une étude longitudinale récente, que 

l’analyse de la méthylation de l'ADNcir a permis de diagnostiquer un cancer chez 191 

personnes (sur 605 testées) quatre années avant après la prise de sang179. Une revue récente 

publiée par l’équipe résume les différents tests de dépistage existant actuellment ainsi que 

ceux en cours de développement pour différents types de cancers180 (Tableau 2). L’ADNcir 

d‘origine mitochondriale pourrait aussi permettre de discriminer des individus sains de 

patients atteints de cancers comme le montre les travaux de Tanos et ses collègues181. Pour 

finir, l’étude de la fragmentation des ADNcir ou « fragmentomics » permettait de discriminer 

des individus sains des patients atteints de cancers87.

   B/ Le pronostic 
Bien que la concentration en ADNcir soit différente entre des individus sains et des patients 

atteints de cancer, cette concentration est aussi corrélée la taille de la tumeur et au stade 

tumoral134,182. La valeur pronostique de la concentration en ADNcir a pu être établis183,183. 

Notre équipe à étudier la survie globale (OS) des patients atteints de CCRm et a pu montrer 

que les patients ayant une concentration élevée en ADNcir total (>26 ng/mL de plasma) ont 

survie global amoindrie comparé aux patients ayant une concentration d’ADNcir plus faible 

(<26 ng/mL de plasma) (18,07 mois versus 28,5 mois)184. De plus, cette étude a montré par 

une analyse multivariée que la concentration en ADNcir total et le statut mutationnel 

BRAFV600E muté étaient des facteurs pronostiques puissants et indépendants184. Cette 

étude, montre aussi qu’une forte concentration en ADNcir muté et qu’un indice de 

fragmentation de l’ADNcir faible corrélaient avec une survie plus courte (Figure 21). De 

nombreux travaux ont confirmé le potentiel pronostique de la concentration totale en ADNcir 

dans plusieurs types de cancers comme le cancer du poumon185, le cancer de la prostate186 et 

le cancer colorectal187.
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Tableau 2: Récapitulatif des différents tests de dépistage du cancer et de leurs performances 

actuelles. Source : Thierry, A. R. & Tanos, R, 2018. La biopsie liquide - Une voie possible pour le 

dépistage du cancer180.
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Figure 21: Analyse de la survie globale sur la cohorte entière. Source: El Messaoudi, S. et al,

2016. Circulating DNA as a Strong Multimarker Prognostic Tool for Metastatic Colorectal 

Cancer Patient Management Care184.
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   C/ La maladie résiduelle minimale et récidive  
La possibilité de pouvoir détecter une éventuelle maladie résiduelle minimale (MRD pour 

residual minimal disease) après une chirurgie est un enjeu capital dans la prise en charge des 

patients. En effet, environ 50 % des patients atteints de cancer colorectal localisé (stade II-III) 

et réséqué développeront des métastases188. L'ajout d'une chimiothérapie adjuvante après 

résection tumorale réduit considérablement le risque de rechute189. Le potentiel clinique du 

suivi de l'ADNcir pour détecter le MRD et stratifier les patients en fonction de leur risque de 

rechute est désormais bien établie dans les cas de cancer colorectal190,191. En 2016, Tie et ses 

collègues ont démontré dans un essai multicentrique et prospectif sur 230 patients atteints 

de cancer du côlon de stade II que de l’ADNcir tumoral après résection chirurgical était présent 

chez 79% des patients ayant rechutés192. Dans cette étude, la présence d’ADNcir tumoral a 

été détectée dans environ 8% (14/178) des patients après chirurgie. Aussi, Taieb et ses 

collègues ont déterminé la valeur pronostique et prédictive de L’ADNcir tumoral lors d’un 

traitement adjuvant. L’analyse multivariée a confirmé que la présence d'ADNcir après 

chirurgie était un marqueur pronostique indépendant de rechute191. Une autre étude montre 

que chez 125 patients atteints de cancer colorectal de stade I à III ayant subi une intervention 

chirurgicale à visée curative, que seulement 12% des patients n’ayant pas d’ADNcir tumoral 

détectable après résection (30 jours après la chirurgie) ont rechuté contre 70% pour les 

patients ayant un taux d’ADNcir tumoral détectable après chirurgie193. 

Nous terminons actuellement l’étude clinique DNAcirc : « Valeur diagnostique et pronostique 

de l'ADN circulant pour la surveillance des patients atteints de colorectal après un traitement 

curatif » (NCT02813928). Cette étude a pour objectif d’évaluer la valeur pronostique de 

l’analyse de l’ADNcir dans la détection précoce des récidives chez les patients traités pour un 

cancer colorectal de stade II ou III. J’ai participé à l’analyse longitudinale des ADNcir des 

patients inclus lors de cette étude. Les résultats de cette étude ne sont pas encore publiés et 

ils ne seront pas discutés dans ce manuscrit. 
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   D/ Suivi des patients et surveillance de la résistance aux traitements  
Comme discuté, les populations des clones cellulaires tumoraux évoluent avec le temps, de 

manière spontanée ou sous la pression sélective exercée par les différents traitements anti-

cancéreux. L’évolution clonale des tumeurs peut engendrer des phénomènes de résistances 

acquises à certains traitements dont les thérapies ciblées anti-EGFR. Ce phénomène de 

résistance acquise aux traitements a été décrit dans plusieurs types de cancer comme le 

cancer de la prostate194, du poumon195, du sein196 ou encore chez le patients atteints d’un 

mélanome197. Le suivi des patients au cours d’un traitement par l’analyse de l’ADNcir pourrait 

permettre d’anticiper les résistances secondaires aux traitements en détectant les mutations 

acquises impliquées dans la résistance thérapeutique. Dans le cas du cancer colorectal il a été 

démontré que l'émergence de mutations des gènes RAS engendrait des résistances 

secondaires aux traitements par anti-EGFR. Dans ce sens, la détection de ces sous clones 

tumoraux mutés durant le traitement pourrait permettre d'anticiper la progression 

radiologique66,67,198.  Dans ce contexte de résistance aux traitements anti-EGFR, des études 

ont suggéré que des patients ayant des tumeurs préalablement RAS mutées tirent un bénéfice 

à être retraités par ces molécules si aucune mutations RAS n’est détectée après l’arrêt des 

anti-EGFR (on appelle cela le « rechallenge » de la molécule)199–201. C’est dans ce contexte de 

résistance aux traitements par anti-EGFR que nous avons réalisé l’étude rétrospective KPLEXR. 

Les résultats de ce travail auquel j’ai contribué sont discutés dans la partie « Résultats » de 

ce manuscrit.

Nous avons aussi mené une étude afin d’évaluer si l’analyse de l’ADNcir pouvait distinguer 

les répondeurs des non répondeurs avant un traitement par regorafenib. Les résultats de ce 

travail auquel j’ai contribué sont discutés dans la partie « Résultats » de ce manuscrit.
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VII/ Objectifs de la thèse
Objectif n°1 : Mettre en évidence l’hétérogénéité et l’évolution clonale des tumeurs de 

patients atteints de cancer colorectal métastatique au cours de leur prise en charge 

thérapeutique

A/ Détection des mutations RAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm traités ou avant 

l’initiation d’un traitement par anticorps anti-EGFR

Il est établi que seuls les patients atteints d’un CCRm ayant un statut RAS sauvage peuvent 

bénéficier d’un traitement par anticorps monoclonaux anti-EGFR (cetuximab ou 

panitumumab). Jusqu’à présent l’analyse moléculaire du tissu tumoral est la technique de 

référence pour étudier le statut RAS des tumeurs. Néanmoins, notre équipe a publiée en 2014

la première validation clinique de l’analyse de l'ADN circulant pour la détection des mutations 

KRAS/BRAF chez les patients atteints de cancer colorectal métastatique. Ces travaux ont 

montré une forte concordance de l’analyse de l’ADNcir avec l'analyse du tissu tumoral (96% 

pour les mutations de l'exon 2 de KRAS et 100% pour BRAF V600E)76, ouvrant la voie à l’analyse 

des mutations RAS à partir de l’ADNcir.

Un des objectifs de ma thèse a été d’étudier le profil génétique des tumeurs de patients 

atteints de CCRm par l’analyse de l’ADNcir avant et durant une thérapie ciblée anti-EGFR. Le 

but est de confirmer l’utilité clinique de l’analyse de l’ADNcir que ce soit pour améliorer la 

stratification des patients CCRm avant un traitement par anti-EGFR, ou pour mettre en 

évidence des émergences de mutations secondaire RAS/BRAF entrainant la résistance des 

tumeurs aux traitement anti-EGFR.

Pour cela nous avons travaillé sur deux essais cliniques (KPLEX2 et KPLEXR) qui ont conduit à 

deux publication dans ce domaine :

« Clinical utility of circulating DNA analysis for rapid detection of actionable mutations to 

select metastatic colorectal patients for anti-EGFR treatment » publié dans Annals of 

Oncology en 2017. Ce travail est détaillé dans la partie résultats “Article I”.

“Circulating DNA Demonstrates Convergent Evolution and Common Resistance Mechanisms 

during Treatment of Colorectal Cancer” publié dans Clinical Cancer research en 2017. Ce 

travail est détaillé dans la partie résultats “Article II”.
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B/ Détection des mutations RAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm traités par 

régorafénib

Il faut noter que les patients CRCm réfractaires aux traitements standards peuvent être traités 

avec des agents oraux tels que le trifluridine/tipiracil ou le regorafenib. Cependant, il n'existe 

actuellement aucun marqueur accepté permettant de prédire les bénéfices du régorafénib.

Ces patients en dernière ligne de traitement et traités au régorafénib ont beaucoup d’effets 

secondaires. Il est donc crucial de distinguer les répondeurs des non répondeurs afin d’éviter 

l’acharnement thérapeutique et pouvoir ne traiter que les patients qui auront un bénéfice 

clinique.

Pour cela nous avons travaillé sur un essai clinique (TEXCAN) qui a conduit une publication 

dans ce domaine. Nous travaillons encore sur une étude clinique (FOLFIRINOX-R) dont le 

protocole clinique a pu être publié:

“Monitoring levels of circulating cell-free DNA in patients with metastatic colorectal cancer 

as a potential biomarker of responses to regorafenib treatment“publié dans Molecular 

Oncology en 2021. Ce travail est détaillé dans la partie résultats “Article III”.

“FOLFIRINOX-R study design: a phase I/II trial of FOLFIRINOX plus regorafenib as first line 

therapy in patients with unresectable RAS-mutated metastatic colorectal cancer” publié 

dans BMC cancer en 2021. Ce travail est détaillé dans la partie résultats “Article IV”.
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Objectif n°2 : Etudier l’association entre la formation des neutrophils extracellular traps 

(NETs) avec la production des ADNcir chez les patients atteints de CCRm.

Les ADNcir tumoraux provenant des cellules malignes de la tumeur sont dilués par un 

relargage d’ADNcir provenant de cellules saines entrainant la diminution parfois drastique des 

fréquences alléliques tumorales. Les variations de la fréquence allélique rendent difficiles la 

détection des mutations RAS/BRAF chez des patients CRCm. Un défaut de détection d’une 

mutation peut entrainer des mauvais diagnostics et par conséquent donner lieu à de mauvais 

traitements.

Jusqu'à présent, Il est mentionné dans la littérature que l’ADN circulant est libéré via les 

mécanismes de nécrose, d’apoptose et par phénomènes de sécrétion active. Récemment il a 

été établi que les neutrophiles sont capables d'éliminer les agents pathogènes par le 

phénomène de NETose. Ce mécanisme consiste en une libération de pièges ADN 

extracellulaires sécrétés par des neutrophiles activés (NETs) qui sont composés d’un réseau 

de chromatine extracellulaire décorée de protéines cytosoliques et de granules bactéricides, 

telles que l’élastase des neutrophiles (NE) et la myéloperoxydase (MPO). De plus, les NETs 

sont retrouvés dans les mêmes conditions pathologiques pour lesquelles des concentrations 

élevées d'ADNcir ont été rapportées comme le cancer. Dans ce contexte, nous émettons 

l'hypothèse qu'une fraction de la production de l’ADNcir chez des patients atteints de cancer 

métastatique provient de la dégradation des NETs. 

Le dernier objectif de ma thèse est donc d’évaluer l’association entre la formation de NETs 

avec la production des ADNcir totaux chez des patients atteints de CCRm.

Ces travaux ont conduit à la publication suivante :

“Association of Neutrophil Extracellular Traps with the production of circulating DNA in 

colorectal cancer patients” en cours de publication dans iScience, 2022. Ce travail est 

détaillé dans la partie résultats “Article V”.
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RESULTATS
   1/ Hétérogénéité et évolution clonale des tumeurs de patients 

atteints de cancer colorectal métastatique au cours de leur prise en 

charge thérapeutique

     A/ Détection des mutations RAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm 

traités ou avant l’initiation d’un traitement par anticorps anti-EGFR

Article I: Utilité clinique de l'analyse de l'ADN circulant pour la détection rapide de 

mutations actionnables en vue de sélectionner les patients colorectaux métastatiques pour 

un traitement anti-EGFR (Etude KPLEX2)

A. R. Thierry, S. El Messaoudi, C. Mollevi, J. L. Raoul, R. Guimbaud, D. Pezet, P. Artru, E. Assenat, C. Borg, 

M. Mathonnet, C. De La Fouchardière, O. Bouche, C. Gavoille, C. Fiess, B. Auzemery, R. Meddeb, E. 

Lopez-Crapez, C. Sanchez, B. Pastor & M. Ychou

Rationnel: Les patients atteints de CRCm ne présentant pas de mutations sur les gènes KRAS

et NRAS (RAS) peuvent être traités par thérapie ciblées anti-EGFR (cetuximab et 

panitumumab). Aujourd’hui, l'analyse moléculaire du tissu tumoral reste le « gold standard » 

pour les patients atteints de cancer colorectal. Cependant, ce « gold standard » est remis en 

question par l'arrivée de l'analyse de l'ADN tumoral circulant à partir d’une simple prise de 

sang. Après avoir réalisé la première validation clinique de l'ADN circulant plasmatique chez 

les patients atteints de cancer colorectal métastatique, nous avons ici évalué son utilité 

clinique dans le cadre d'une prise en charge standard.

Contribution: Dans ce projet j’ai des analyses de quantification des ADNcir totaux ainsi que la 

détection et la quantification des mutations RAS/BRAF chez les patients atteints de CCRm.
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Introduction

La détection des mutations de RAS chez les patients atteints de CCRm est nécessaire afin de 

prédire la réponse aux anticorps monoclonaux anti-récepteur du facteur de croissance 

épidermique (EGFR)27,202–207. Aujourd’hui cette recherche de mutations est réalisée à partir de 

tissus tumoraux. Le prélèvement du tissu tumoral peut être effectué sur la tumeur primaire 

ou sur les métastases, qu’il soit effectué par une biopsie ou lors de d’une résection tumorale. 

Cependant, ce "gold standard" est remis en question par l'analyse de l'ADN circulant tumoral 

à partir d'échantillons de sang 77,184,208,209. L'analyse de l'ADNcir constitue une approche 

prometteuse pour fournir une analyse moléculaire tumorale peu invasive des patients atteints 

de cancer 76,131,210–212. L'utilisation des anticorps monoclonaux dirigés contre l'EGFR, comme 

le cetuximab et le panitumumab, dans le traitement du cancer colorectal métastatique 

(CCRm) est limitée aux patients de type RAS sauvage (ou wild type : WT)27,203,206.

Alors que les approches de séquençage telle que le NGS permettent une couverture génétique 

élevée 213, l'approche ciblée telle que les techniques basées sur la Q-PCR (Beaming, dPCR ou 

Q-PCR améliorées) bénéficie d'une plus grande sensibilité pour détecter les mutations 

fréquentes déjà connues (hotspots). Nous avons démontré la première validation clinique de 

l'analyse de l'ADNcir en oncologie76 en détectant les mutations ponctuelles de l'exon 2 du 

gène KRAS et de BRAF V600E chez des patients atteints de CRCm, et montré qu'un test sanguin 

pouvait remplacer l'analyse du tissu tumoral. Ici, nous avons élargis notre validation 

précédente de l'ADNcir76 en comparant l'analyse de l'ADNcir avec l'analyse des tissus 

tumoraux dans une étude prospective, multicentrique et en aveugle. Il est a noté que nous  

avons apporté des différences significatives avec notre étude précédente qui sont: (i) l'analyse 

de l'ADNcir a été effectuée en flux tendu, ce qui permet une comparaison directe du délai 

d'exécution des données au cours de la pratique de routine standard ; (ii) le statut mutationnel 

à partir de l'analyse du plasma a été déterminé avec une sensibilité 50 fois plus élevée que 

dans notre étude antérieure ; (iii) la recherche des mutations a été étendue aux exons 3 et 4 

des gènes RAS (KRAS et NRAS). Cette étude démontre l'utilité clinique de l'analyse de l'ADNcir 

dans le cas du cancer colorectal métastatique et ouvre la voie à de nouvelles perspectives.



85



86



87



88



89



90



91



92



93



94



95



96

Article II : L'ADN circulant démontre une évolution convergente et des mécanismes de 

résistance communs pendant le traitement du cancer colorectal (Etude KPLEX R)

Titre court: ADN circulant et évolution clonale sous thérapie ciblée

Alain R. Thierry, Brice Pastor, Zhi-Qin Jiang, Anastasia D. Katsiampoura, Christine Parseghian, Jonathan 

M. Loree, Michael J. Overman, Cynthia Sanchez, Safia El Messaoudi, Marc Ychou, and Scott Kopetz

Rationnel: Les patients atteints de CRCm ne présentant pas de mutations sur les gènes KRAS

et NRAS (RAS) peuvent être traités par thérapie ciblées anti-EGFR. Cependant, l’émergence de 

mutations RAS/BRAF au cours du traitement chez des patients initialement sauvages entraine 

une résistance à ces thérapies. Dans ce contexte, l'analyse longitudinale de l'ADN circulant

offre une occasion unique d'étudier l'évolution génomique des tumeurs pendant le 

traitement, et d'identifier l'émergence précoce de la résistance aux traitements anti-EGFR et 

de guider les décisions thérapeutiques ciblées.

Contribution: Dans ce projet j’ai réalisé les analyses de quantification des ADNcir totaux ainsi 

que la détection et la quantification des mutations RAS/BRAF chez les patients atteints de 

CCRm. J’ai participé à l’écriture du manuscrit.
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Introduction

Comme discuté précédemment, l'utilisation des anticorps monoclonaux anti-EGFR, dans le 

traitement du CCRm est limitée aux patients de type RAS sauvage (WT). Il a été démontré que 

les mutations activatrices de KRAS et de NRAS (RAS) dans les exons 2,3 et 4 de ces gènes 

entraînent un manque de bénéfice clinique de la thérapie ciblant l'EGFR29,214. Bien que les 

thérapies ciblées soient une avancée majeure dans le traitement des patients atteints de 

CCRm, l'acquisition d'une résistance à ces traitements est observée dans un grand nombre de 

cas. Cette résistance peut se manifester par des mutations de novo ou par l'expansion d'une 

population sous-clonale de cellules présentant une résistance préexistante215,216. La détection 

de ces sous-clones résistants et le suivi des populations clonales au fil du temps sont difficiles 

et nécessitent le développement de tests sensibles et qui peuvent être réalisés tout au long

du traitement. Malgré le fait que les progrès du séquençage de nouvelle génération (NGS) 

couplés à des biopsies pré et post-traitement puissent révéler une évolution clonale, ceci est 

difficile à mettre en place en pratique clinique et au cours d’une prise en charge 

thérapeutique. Les analyses sur biopsies ne permettent pas d'évaluer l’entièreté de 

l'hétérogénéité clonale des tumeurs car les biopsies sont par nature représentatives que d'un 

seul endroit de la tumeur48,51,60. 

De plus, une résistance secondaire se développe chez tous les patients et peut être associée 

au développement de mutations secondaires KRAS, NRAS, EGFR ou BRAF204,209,217. D'autres 

rapports ont confirmé l’utilisation des ADNcir pour la détection de mutation ponctuelles et 

soulignent son potentiel comme moyen puissant de suivre longitudinalement les patients 

atteints de cancer28,218. La détection précoce d’une résistance acquise peut permettre d'initier 

de nouvelles thérapies qui freineront l'expansion des sous-clones résistants qui entraîneraient 

la progression de la maladie. A l’inverse, il peut y avoir des populations clonales qui étaient 

résistantes aux thérapies antérieures et qui connaissent par la suite un événement 

d'extinction, rendant ainsi le patient sensible à la réutilisation d'une ligne de traitement et 

élargissant les options de traitement. Cette possibilité thérapeutique est une avancée dans la 

prise en charge des patients, on appelle cela le « Rechallenge » d’une molécule (Cremolini et 

al, JAMA oncology 2018). 
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L'ADN circulant permet de mieux saisir la complexité de l'hétérogénéité tumorale, tout en 

minimisant les risques pour le patient et les coûts associés77,209. En effet, des études ont 

montré que l’ADNcir peut être utilisé pour génotyper efficacement les tumeurs182,219 et 

surveiller l'émergence de clones résistants au cours d’un traitement66,210. 

Dans ce contexte et afin d’évaluer les concentrations totales en ADNcir ainsi que la détection 

et la quantification des mutations RAS/BRAF nous avons utilisé la méthode Intplex. De par sa 

sensibilité la méthode IntPlex permets, la détermination simultanée de cinq paramètres : la 

concentration totale d'ADNcir, la présence d'une mutation ponctuelle, la concentration d'ADN 

mutant, les fréquences allèliques des ADNcir mutants et l'indice de fragmentation de 

l'ADNcir135,184. Nous avons évalué ces cinq paramètres dans le plasma de 42 patients atteints 

de CCRm traités dans le cadre d'un essai de phase Ib/II par le protocole de chimiothérapie

FOLFOX couplé au dasatinib, avec ou sans cetuximab. Nous avons comparé nos résultats à 

ceux obtenus par l'analyse du tissu archivé, qui est encore actuellement considérée comme la 

norme pour la recherche des mutations. L'utilisation de collections sériées de plasma de 

certains patients a permis d'évaluer la dynamique clonale de mutations RAS/BRAF pendant le 

traitement. Les résultats obtenus sont comparés avec les critères d’imagerie RECIST et avec le 

niveau sanguin de l’antigène carcinoembryonnaire (ACE).
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Discussion

Ces deux études (KPLEX2 et KPLEXR) ont été menée afin de confirmer les récentes avancées 

qui ont été faites dans le domaine des ADN circulants43,173. Aussi, dans un premier temps nous 

avons conduis une étude prospective, multicentrique et en aveugle sur 140 patients atteints 

de CCRm qui a pour objectif d'examiner la valeur de l'analyse de l’ADNcir plasmatique par 

rapport à l'analyse du tissu tumoral dans le cadre d'une prise en charge standard43. Il est a 

noté que cet essai se place dans un soucis d’une meilleure stratification des patients atteints 

CCRm avant l’initiation d’une thérapie ciblée anti-EGFR. Nous avons donc recherché les 

mutations RAS/BRAF dans le plasma de 140 patients atteints de CCRm avant l’initiation du 

traitement. La deuxième étude est réalisée sur 42 patients traités par FOLFOX, dasatinib avec 

ou sans cetuximab. L’analyse plasmatique longitudinal de ces patients permet d’établir des 

émergences de mutations RAS/BRAF pouvant entrainer une résistance secondaire aux anti-

EGFR173.

Pour les deux études présentées ici, nous avons réalisé l’analyse des mutations à partir de 

l’ADNcir sans seuil de sensibilité, alors qu'un seuil de > 0,5% pour la fréquence allélique avait 

été déterminé pour notre essai antérieur76. Cet essai antérieur a montré une forte 

concordance de l’analyse de l’ADNcir avec l'analyse du tissu tumoral pour la détection des 

mutations RAS/BRAF (96% pour les mutations de l'exon 2 de KRAS et 100% pour BRAF 

V600E)76. Par conséquent, le test de mutation de l'ADNcir présenté dans ces deux essais est 

significativement plus sensible (>50 fois) avec une sensibilité allant de 0,001% à 0,005% 

(fréquence allélique mutée) selon les mutations. 

Dans chacune des deux études nous avons observés une baisse dans la concordance entre les 

analyses de l’ADNcir et les analyses réalisées sur tissu tumoral, et cela avant l’initiation du 

traitement. En considérant l’analyse sur le tissu tumoral comme le "gold standard", la 

concordance entre l’analyse de l’ADNcir et l’analyse du tissu pour le test KRAS exon 2 était de 

72% et 71% dans nos essais publiés dans Annals of Oncology43 et Clinical Cancer Research173

respectivement.

Cela peut être expliqué par le fait que les techniques basées sur le Sanger, le pyroséquençage, 

le NGS ou la Q-PCR présentent des sensibilités différentes (10 %, 2 %-5 %, 1 % et 0,1 %, 

respectivement), ce qui entraîne une variabilité analytique220,221. De plus, nous avons procédé 



114

à un examen approfondi des différents facteurs pouvant entraîner une discordance entre 

l'analyse des tissus tumoraux et celle du plasma. Nous avons montré que la médiane du délai 

entre la réception de l’échantillon de tissu et communication des résultats était de 12 jours 

contre seulement de 2 jours pour la réception du plasma et la communication des résultats. 

Nos données ont également révélé que l'utilisation d'une biopsie, l'absence de la tumeur 

primaire au moment de la prise de sang ou un long délai entre le prélèvement du tissu tumoral 

et la prise de sang altèrent principalement la spécificité et la sensibilité43. Par conséquent, 

l'une des principales limites de l'analyse des tissus tumoraux est que l'échantillonnage peut 

ne pas refléter l'hétérogénéité de la tumeur, en particulier dans les cancers avancés en raison 

(i) de l'hétérogénéité intra-tumorale, (ii) inter-tumorale et (iii) temporelle51,59,218,220,222–225. À 

la lumière de nombreuses études récentes, il est maintenant clair qu'il existe un niveau 

constant de discordance allant de 3,6 % à 17,5 %223 du statut mutationnel RAS entre la tumeur

primaire et la métastase appariée.

Les mutations dont la prévalence est extrêmement faible (0,005%) peuvent être détectées par 

la méthode IntPlex, car les expériences menées selon la distribution de la loi de Poisson ont 

démontré sans équivoque qu'un fragment muté peut être détecté de manière fiable43. Il faut 

noter qu’il n’y a pas de signification établis entre les mutations RAS à faible prévalence et 

l'efficacité de la thérapie anti-EGFR173,226,227. Par conséquent, la nécessité d'un seuil de 

sensibilité tel qu'observé précédemment pour les tissus tumoraux ne peut être appliqué à 

l'analyse du plasma. Il faut toutefois noter que la notion de sensibilité analytique entre 

l’analyse sur tissu et l’analyse de l’ADNcir est difficilement comparable. La sensibilité est 

directement liée au nombre de cellules malignes portant la mutation dans une région macro-

ou micro-dissection d'une section de tissu. Ce n'est pas le cas pour l'ADNcir en raison de la 

libération importante d'ADN circulant par les cellules du micro-environnement ou par les 

cellules immunitaires circulantes, ce qui entraîne parfois des quantités élevées d'ADN 

circulant, comme l'illustre la grande variation de la fréquence allélique des mutations de 

l'ADNcir (0,003 %-99 %)131,135. 

Ce dernier point est critique et un véritable challenge lorsque l’on veut suivre l’évolution 

tumoral d’un patient traité aux anti-EGFR. La pression sélective exercée par les thérapies 

ciblées, associée à l'hétérogénéité clonale spatiale et temporelle, constitue un défi clinique 

complexe. La détection précoce de la résistance secondaire peut avoir un impact sur les 
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résultats cliniques comme l’a suggéré Bertotti et ses collègues228 en caractérisant la résistance 

secondaire au blocage de l'EGFR dans le CCRm. Ils ont observé que les altérations de KRAS, 

NRAS et BRAF étaient des mécanismes importants de résistance228. Aussi, des travaux ont 

montré la capacité de l’ADNcir pour détecter la résistance secondaire aux thérapies anti-

EGFR66–68. Nous avons pu établir que 64% de l’ensemble des mutations retrouvées avant 

traitement et au cours du traitement ont des fréquences alléliques inférieurs à 1% et 21% 

d’entre elles ont des fréquences alléliques inférieures à 0.1%173. Il est intéressant de noter que 

des sous-clones mutés émergents durant le traitement sont retrouvés avec des fréquences

alléliques inférieurs à 0.1%173. 

Ces résultats renforcent le fait que l’analyse de l’ADNcir et notamment pour la stratification 

des patients en vue d’une thérapie anti-EGFR ou pour le suivi des patients sous thérapies 

ciblées ne peut se faire en utilisant un seuil de sensibilité. Cela montre la nécessité d'une 

méthode ultrasensible pour détecter les mutations ponctuelles. L’analyse de l’ADNcir 

nécessitent une simple prise de sang, qui peut être réalisée à tout moment d’une prise en 

charge thérapeutique du patient. Aussi, de par sa sensibilité l’ADNcir permettrait dans la 

routine clinique d’optimiser la prise en charge des patients atteints de CCRm.

Afin de pouvoir implémenter en pratique clinique l’analyse de l’ADNcir, il est nécessaire de 

réaliser une étude interventionnelle où l’analyse de l’ADNcir est utilisée pour déterminer le 

statut RAS/BRAF des patients atteinte de CCRm avant un traitement par anti-EGFR. C’est dans 

ce contexte qu’est menée l’étude PANIRINOX.
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PANIRINOX : Etude randomisée de phase II comparant le Panitumumab + FOLFIRINOX 

versus Panitumumab + mFOLFOX6 chez des patients atteints de cancer colorectal 

métastatique ayant un statut RAS/BRAF non muté sélectionnés à partir de l’analyse de 

l'ADN circulant (NCT02980510).

Trial title: « Phase II randomized study comparing FOLFIRINOX + Panitumumab versus 

mFOLFOX6 + Panitumumab in metastatic colorectal cancer patients selected by RAS and B-

RAF status from circulating DNA analysis »

Financement et Sponsors : Cette étude prospective, randomisée et interventionnelle est 

financée par AMGEN et sponsorisée par UNICANCER Recherche et Développement. 

Originalités : Cette étude est le premier essai interventionnel où l’analyse de l’ADNcir est 

utilisée pour déterminer le statut RAS/BRAF des patients atteints de CCRm avant l’initiation 

d’une thérapie ciblée anti-EGFR. Aussi, un patient déterminé avec une mutation RAS/BRAF

avec une fréquence allélique inférieur à 0.5% est déterminé comme non muté et peut être 

inclus dans l’essai. Ce seuil a été déterminé par AMGEN afin de réduire le nombre de faux 

positifs. 

Promoteur et Coordinateurs : Le promoteur de cet essai est l’Institut régional du Cancer de 

Montpellier (ICM) et elle coordonnée par le Dr. Thibault MAZARD et le Dr. Alain THIERRY. Je 

suis responsable des analyses des ADNcir pour le screening des patients avant leur entrée dans 

l’étude et je serai en charge des analyses de suivi des patients au cours de leur traitement. 

L’inclusion des patients atteints de CCRm mobilise actuellement 29 centres de soins français. 

Rationnel de l’étude : Le FOLFOX plus panitumumab est devenu un traitement standard 

depuis les résultats de l'étude PRIME29. Chez les patients avec un bon état de performance

ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), les trithérapies cytotoxiques associées aux 

thérapies anti-EGFR atteignent une activité impressionnante (>70% de réponse objective) et 

permettent des métastasectomies secondaires R0 (taux de 28 à 35%) dans plusieurs études 

de phase II229–231. Néanmoins, la comparaison de l'association anti-EGFR avec un doublet de 

chimiothérapie versus un triplet chimiothérapie manque encore.

Pour déterminer le statut mutationnel RAS/BRAF, nous avons déjà démontré la validité 

clinique et l'utilité de l'analyse de l'ADN circulant (ADNcir) par la méthode IntPlex43,76. Dans 

une étude prospective multicentrique, rassemblant 106 patients atteints de mCRC avant 
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l'initiation d'un traitement anti-EGFR, l’analyse de l'ADNcir a montré un taux de concordance 

de 96 % pour les mutations de l’exon 2 du gène KRAS et de 100% pour la mutation BRAFV600E, 

par rapport à l’analyse du tissu tumoral76. Dans une autre étude clinique prospective 

multicentrique menée en aveugle et en flux tendu, incluant 140 patients atteints de CCRm, 

nous avons montré que l'analyse de l'ADNcir réduisait avantageusement le délai d'attente 

avant communication des résultats par rapport à l'analyse du tissu tumoral (délai médian = 2 

jours contre 12 jours). Lorsqu'aucun seuil de détection de mutation n'est appliqué, l'analyse 

de l'ADNcir révèle également davantage de mutations détectée que l’analyse du tissu tumoral 

et de nombreuses mutations concomitantes, reflétant ainsi plus fidèlement l’hétérogénéité 

tumorale43. Comme indiqué par Van Cutsem il manque une étude interventionnelle « dans la 

vraie vie » démontrant l’avantage de l’analyse des ADNcir afin de finaliser l’évaluation dans 

un contexte théranostique et de promouvoir largement cette approche diagnostique en 

oncologie. Actuellement aucune étude interventionnelle n’a été mené pour sélectionner les 

patients en vue d’un traitement par anti-EGFR dans le cadre du cancer colorectal 

métastatique. Par conséquent nous avons choisi de sélectionner les patients ayant un statut 

mutationnel RAS/BRAF non muté à partir de l’analyse de l’ADNcir via la méthode IntPlex. 

Objectifs de l’étude : L'objectif principal de l'essai est d'évaluer le taux de réponse complète 

au traitement associant FOLFIRINOX + panitumumab, et par conséquent nous évaluerons la 

disparition complète des métastases après 12 cycles de chimiothérapie. Un autre groupe 

recevant le traitement standard, mFOLFOX6 + panitumumab, sera utilisé comme groupe 

contrôle. Plusieurs objectifs secondaires seront investigués comme la survie globale (OS), la 

survie sans progression (PFS), le taux de résection secondaires ou encore la performance 

diagnostique de l'analyse de l'ADNcir par rapport à l'analyse du tissu tumoral.

Dans le cadre d’une étude ancillaire de cet essai, nous réalisons également un suivi par 

l’analyse des ADNcir des patients CCRm inclus et traités par anti-EGFR. Les échantillons de 

sang sont prélevés tous les 4 cycles de traitement. Cette étude est financée par la Ligue contre 

le Cancer et sera coordonnée par le Dr. Alain THIERRY et le Pr. Thierry ANDRE. L’objectif 

ancillaire est de détecter via l’analyse de l’ADNcir, l'émergence de mutations acquises RAS, 

BRAF et PIK3CA durant le traitement anti-EGFR et de corréler l’apparition de ces mutations 

avec l’OS et la PFS.
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Principaux critères d'inclusion : Les patients âgés de 18 à 75 ans avec un ECOG PS entre 0 et 

1, un adénocarcinome colorectal confirmé histologiquement, une maladie métastatique 

synchrone ou métachrone non traitée et jugée non résécable avec intention curative ; un 

statut tumoral KRAS (codons 12, 13, 61, 117, 146), NRAS (codons 12, 13, 61) et BRAFV600E 

non mité selon l'analyse plasmatique de l'ADNcir par la technologie Intplex ; une maladie 

mesurable selon RECIST version 1. 1 et des fonctions hématologiques, hépatiques et rénales 

adéquates pouvaient être incluses.

Principaux critères d'exclusion : Les patients ayant reçu un traitement adjuvant à 

l'oxaliplatine, un traitement antérieur pour une maladie métastatique, des métastases 

cérébrales, des antécédents d'hypersensibilité grave ou potentiellement mortelle aux 

substances actives ou à l'un des excipients administrés dans cette étude, une transplantation 

d'organe antérieure, le VIH ou d'autres syndromes d'immunodéficience, des 

médicaments/comorbidités concomitants pouvant empêcher le patient de recevoir le 

traitement de l'étude, des antécédents d'autres tumeurs malignes au cours des 5 dernières 

années et d'autres cancers concomitants sont exclus.

Design de l’étude : 209 patients non mutés RAS/BRAF seront randomisés 2:1 entre 

FOLFIRINOX-panitumumab (N=139) et mFOLFOX6-panitumumab (N=70) avec 12 cycles prévus 

dans chaque bras. Pour chaque bras, les patients sont stratifiés en fonction de l'étendue de la 

maladie (maladie non limitée ou limitée au foie) (Figure 22).
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Figure 22 : Diagramme schématisant le design de l’essai PANIRINOX. 

Matériels et Méthodes : Les patients atteints de CCRm sont enrôlés dans 29 centres de soins 

français après avoir signé un consentement éclairé. Le sang des patients atteints de CCRm est

collecté dans trois tubes STRECK (Cell-Free DNA BCT®) et les tubes sont envoyés dans les 24 

heures à température ambiante au laboratoire du Dr. Alain THIERRY (IRCM, Institut de 

Recherche en Cancérologie de Montpellier, U1194 INSERM). Les tubes de sang sont

centrifugés 10 minutes à 1200 x g à 4°C et le surnageant de plasma est immédiatement 

centrifugé à 16 000 x g à 4°C pendant 10 minutes.  L'ADNcir est extrait à partir de 1mL de 

plasma à l'aide du kit QIAamp DNA Mini Blood (Qiagen) dans un volume d'élution de 130µL.

L’ADNcir est également extrait trois fois à partir de 1mL de plasma à l'aide de l'instrument 

Maxwell® RSC en utilisant le kit ccfDNA plasma (Promega Corporation) dans un volume 
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d'élution de 130µL. Les quatre extraits d'ADNcir sont conservés à -20°C jusqu'à leur utilisation 

ou utilisés immédiatement. Le plasma comme l’extrait d’ADN subit un stringent contrôle 

qualité conformément aux directives pré-analytiques que nous avons publiés. (Guidelines : El 

Messaoudi Clin Chem Acta, 2013 ; Meddeb, 2019). L’analyse de l’ADNcir est réalisée via la 

méthodologie IntPlex décrite dans le manuscrit (voir partie 5.C).

Les résultats de l’analyse des ADNcir sont rendus aux centres investigateurs et au sponsor 

UNICANCER dans les 5 jours après avoir reçu les prélèvements de sang au laboratoire 

(IRCM).

Contribution: Dans ce projet je suis le responsable des analyses des ADNcir. Mon rôle est de 

gérer la réception, le stockage et les analyses des échantillons de sang reçus. Je suis en charge 

du rendu des résultats, du reporting des résultats et de la gestion de la banque biologique de 

l’essai PANIRINOX (Plasmas/extraits ADNcir). Je gère sous la direction de AR Thierry les 

ressources humaines dédiées à ces analyses auxquelles participent 4 autres membres du 

laboratoire en fonction du nombre de plasmas reçus et des absences. 

Résultats : L’étude est actuellement dans les dernier mois d’inclusion des patients. Au 31 

janvier 2022, nous avons reçus 479 prélèvements de sang provenant de 462 patients atteints 

de CCRm. Il est possible que nous recevons deux prélèvements distincts pour un même patient 

dans le cas où le premier prélèvement n’est pas analysable car le contrôle qualité n’est pas 

satisfaisant (Hémolysé, ictérique, volume de plasma insuffisant, concentration en ADNcir 

inferieur à 3ng/mL de plasma, transport…). Actuellement, 177 patients sur 462 patients 

analysés par la méthode IntPlex ont été inclus dans l’essai PANIRINOX (Figure 23). Nos 

analyses montrent que nous avons 38% de patients non mutés pour les mutations RAS/BRAF. 

Afin d’atteindre nos objectifs et posséder une puissance statistique conséquente, au moins 

209 patients doivent être inclus dans l’essai. Nous sommes environ à 85% des inclusions 

nécessaires et nous pensons les terminer au cours de l’été 2022.  Une fois les inclusions 

terminées nous commencerons à analyser le suivi des patients traités par anti-EGFR. 
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Figure 23 : Bilan global des inclusions de l’essai PANIRINOX.

Perspectives : Dans le cadre de l’analyse des ADNcir en oncologie, nous espérons que ce 

premier essai prospectif, multicentrique et interventionnel démontrera l’utilité clinique de 

son analyse pour l’orientation des traitements dans le cadre des cancers colorectaux 

métastatiques. Nous espérons que cet essai puisse permettre l’implémentation clinique de 

l’analyse de l’ADNcir pour la détection des mutations RAS/BRAF dans le cadre du cancer 

colorectal métastatique. Nous pensons également que cet essai ouvrira la voie à d’autres 

essais interventionnels incluant l’analyse des ADNcir dans différents types de cancers. Le suivi 

de ces patients CCRm via l’analyse des ADNcir permettra d’établir l’impact de la détection de 

l’émergence de mutations RAS/BRAF/PIK3CA dans la survie des patients et le rôle de ces 

mutations dans la résistance aux traitements anti-EGFR.
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    B/ Détection des mutations RAS/BRAF chez des patients atteints de CCRm 

traités par régorafénib

Article III: Surveillance des niveaux d'ADN circulant chez les patients atteints de cancer 

colorectal métastatique en tant que biomarqueur potentiel des réponses au traitement par 

régorafenib

Brice Pastor, Thierry Andre, Julie Henriques, Isabelle Trouilloud, Christophe Tournigand, Marine Jary, 

Thibault Mazard, Christophe Louvet, Simon Azan, Audrey Bauer, Benoit Roch, Cynthia Sanchez, Dewi 

Vernerey, Alain R. Thierry and Antoine Adenis

Rationnel: Cette étude fait partie intégrante de mon travail de thèse puisqu’il a pour objectif 

de prédire via l’analyse des ADNcir une résistance ou une sensibilité à un traitement anti-

cancéreux. Actuellement, il n’existe aucun marqueur prédictif de la réponse au régorafénib 

qui est pourtant un médicament prescrit aux patients atteints de CCRm en échec 

thérapeutique face aux thérapies standards. Ces patients en dernière ligne de traitement et 

traités au régorafénib ont beaucoup d’effets secondaires liés à cette molécule. Il est donc 

crucial de distinguer les répondeurs des non répondeurs afin d’éviter l’acharnement 

thérapeutique et pouvoir ne traiter que les patients qui auront un bénéfice clinique.

Contribution: Dans ce projet j’ai réalisé les analyses de quantification des concentrations des 

ADNcir totaux ainsi que la détection et ka quantification des ADNcir mutés des patients 

atteints de CCRm. J’ai participé à l’écriture du manuscrit.
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Introduction

Les patients atteints de CCRm sont traités, de manière concomitante ou séquentielle, avec 

différents agents cytotoxiques tels que les fluoropyrimidines, l'oxaliplatine et l'irinotécan, qui 

peuvent être associés à des anticorps monoclonaux dirigés contre le facteur de croissance 

vasculaire endothélial (VEGF) ou le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)202. 

Cette dernière combinaison est limitée aux patients présentant des tumeurs de type sauvage 

des gènes KRAS et NRAS (RAS). Enfin, les patients CRCm réfractaires à ces traitements 

standards, des agents oraux tels que le trifluridine/tipiracil ou le regorafenib peuvent être 

envisagés202.

Le régorafénib est un inhibiteur de plusieurs tyrosines kinases qui montre in vitro et in vivo

des activités anti-angiogéniques et cytotoxiques35. Il a été approuvé dans l'Union européenne 

pour les patients atteints de CCRm réfractaire aux thérapies standards sur la base de son 

activité par rapport au placebo et aux meilleurs soins de soutien dans les essais cliniques de 

phase III CORRECT et CONCUR36,37. Dans ces deux études, le régorafénib a démontré une 

amélioration significative de la survie globale (ou overall survival, OS) chez les patients atteints 

de CCRm qui avaient progressé après les traitements standard36,37. 

Cependant, la moitié des patients traités ont vu leur tumeur progresser deux mois après le 

début du traitement, ce qui les a exposés inutilement à des effets indésirables liés au 

regorafenib. Ce risque de toxicité pourrait être réduit en adoptant une stratégie d'escalade de 

dose pour optimiser le dosage du regorafenib mais avec une activité comparable232. Aussi, des 

études ont essayé de déterminer des marqueurs de non réponse au régorafenib. De manière 

intéressante, il a été observé une association entre un taux initial élevé d'ADNc et une 

réduction de la médiane réduite233. Par la suite, dans une étude rétrospective portant sur 654 

patients atteints de CCRm qui ont reçu du régorafénib dans un programme d'utilisation 

compassionnelle, la survie globale était amoindri de manière indépendante par un mauvais 

status de performance ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), le court délai entre le 

diagnostic initial des métastases et le début du traitement par régorafénib, la faible dose 

initiale de régorafénib, un nombre de site métastatique >3, la présence de métastases 

hépatiques et la présence de mutations tissulaires du gène KRAS234. 
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Cependant, il n'existe actuellement aucun marqueur largement accepté permettant de 

prédire les bénéfices du régorafénib. L'ADNcir est un biomarqueur plasmatique largement 

utilisé en oncologie175, notamment pour détecter les mutations ponctuelles des gènes 

RAS/BRAF avant l'initiation des anticorps monoclonaux anti-EGFR chez les patients atteints de 

CRCm43,76,182,235–237. De plus, l'analyse longitudinale de l'ADNcir a été utilisée pour étudier 

l'hétérogénéité clonale temporelle et spatiale des tumeurs chez des patients atteints de mCRC 

au cours de traitements anti cancéreux67,173,198,211,238,239. 

L'essai de phase II TEXCAN (NCT02699073) visait à évaluer la réponse tumorale chez des 

patients réfractaires aux thérapies standards après 2 mois de traitement par regorafenib240. 

Nous avons participé à une des études ancillaires de l’essai TEXCAN. Dans cette étude 

translationelle et prospective, nous avons étudié l'activité clinique du régorafénib en 

analysant l’ADNcir chez 43 patients réfractaires aux thérapies standard. L’analyse 

longitudinale des plasmas par la méthode de Q-PCR IntPlex a été réalisé avant l’initiation du 

régorafénib en monothérapie, pendant le traitement et ce jusqu’à la fin du traitement. Les 

paramètres qualitatifs (détection des mutations KRAS, NRAS, BRAV600E) et quantitatifs (la 

concentration totale des ADNcir, la concentration des ADNcir mutés et la fraction allélique) 

ont été corrélé avec la survie globale et la survie sans progression des patients.
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Article IV:  Conception de l'étude FOLFIRINOX-R : un essai de phase I/II sur le FOLFIRINOX 

associé au regorafenib en première ligne de traitement chez des patients atteints de cancer 

colorectal métastatique RAS muté non résécable

Antoine Adenis, Thibault Mazard, Julien Fraisse, Patrick Chalbos, Brice Pastor, Ludovic Evesque, 

Francois Ghiringhelli, Caroline Mollevi, Stéphanie Delaine and Marc Ychou

Rationnel: Le triplet de chimiothérapie FOLFOXIRI associé à l'anticorps anti-VEGF 

(bevacizumab) est une option chez certains patients atteints de CCRm. Dans ce contexte, le 

cancer colorectal métastatique muté RAS ne bénéficie pas du même traitement que le cancer 

CCRm de type RAS sauvage. En plus de ses propriétés anti-angiogéniques, le régorafénib 

possède également des activités anti-prolifératives, quel que soit le statut RAS. Le présent 

essai vise à étudier l’innocuité et l'efficacité du régorafénib en association avec le protocole 

FOLFIRINOX chez les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique muté RAS.

Contribution: Dans ce projet j’ai uniquement participé à la relecture du manuscrit. Je suis en 

charge des analyses des mutations afin d’intégrer ou non les patients dans cette étude qui est 

toujours en cours.
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Introduction

Bien que certains patients CCRm présentant des métastases hépatiques (ou pulmonaires) 

soient techniquement opérables et peuvent de ce fait être guéris par la chirurgie uniquement, 

la plupart des patients auront besoin d'un traitement systémique palliatif car leurs métastases 

sont jugées non opérables202. Selon les directives de la Société européenne d'oncologie 

médicale (ESMO), la chimiothérapie de première ligne pour le cancer colorectal métastatique 

(CCRm) fait généralement appel à un doublet de chimiothérapie (bi-CT) de 5-fluorouracile, 

d'acide folinique et d'oxaliplatine (FOLFOX) ou d'irinotécan (FOLFIRI)202. Cependant, Falcone 

et al ont rapporté des taux de réponse plus élevés et de meilleurs taux de survie avec 

l'utilisation d'un triplet de chimiothérapie (tri-CT) combinant 5-fluorouracil, acide folinique, 

oxaliplatine et irinotécan (FOLFOXIRI) par rapport au bi-CT241. De même, il a été rapporté des 

résultats favorables chez des patients présentant des métastases hépatiques non opérables

d'origine colorectale, avec les trois mêmes médicaments mais en utilisant un schéma 

posologique différent, à savoir le schéma FOLFIRINOX242. Il est également admis que l'ajout de 

thérapies ciblées telles que les anti-VEGF ou d'anticorps monoclonaux anti-EGFR au bi-CT ou 

au tri-CT est bénéfique chez les patients présentant un état général acceptable lorsque la 

réduction de la tumeur est un objectif majeur pour permettre une chirurgie de conversion202. 

Les mutations RAS sont identifiées dans environ 60 % des tumeurs du cancer colorectal 

métastatique et sont connues comme des indicateurs prédictifs négatifs de l'efficacité du 

traitement par anti-EGFR dans le cancer colorectal métastatique243. 

Il est intéressant de noter que le mauvais pronostic lié aux mutations RAS a été observé dans 

différents régimes de traitement (sous-groupes de patients traités à l'irinotécan et à 

l'oxaliplatine, ainsi que chez les patients traités ou non au bevacizumab)243. Des différences 

de survie similaires en fonction du statut RAS ont également été observées dans les essais 

cliniques portant sur les avantages du tri-CT par rapport au bi-CT. Le consortium TRIBE a 

rapporté que le (tri-CT) (FOLFOXIRI) associé au bevacizumab offrait une PFS et une OS

significativement plus longues que le bi-CT avec FOLFIRI plus bevacizumab244,245. Aussi, en 

examinant la survie en fonction du statut RAS, Cremolini et al ont rapporté que médiane de 

l’OS était meilleure dans le sous-groupe RAS muté que dans le sous-groupe RAS-sauvage245. 

Malgré cela, il est indispensable d’améliorer la prise en charge des patients atteints de CCRm 

avec une tumeur RAS mutée.
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Le régorafénib est une petite molécule inhibitrice de multiples kinases, qu’elles soient 

intracellulaires ou liées à la membrane35, autorisée pour les patients atteint de CRCm 

réfractaires aux thérapies standards. Outre ses propriétés anti-angiogéniques bien connues, 

le régorafénib possède également des activités antiprolifératives moins connues dans des 

lignées cellulaires humaines de cancer du côlon35. Deux essais de phase III ont démontré un 

bénéfice en termes de survie globale (OS) pour le régorafénib par rapport au placebo chez les 

patients atteints de CCRm ayant progressé sous traitement standard, quel que soit leur statut 

RAS36,37,246. Cependant, la moitié des patients qui ont reçu du régorafénib dans ce contexte 

ont progressé deux mois après le début du traitement36,246 et ont alors été exposés 

inutilement à des effets indésirables. Comme discuté précédemment, il n'existe pas de 

biomarqueur pleinement accepté capable de prédire le bénéfice du régorafénib. Deux essais 

de phase II ont également étudié le profil de sécurité et d'efficacité du régorafénib lorsqu'il 

est associé à une chimiothérapie chez des patients atteints de cancer colorectal 

métastatique246,247. L'étude de Schultheis et al visait à déterminer si l'ajout du régorafénib à 

FOLFOX ou FOLFIRI pouvait être réalisable en tant que traitement de première ou de deuxième 

ligne du cancer colorectal métastatique246. Le régorafénib a montré une tolérance acceptable 

en association avec la chimiothérapie. 

L'étude de Sanoff et al a été conçue pour montrer si l'ajout du régorafenib à FOLFIRI améliore 

la PFS (par rapport à un groupe placebo-FOLFIRI) lorsqu'il est administré en traitement de 

seconde ligne à des patients précédemment traités par un régime à base d'oxaliplatine et de 

fluoropyrimidine247. L'étude a démontré que l'ajout de regorafenib au FOLFIRI prolonge la PFS 

par rapport au FOLFIRI seul avec un Hazard Ratio (HR) de 0,72. En examinant la réponse 

tumorale, les auteurs ont constaté que le regorafenib (associé à la chimiothérapie) a fourni 

plus de réponses partielles que la chimiothérapie plus le placebo (35% contre 19%, p = 0,045). 

La tolérance était acceptable, avec une faible augmentation de la toxicité par rapport au 

régime de chimiothérapie de contrôle247. L’essai FOLFIRINOX-R vise à étudier l'innocuité, la 

tolérance et l'efficacité du régorafénib en l’association avec le protocole de tri-CT FOLFIRINOX 

chez les patients atteints CCRm RAS muté.
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Discussion

Dans l’étude ancillaire et prospective de l’essai TEXCAN les données montrent que la 

concentration totale en ADNcir, la concentration des ADNcir tumoraux RAS-mutés ainsi que la 

fréquence allélique des ADNcir RAS-mutés était corrélé à la survie globale des patients CCRm 

traités au régorafénib. En revanche, nous n’avons pas pu établir de corrélations entre ces 

paramètres et la survie sans progression. Cela peut être expliqué par le peu d’effet du 

régorafénib sur la tumeur dans un temps aussi court (environ 2 mois). Nous pensons aussi que 

dans cette population de patients CRCm lourdement prétraités, la meilleure des réponses 

espérée est la stabilisation tumorale. 

Avant l’initiation du traitement, les résultats suggèrent que les patients ayant une 

concentration totale en ADNcir supérieure à 26 ng/mL de plasma ont un risque de décès 

doublé comparé aux patients qui ont des concentrations inférieures à ce seuil. Nous avons pu 

déjà observer ce résultat dans une étude similaire menée par l’équipe184. Aussi, les données 

montrent que la concentration totale en ADNcir augmente deux semaines après l’initiation du 

traitement au régorafénib. Ce résultat a pu être décri par d’autres études248,249 et les auteurs 

suggèrent que cette augmentation rapide été dues à un relargage d’ADNcir dans la circulation 

sanguine suite aux effets toxiques du régorafénib sur les cellules des tissus sains248. 

Nous avons montré que les patients ayant une concentration en ADNcir RAS-muté inférieure 

à 2ng/mL de plasma avant l’initiation du traitement par régorafénib avaient une meilleure 

survie globale que les patients ayant une concentration d’ADNcir RAS-mutés supérieure à ce 

seuil. De plus, comme attendu, nous avons identifié plusieurs changements mutationnels dans 

les 8 semaines suivant la dose initiale de régorafénib (c'est-à-dire la durée médiane du 

traitement par régorafénib). Bien que ces changements ne se soient pas traduits par des 

résultats différents, leur nature rapide sans précédent dans notre série est impressionnante.

A notre connaissance ces résultats sont les premiers publiés sur le sujet. Sur la base de cette 

observation et de celle de notre précédent rapport sur un groupe similaire de patients soumis 

à d'autres thérapies expérimentales173, nous suggérons que ces changements mutationnels 

sont plus probablement liés aux caractéristiques cliniques de ces patients atteints de cancer 

colorectal métastatique fortement prétraité plutôt qu'au régorafénib lui-même. 
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Notre étude est exploratoire et comporte certaines limites et par conséquent les données 

doivent être interprétées avec prudence. Étant donné la nature exploratoire de cette analyse, 

les valeurs P n'ont pas été corrigées pour les tests multiples. La taille réduite de l'échantillon 

pour cette analyse n'a pas pu contrebalancer le manque de puissance dû à la perte de 12 

patients (22%) de la population native de TEXCAN. De plus, étant donné que le régorafénib 

est plus susceptible d'être cytostatique que cytotoxique et que la durée du traitement est très 

courte, il serait déraisonnable de s'attendre à une réduction significative de la tumeur 

accompagnée d'une forte diminution des biomarqueurs de l'ADN circulant chez les patients 

atteints de cancer colorectal métastatique fortement prétraité. 

Pour conclure, dans l’essai TEXCAN nous confirmons le bénéfice potentiel de l'analyse de 

l’ADNcir avant le traitement par regorafenib comme méthode appropriée pour identifier les 

patients atteints de CRCm plus susceptibles d'avoir les meilleurs résultats. Compte tenu de 

notre contexte et de l'inclusion de patients atteints de cancer colorectal métastatique 

fortement prétraité, des recherches supplémentaires impliquant une cohorte de validation 

plus importante sont nécessaires pour déterminer si le seuil de 26 ng/mL pour l'analyse de 

l'ADNcir est le plus optimal pour distinguer les patients ayant un mauvais ou un meilleur 

pronostic. 

Pour aller plus loin, l'étude FOLFIRINOX-R250 que nous menons est actuellement la première 

étude de phase I/II visant à évaluer l'innocuité et l'efficacité du régorafénib en association 

avec FOLFIRINOX comme traitement initial chez les patients atteints CCRm principalement 

non opérable et dont l’anlayse de l'ADNcir plasmatique révèle une mutation RAS. Notre 

objectif est de démontrer que cette association FOLFIRINOX-régorafenib apporte un bénéfice 

clinique suffisant pour être testée dans une étude contrôlée dans une population de patients 

sélectionnés. Un suivi de ces patients par l’analyse longitudinale de l’ADNcir lors du traitement 

serait une opportunité supplémentaire afin d’établir de potentiels biomarqueurs de sensibilité 

ou de résistance au régorafenib.
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2/ Origine des ADN circulant chez les patients atteints de cancer 

colorectal métastatique

Article V:  Association entre de la formation de pièges extracellulaires des neutrophiles avec 

la production d'ADN circulant chez les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique.

(Étude PaniNet)

Brice Pastor, Jean-Daniel Abraham, Ekaterina Pisareva, Cynthia Sanchez, Andrei Kudriavstev, Rita 

Tanos, Alexia Mirandola, Lucia Mihalovičová, Veronique Pezzella, Antoine Adeni4, Marc Ychou, Thibault 

Mazard and Alain R. Thierry

Accepté dans iScience le 30 janvier 2022

Rationnel: Cette étude fait partie intégrante de mon travail de thèse puisqu’il a pour objectif 

de mettre en lumière une nouvelle source potentielle des ADNcir en oncologie. Cette nouvelle 

source des ADNcir pourrait expliquer les grandes variations de fréquence allélique retrouvée 

chez les patients atteints de CRCm, même si ces patients ont des caractéristiques cliniques 

« identiques » et des masses tumorales « similaires ». En effet, les ADNcir tumoraux sont 

dilués par un relargage d’ADNcir provenant de cellules saines entrainant la diminution parfois 

drastique des fréquences alléliques tumorales. Les variations de fréquence allélique sont 

cruciales dans tous mes travaux basés sur la détection des mutations RAS/BRAF chez des 

patients CRCm car elle peut entrainer des mauvais diagnostics et par conséquent donner lieu 

à de mauvais traitements.

Contribution: J’ai réalisé les analyses de quantification des ADNcir, de NE et de MPO chez les 

patients atteints de CCRm (patients screenés lors de l’esai PANIRINOX) et chez les individus 

sains. J’ai aussi réalisé les analyses de corrélation ainsi que les statistiques. Enfin j’ai participé 

à l’écriture du manuscrit.
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Introduction

L’analyse de l’ADNcir est un domaine très prometteur en oncologie et l’intérêt qu’on lui prête 

ne cesse d’être grandissant ces dernières années. Notamment pour les cliniciens-oncologues 

pour lesquels de nombreuses études ont démontré son potentiel afin d’orienter et d’assurer 

la prise en charge des patients, et ce quel que soit le stade de la maladie. Bien qu’un 

grandissant de travaux ait été mené pour mieux caractériser les origines et les structures des 

ADNcir, les connaissances reste incomplètes à ce sujet77. 

Jusqu'à présent, Il est mentionné dans la littérature que l’ADN circulant est libéré via les 

mécanismes de nécrose93,251, d’apoptose95,251et par phénomènes de sécrétion active94,125. 

Aussi, chez les patients cancéreux la proportion des ADNcir issus des différentes origines 

cellulaires comme les cellules malignes, les cellules non-malignes, les cellules du 

microenvironnement tumoral (TME) ou encore les cellules immunitaires n'a pas été 

clairement établi. 

Les neutrophiles sont les cellules immunitaires innées les plus abondantes dans la circulation 

sanguine, et offrent une première ligne de défense immunitaire contre les bactéries, les virus 

et les parasites. L'élimination de ces agents pathogènes par les neutrophiles fait intervenir 

quatre mécanismes distincts: la phagocytose, la dégranulation, la production de cytokines et 

la NETose109,110. Cette dernière consiste en une libération de pièges ADN extracellulaires 

sécrétés par des neutrophiles activés (NETs) qui sont composés d’un réseau de chromatine 

extracellulaire décorée de protéines cytosoliques et de granules bactéricides, telles que 

l’élastase des neutrophiles (NE) et la myéloperoxydase (MPO)252.  Il est intéressant de noter 

que les NETs sont retrouvés dans les mêmes conditions pathologiques pour lesquelles des 

concentrations élevées d'ADNcir ont été rapportées: exemples77,114. 

De plus, outre la contribution des NETs à la survenue de thromboses253, les anti-

phospholipides (aPL) tels que les anti-cardiolipines (aCL) ont été associés à la thrombose dans 

diverses maladies, en particulier dans les maladies chroniques254,255. Bien que le processus 

thrombophilique ou l'association directe de l'aPL ne soit pas clair, il a été suggéré que des

niveaux élevés du d’aPL dans le plasma pourrait déclencher une thrombose chez les patients 

cancéreux256,257. Aussi, il semblerait que les cadiolipines via leurs chaines carbonées ont une 

conformation structurale similaire à celle des ADN. Nous pensons donc qu’une réaction 
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croisée entre les autoanticorps anti-DNA contre les cardiolipines et les anti-aCL contre les 

ADNcir peut se faire dans le plasma de patients atteints de cancer. L’accumulation de NETs 

pourrait exacerber ce phénomène de cross-réactivité et pourrait se traduire par l’apparition

de thrombose.

Dans ce contexte, nous émettons l'hypothèse qu'une fraction de la production de l’ADNcir 

chez des patients atteints de cancer métastatique provient de la dégradation des NETs. 

Parallèlement aux niveaux de marqueurs de NETs et à ceux de l’ADNcir, nous avons déterminé 

les niveaux d'aCL afin d'étudier leur association. Pour ce faire, nous avons exploité les données 

et les échantillons de plasma des patients screenés dans le cadre de l'essai clinique PANIRINOX 

de l'UCGI 28 (NCT02980510).

L'examen concomitant des biomarqueurs protéiques des NETs (NE et MPO) avec la 

quantification de l’ADNcir sont évalués chez 219 patients atteints de CRCm au moment du 

diagnostic du cancer métastatique. La corrélation respective de ces composés biologiques 

circulants est comparée à une cohorte témoin constituée d'individus sains (N=114).
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Discussion

Les mécanismes de libération des ADNcir par morts cellulaires sont étudiés depuis plus d’une

vingtaine d’années en particulier quand on parle d’apoptose, de nécrose ou de sénescence 

des cellules251. Il a longtemps été établis que l’apoptose était l’un des mécanismes de 

relargage des ADNcir le plus pertinent. En effet, de nombreuses études ont montré par 

électrophorèse que l’ADNcir a un profil de taille aux alentours de 150-180 bp (et des multiples 

de cette taille), comme le montre l’étude de Jahr et ses collègues93. Ces travaux montrent que 

la taille des ADNcir correspond aux tailles des ADN enroulés au sein d’un mono-nucléosome, 

ou dans les di-tri-nucléosomes, qui sont des signes distinctifs d’un clivage apoptotique de 

l’ADN. Au contraire, il est établi que le mécanisme de nécrose entraine la formation de longs 

fragments d’ADN allant jusqu’à des tailles >10 000 bp77,93. Il faut aussi prendre en 

considération que les ADNcir proviennent de mécanisme de sécrétion active excrétant des 

vésicules extracellulaires comme les exosomes, les oncosomes, les corps apoptotiques ou les 

microvésicules où toutes comportent de l’ADN. Les tailles d’ADN retrouvées au sein de ces 

vésicules extracellulaires dépendent du type de vésicules et peuvent aller de plusieurs millions 

de paires de bases (pb) pour les oncosomes258 à 100 pb ou 2.5 Kpb pour les exosomes259. Tous 

les ADN relâchés par ces mécanismes sont une source des ADNcir et sont clivés par les DNases 

retrouvées dans le sang.

La NETose est l'un des phénomènes par lequel l'ADN extracellulaire peut être libéré dans la 

circulation sanguine par mort cellulaire et par sécrétion active113–115,260. De ce fait, cela 

pourrait remettre en question la prééminence accordée à l'apoptose comme principal 

mécanisme de libération de l’ADN circulant. Nous résultats révèlent que les concentrations en 

ADNcir, de NE et de MPO sont significativement plus élevées chez les patients atteints de 

CCRm que chez les individus sains. Nous montrons aussi une forte association positive entre 

les niveaux d’ADNcir et les concentrations des marqueurs des NETs (NE+MPO) chez les 

patients CCRm. A noter, qu’une augmentation des concentrations d'ADNcir est 

significativement associée à une augmentation des marqueurs des NETS (NE et MPO) chez les 

patients atteints de mCRC, alors qu'aucune association de ce type n'a été observée chez les 

individus sains. Remarquablement, les patients mCRC qui ont des concentrations d’ADNcir 

proches de la médiane des individus sains (6 ng/mL) ont montré des concentrations de NE et 

MPO plus élevées que les individus sains. Enfin, les concentrations en ADNcir, NE et MPO chez 
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les patients CCRm corrèlent avec le nombre de leucocytes et de neutrophiles circulants. Bien 

que la corrélation ne signifie pas la causalité, ces résultats combinés laissent penser que la 

formation des NETs chez les patients CCRm sont à la l’origine de la production d’une certaine 

proportion des ADNcir. Dans ce sens, des fragments de chromatine, des oligo-nucléosomes et 

des nucléosomes peuvent être libérés lors du processus de dégradation des NETs par des 

protéases, nucléases ou par des cellules immunitaires, pouvant contribuer au « pool » 

d'ADNcir et d'histones. 

Les analyses ROC ont révélé que la quantification de la NE, de la MPO et de l’ADNcir présente 

une performance diagnostique élevée pour discriminer les individus sains des patients atteints 

de CCRm. Dans ce contexte, la détermination d'un test optimal qui combinerait tous les 

marqueurs des NETs en utilisant l'apprentissage automatique (ou machine learning) est en 

cours dans notre équipe.

Plusieurs études rapportent que les tumeurs libèrent de l'ADN dans la circulation sanguine en 

quantités indirectement proportionnelles à leur masse, notamment dans le cas du cancer 

colorectal métastatique43,261–264. Aussi, nous supposons que la quantité de l’ADNcir dépend de 

la libération de trois grandes origines cellulaires chez un patient cancéreux: (i) des cellules 

somatiques, au vu la libération d’ADNcir chez les individus sains77,105,154; (ii) des cellules 

malignes de la tumeur; (iii) du microenvironnement tumoral (stroma; cellules endothéliales et 

immunologiques)114. Toutes ces origines cellulaires et tous les mécanismes précités de 

relargages de l’ADN contribuent au « pool » des ADNcir retrouvés dans la circulation sanguine. 

De ce fait, les ADNcir tumoraux se retrouvent dilués dans une abondance d’ADNcir provenant 

de cellules non-tumorales. Nous avons précédemment constaté que la fréquence allélique 

variait de 0,03% à 78% dans une cohorte de patients atteints de mCRC131. La fréquence 

allélique n'est donc pas directement liée à l'agressivité de la tumeur43, et ne doit pas être 

comparée à celle déterminée à partir du tissu tumoral. 

Pour la première fois, une association entre des auto-anticorps anti-cardiolipine (aCL) avec les 

marqueurs circulants des NETs a été observée chez une partie significative des patients mCRC, 

mais pas chez les individus sains. L'aCL fait partie de la famille des anticorps anti-

phospholipides (aPL) caractéristiques du syndrome des anti-phospholipides (APS)265,266. Alors 

que l'aPL est présente chez 1-5 % de la population générale, la prévalence dans les cas APS est 

de 40-50/100 000 sujets255. Cependant, cette prévalence peut augmenter jusqu'à 50% chez 
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les patients âgés atteints de maladies chroniques254,255. Plusieurs travaux rapportent des taux 

d'aPL plus élevés dans diverses tumeurs hématologiques et solides256,257, le pourcentage de 

patients cancéreux positifs à l'aPL varie de 5% à 70%. Le risque de thrombose étant 4 à 60 fois 

plus élevé chez les patients cancéreux que dans la population générale, il a été suggéré qu'un 

taux élevé d'aPL pourrait déclencher une thrombose chez les patients cancéreux. Une méta-

analyse a révélé que les patients atteints de cancers gastro-intestinaux, génito-urinaires et 

pulmonaires présentent un risque plus élevé de développer une aPL256. Alors que l'apparition 

d'aPL comme l'aCL pourrait être une étape essentielle dans la prévention de la thrombose, 

l'implication directe ou indirecte des aPL dans le processus thrombophilique reste peu claire. 

Cependant, Il est établi que les neutrophiles et les NETs contribuent à la physiopathologie 

APS267. Il convient également de noter que la formation exacerbée de NETs a été liée à l’APS

dans de nombreuses pathologies auto-immunes et non-auto-immunes (comme le lupus) qui 

ont montré des niveaux élevés d'aCL268. La différence statistique nette entre les individus sains 

et les patients atteints de CCRm a révélé qu'une fraction significative des patients présentait

une autoproduction d'aCL à des niveaux faibles, modérés et élevés. 

Pour conclure, ces travaux redéfinissent les paradigmes existants sur les mécanismes de 

libération de l'ADNcir et pourrait suggérer qu'une fraction significative de la quantité des 

ADNcir proviendrait des NETs chez les patients atteints de CCRm. Ce travail est en lien étroit 

avec les détections de mutations chez les patients CCRm puisque la dégradation des NETs 

pourraient expliquer que nous retrouvons une grande amplitude de la fréquence allélique 

dans le sang des patients atteints de CRCm. Cependant, il reste encore à démontrer l’ensemble 

des acteurs conduisant à la production des ADNcir par la dégradation des Nets in vivo. C’est 

un domaine dans lequel notre équipe de recherche travaille activement. 
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DISCUSSION GENERALE
La grande majorité de mes travaux de recherche s’est focalisée sur la détection et la 

quantification des ADN circulants chez des patients atteints de cancer colorectal 

métastatique. Effectivement un des grands enjeux actuels en oncologie est d’apporter aux

patients une médecine personnalisée ou une médecine dite « de précision » afin d’optimiser 

pour chaque patient une prise en charge basée sur les caractéristiques moléculaires leur

tumeur. Ceci devient possible notamment grâce aux avancées majeures de la biologie 

moléculaire, ce qui a permis de mieux comprendre les différents mécanismes mis en jeu au 

niveau des cellules tumorales et ainsi, d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. La 

meilleure compréhension moléculaire des tumeurs et l’avènement des thérapies ciblées en 

oncologie ont accentué l’importance de l’individualisation des traitements. La découverte de 

nouvelles molécules anticancéreuses a permis d’améliorer la survie des patients atteints de 

CCRm. En effet, la survie globale médiane des patients n’a cessé d’augmenter chez les patients 

CCRm depuis la fin du XXème siècle, passant d’environ 8-12 mois à environ 30 mois 

aujourd’hui202. Parmi les possibilités thérapeutiques, l'association des thérapies ciblées à la 

chimiothérapie a contribuée à l'amélioration de la survie202. Cependant, l’accès à ces nouvelles 

molécules à action ciblée nécessite la caractérisation génétique de la tumeur primaire et des 

métastases associées puisque certaines altérations génétiques peuvent entrainer des 

résistances aux traitements, notamment dans le cas des thérapies ciblées anti-EGFR chez les 

patients atteints de CCRm.

De nos jours, l’analyse moléculaire des tumeurs de patients atteints de cancer colorectal est 

réalisée à partir du tissu tumoral. Ce processus nécessite une analyse longue et couteuse qui 

est réalisée par des anatomopathologistes ainsi que par l’intervention de spécialistes afin de 

pratiquer un acte chirurgical qui reste douloureux et invasif pour les patients. La pièce 

tumorale à analyser est prélevée lors d’une biopsie de la tumeur primaire et/ou d’une 

métastase. Cependant, l’analyse du tissu tumoral ne permet pas d’apprécier l’ensemble de 

l’hétérogénéité clonale intra- et inter-tumorale des tumeurs51. Aussi, l’aspect très invasif de 

cette technique, ne permet pas de réaliser une biopsie tout au long d’une prise en charge d’un

patient. Les limites de l’analyse du tissu tumoral ont contraint les scientifiques à trouver une 

nouvelle source d’ADN tumoral qui serait non invasive et qui serait le miroir de l’hétérogénéité 

clonale de l’ensemble des sites tumoraux d’un patient.
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L’analyse de l’ADN circulant permet d’apprécier l’hétérogénéité clonale intra- et inter-
tumorale

Dans ce contexte, l’ADN circulant permet d’outrepasser les limites de l’analyse moléculaire du 

tissu tumoral182,198,269. En effet, l’ADNcir est analysé via une simple prise de sang ce qui en fait 

une méthode peu invasive131,210–212. De plus, les cellules malignes de la tumeur primaire et de 

chaque métastase peuvent libérer leurs ADN dans la circulation générale entrainant un 

« pool » d’ADNcir tumoral circulant (ctDNA) portant l’ensemble des altérations génétiques et 

épigénétiques des tumeurs71. Cette découverte a permis de mettre en exergue le potentiel

biomédical de l’analyse des ADNcir en oncologie notamment pour le dépistage, le diagnostic,

le pronostic, mais aussi pour l’adaptation thérapeutique (ou théranostique), la détection de 

l’émergence de mutations entrainant des résistances aux traitements et le suivi des patients 

atteints de tous types de cancers. L’engouement autour de la « biopsie liquide » a permis 

l’optimisation sans précèdent des méthodes d’analyse de l’ADNcir. Comme discuté dans ce 

manuscrit, il y a deux grands concepts de méthode pour analyser les ADNcir : les techniques 

basées sur la PCR quantitative (PCRq) et les méthodes de séquençage à haut débit. Bien qu’il 

y ait eu des progrès considérables ces dernières années pour accentuer la sensibilité des 

méthodes de séquençage à haut débit, celle-ci peuvent détecter difficilement une mutation 

avec une fréquence allélique <1% (Tam-Seq ou Safe-Seq)270. En revanche, les techniques de 

PCRq améliorées comme la digitale droplet PCR (ddPCR), le BEAMing, ou la méthode IntPlex135

ont des sensibilités pouvant détecter des mutations avec une fréquence allélique <0.1% et 

dans certain cas <0.01%. 

Durant mon travail de thèse j’ai participé à plusieurs projets qui ont eu pour objectif de (i) 

valider un grand nombre de potentiels cliniques de l’ADNcir en oncologie, et plus précisément 

dans la prise en charge des patients atteint de cancer colorectal métastatique, puis de (i) 

mieux connaitre les origines et les structures des ADNcir. Ma thèse est largement articulée 

autour de la recherche translationnelle et particulièrement sur la détection des mutations des 

gènes KRAS, NRAS et BRAF dans le plasma de patients CCRm. En parallèle, j’ai également 

effectué de recherche fondamentale portant sur les origines des ADNcir plasmatiques.
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Détermination du statut RAS/BRAF via l’analyse de l’ADNcir chez des patients atteints de 
CCRm avant l’initiation d’une thérapie ciblée anti-EGFR

Le premier objectif de thèse a été d’étudier l’hétérogénéité clonale de tumeurs de patients 

atteints de cancer colorectal métastatique par l’analyse de l’ADN circulant au cours de leur 

prise en charge thérapeutique. Ce travail a commencé après la première validation clinique 

de l’analyse de l’ADNcir tumoral pour la détection des mutations KRAS et BRAF en oncologie, 

réalisée par notre équipe en 201476. Cette étude a été engagé suite à la démonstration que 

seuls les patients CCRm avec un statut KRAS c12/13 et BRAFV600E sauvage avait un bénéfice 

clinique lors d’un traitement à base d’anticorps dirigés contre l’EGFR27,204. Dans ce travail 

l’équipe a montré pour la première fois un niveau de concordance inégalé du statut 

mutationnel KRAS/BRAF entre l’analyse du tissu tumoral et l’analyse de l’ADNcir chez 95

patients atteints de CCRm, avec 96% et 100% de concordance pour les mutations de l'exon 2 

du gène KRAS (c12/13) et pour la mutation BRAF V600E, respectivement. D’autre travaux ont 

montré que l’analyse de l’ADNcir pouvait remplacer l’analyse du tissu tumoral pour rechercher 

ces mutations avant l’initiation d’une thérapie ciblée anti-EGFR182,235–237. L’étude Prime a 

démontré l’impact des mutations de l’exon 3 et 4 du gène KRAS ainsi que certaines mutations 

des exons 2,3 et 4 du gène NRAS sur la résistance aux traitement anti-EGFR chez des patients 

CCRm28,29. Bien qu’il existe d’autres aberrations moléculaires induisant la résistance des 

tumeurs à ces thérapies ciblées, il n’est obligatoire que de rechercher l’ensemble des 

mutations RAS des exons 2, 3 et 4 avant d’initier un traitement par anti-EGFR pour les patients 

CCRm. La raison est que ceux sont les altérations génétiques les plus fréquentes donnant lieu 

à ces résistances. La mutation BRAFV600E est recherchée couramment lors des analyses 

moléculaires car elle est indicative d’un mauvais pronostic pour les patients atteints de cancer 

colorectal271. Aussi, l’essai FIRE-4.5 conclu à une meilleur PFS chez les patients CCRm traités 

par tri-chimiothérapie (tri-CT) plus bevacizumab comparé à une tri-CT plus cetuximab. 

L’ensemble de ces travaux nous ont poussé à réaliser l’étude de l’utilité clinique de l’ADNcir 

pour la détection rapide des mutations des exons 2, 3 et 4 des gènes KRAS et NRAS et la 

mutation BRAFV600E en vue d’une sélection des patients atteints de CCRm pour un traitement 

anti-EGFR. J’ai contribué à cette étude nommée KPLEX2 dont les résultats sont discutés dans 

ce manuscrit. Cette étude fait suite à l’étude de validation clinique des ADNcir en oncologie76

en y a joutant une dimension médico-économique. De plus, aucun seuil de sensibilité pour la 

détection des mutations a été effectué, ce qui la différencie significativement de notre étude 
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antérieur76. Tout d’abord notre étude a montré que la médiane du délai entre la réception de

l'échantillon de tissu par le laboratoire de l'hôpital et la communication des résultats était de 

12 jours (n=83 ; 3-273 jours) mais était seulement de 2 jours entre la réception de l'échantillon 

de plasma par notre laboratoire et la communication des résultats (n=121 ; 0-10 jours). Cette 

étude montre la rapidité de l’analyse de l’ADNcir via une prise de sang et renforce l’impact de 

cette analyse dans la prise en charge rapide des patients et notamment pour des stades 

avancés de la maladie. Un sondage (7 centres impliqués) sur la pratique réelle de la « biopsie 

liquide » pour le dépistage de la mutation T790M du gène EGFR (cobas® EGFR Mutation Test 

v2) chez les patients atteints de cancer du poumon non à petites cellules (NSCLC) montre que 

l’analyse de l’ADNcir est réalisée en 24 heures272. Ce résultat confirme qu’en pratique clinique 

l’analyse de l’ADNcir est possible et apporte une rapidité de prise en charge des patients. 

Même si ces validations constituent une avancée notable en vue d’une transposition en 

pratique clinique de routine, il reste actuellement beaucoup de problématiques à résoudre 

qui sont autant de freins à cette transposition. De nos jours, le test plasmatique peut être 

utilisé lorsqu'une biopsie tissulaire est insuffisante pour la détection de la mutation EGFR 

T790M chez les patients atteints de NSCLC ou si elle ne peut être obtenue en toute sécurité, 

voire si le tissu tumoral n'est pas disponible. Il faut prendre en considération que les biopsies 

tissulaires ne sont pas réalisables ou ne sont pas interprétables dans environ 15 à 20% des cas 

tous cancers confondus. Enfin, notre étude a aussi montré une augmentation sans précédent 

du nombre de détection des mutations RAS/BRAF par rapport à l'analyse du tissu tumoral et 

une proportion très élevée de mutations co-occurrentes. Effectivement, 76% des patients ont

été déterminé comme muté RAS/BRAF par l’analyse de l’ADNcir contre 55% des patients lors 

de l’analyse du tissu tumoral. Des forts taux de discordance entre l'analyse du tissu tumoral 

et l'analyse de l'ADNcir pour la détermination moléculaire RAS/BRAF des tumeurs ont déjà été 

démontré223. Ceci est principalement dû au fait que l’analyse de l’ADNcir tumoral permet 

l’analyse de l'ensemble des clones tumoraux de la tumeur primaire et des métastases avec un 

seul échantillon, fournissant ainsi des informations instantanées sur la dynamique tumorale 

en temps réel, ce que le tissu ne permet pas. Le second point important et non des moindres

est l’ultra-sensibilité des méthodes d’analyses de l’ADNcir, notamment celle que nous 

utilisons, la méthode de Q-PCR « Allele Specific Blocker » (ASB) IntPlex. Cette méthode à une 

sensibilité analytique de détection des mutations allant de 0,001% à 0,005% de fréquence 

allélique suivant les mutations testées76. D’autres méthodes d’analyses de l’ADNcir à partir du 
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plasma, comme la ddPCR ou le BEAMing ont des niveaux de sensibilité de détection de 

mutations équivalents162,163. La biopsie liquide surmonte donc l'hétérogénéité clonale intra-

et inter-tumorale273 et présente des avantages importants par rapport à la biopsie tissulaire. 

Par conséquent, le profilage des mutations basé sur l'analyse de l'ADNcir tumoral peut 

identifier des mécanismes de résistance concomitants résidant dans des métastases distinctes 

et au sein d'une lésion tumorale, permettant potentiellement une évaluation longitudinale de 

l’émergence de mutations ponctuelles pouvant induire des résistances aux thérapies anti-

EGFR chez les patients atteints de CCRm66,68,198. 

Suivi du statut RAS/BRAF via l’analyse de l’ADNcir chez des patients atteints de CCRm traités 
aux anti-EGFR

C’est dans ce contexte que nous avons réalisé l’étude rétrospective intitulée KPLEX R173 dont 

les résultats sont présentés dans ce manuscrit. Dans cet essai clinique de phase IB/II nous 

avons rétrospectivement évalué l’analyse de l’ADNcir dans le plasma de 42 patients atteints 

de CCRm réfractaires aux thérapies standards et traités avec du FOLFOX-dasatinib avec ou 

sans cetuximab. Seuls les patients n’ayant pas de mutations sur le gène KRAS (codons 12/13, 

n=21) déterminés par l’analyse du tissu tumoral lors de la phase IB ont été traité avec du 

cetuximab. L’analyse longitudinale des plasmas de certains patients de cet essai a permis 

d'évaluer la dynamique clonale de RAS/BRAF pendant le traitement et de comparer nos 

résultats avec les critères radiographiques RECIST ainsi qu'avec les dosages sanguins de l'ACE.

Approximativement 52% des patients initialement déterminé non mutés par l’analyse du tissu 

tumoral présentent au moins une mutation RAS/BRAF lors de l’analyse de l’ADNcir. Nous 

montrons aussi dans cette étude que 64% des mutations retrouvées via l’analyse de l’ADNcir 

ont une fréquence allélique inférieure à 1% et que 21% d’entre elles sont retrouvées avec une 

fréquence allélique inférieure à 0.1%. Avant traitement, 25/42 patients (60%) été déterminé 

muté RAS/BRAF par l’analyse du tissu tumoral alors que 37/42 (88%) sont déterminés mutés

par analyse de l’ADNcir. De plus, l’analyse de l’ADNcir a montré que 11/21 patients (52.4%) 

traités au cetuximab, ont été déterminé muté sur les codons 12/13 du gène KRAS alors qu’ils 

ont été déterminés non mutés pour ce « hotspot » par l’analyse tissulaire réalisé par 

pyroséquençage. Cette divergence de concordance du statut mutationnel peut s’expliquer par 

l’hétérogénéité clonale intra- et inter-tumorale, le manque de sensibilité de la méthode 

d’analyse par pyroséquencages (5%-10% de fréquence allélique lors de cette étude), un long 

délai entre le prélèvement de la pièce tumoral et la collection du sang, et pour finir par le fait 
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que la tumeur primaire peut ne pas être présente lors de la prise de sang. Ces premiers 

résultats démontrent le potentiel de l’ADNcir tumoral et ils valident le fait que son analyse est 

plus performante que celle du tissu tumoral pour la sélection des patients atteints de CCRm 

en vue d’un traitement anti-EGFR. De plus, l’évolution clonale temporelle des tumeurs est un 

véritable challenge dans la prise en charge des patients. Cette hétérogénéité temporelle est 

amplifiée par la pression thérapeutique et notamment chez les patients traités par anti-EGFR. 

En effet, la détection précoce de l’émergence de mutation au cours du traitement peut avoir 

un impact sur les résultats cliniques comme l’a suggéré Bertotti et ses collègues en 

caractérisant la résistance secondaire au blocage de l'EGFR dans le CCRm228. Dans ce contexte, 

nous avons réalisé une analyse longitudinale des plasmas de 18 patients afin d’observer la 

détection de mutations qui n’ont pas été détectées avant l’initiation des traitements. Nous 

avons observé que 83% (15/18) des mutations ponctuelles nouvellement déterminées par 

l’analyse de l’ADNcir pendant le traitement ont une fraction allélique inférieure à 0,5% et que 

50% (9/18) d’entre elles apparaissent pour la première fois à des fractions alléliques inferieurs 

à 0,1%. A noter que dans cette étude nous avons pu détecter une mutation ponctuelle avec 

une fréquence allélique de 0.009%. Il est difficile d’affirmer que ces mutations nouvellement 

observées sont des « émergences pures » car ces mutations pouvaient être présentes avant 

l’initiation des traitements mais que la sensibilité de notre méthode ne permettait pas de les 

détecter plus tôt. Sur ce sujet, des études rétrospectives ont suggéré que certaine de ces 

mutations peuvent être détectées via l’analyse l'ADNcir avant le début du traitement182. 

D'autre travaux en utilisant des modèles mathématiques sur la cinétique de la croissance 

tumorale ont montré que ces mutations doivent être présentes avant le début du 

traitement66. Les données de l'analyse de l'ADNcir obtenues dans le cadre de cette étude 

reflètent étroitement les changements dynamiques des concentrations plasmatique de l'ACE 

ainsi que les mesures tumorales réalisées par CT-scan (changements en % de la mesure 

tumorale réalisée avant l'initiation des traitements), évalués chez 34 patients. Nous avons 

noté que la détection qualitative d'une mutation et les informations quantitatives telles que 

les concentrations d'ADNcir tumoral RAS-mutant, les concentrations d'ADNcir total et la 

fraction d'allèle mutant semble être utiles pour suivre l'évolution de la maladie. Finalement, 

lors de cette étude nous montrons que tous les patients sauf un présentent au moins une 

mutation RAS/BRAF que ce soit avant le traitement ou acquise (ou sélectionnée) durant les 

traitements et qu'une fraction significative de ces mutations présente une faible fréquence 
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d'allélique mutée. Nous avons également constaté que de nombreux patients ont connu une 

évolution moléculaire convergente malgré qu'ils aient été traités par des thérapies différentes 

(avec ou sans cetuximab), ce qui a donné lieu à des mutations redondantes qui fourniraient 

des mécanismes multiples de résistance au traitement dirigé contre l'EGFR. L'analyse 

longitudinale de l'ADNcir nécessite une simple prise de sang et permettrait donc l'optimisation 

et l'orientation des traitements des patients atteints de CCRm qui pourraient bénéficier d'un 

traitement approprié avant l'apparition clinique d'une résistance secondaire. Siravegna et ses 

collègues198 ont investigué l'utilité du suivi de l'ADNcir pour mesurer les sous-clones mutés sur 

le gène KRAS comme un biomarqueur potentiel pour réutiliser des thérapies ciblées 

antérieures. Ils ont démontré que lors d'un arrêt de la pression sélective du traitement anti-

EGFR, les fréquences alléliques des clones mutants KRAS avaient diminué et que ces patients

sont ensuite redevenus sensibles au traitement anti-EGFR198.

Suivi par l’analyse de l’ADNcir de patients atteints de CCRm réfractaires aux thérapies 
standards et traités par régorafénib en dernière ligne de traitement

Bien que "rechallenger" (ou retraiter) les patients avec une thérapie ciblée anti-EGFR soit une 

perspective de choix dans l'option thérapeutique des patients atteints de CCRm réfractaires 

aux thérapies standards, cela n'est pas encore le cas en pratique clinique courante198,274. 

Actuellement, ces patients réfractaires peuvent être traités en dernière ligne, soit avec du 

régorafénib soit avec du trifluridine/tipiracil. Comme présenté dans ce manuscrit, le 

régorafénib est un inhibiteur de multityrosine kinase qui induit des activités anti-

angiogéniques et cytotoxiques que ce soit dans des expériences in vitro et in vivo35. Il a été 

autorisé dans l'union européenne pour le traitement des patients CCRm réfractaires aux 

thérapies standards sur la base de son activité anti-tumorale par rapport au placebo et aux 

meilleurs soins de soutien montrés dans les essais cliniques de phase III CORRECT et 

CONCUR36,37. Depuis cette approbation de nombreux travaux ont cherché un marqueur ou 

biomarqueur de réponse et/ou de non réponse clinique à cette molécule. En effet, la moitié 

des patients traités au régorafénib connaissent une progression tumorale deux mois après le 

début du traitement, ce qui les a exposés inutilement à des effets indésirables liés au 

traitement. Ce risque de toxicité pourrait être réduit par l'adoption d'une stratégie d'escalade 

des doses pour optimiser la posologie du régorafénib avec une activité comparable232. L’étude 

TEXCAN (NCT02699073) a confirmé sur 35 patients qu’une maladie stable (SD) à deux mois 

évaluée par les critères RECIST 1.1 représentait un bénéfice clinique chez les patients CCRm 
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traité au régorafénib. Ils ont aussi montré que les critères de Choi (ou mChoi) n’apportaient 

pas d’informations utiles sur l’efficacité du régorafenib chez ces patients240. D'autres travaux 

ont été mené pour rechercher si l'analyse de l'ADNcir pouvait prédire les patients répondeurs 

ou les non répondeurs au régorafénib. Dans une étude exploratoire de l'essai CORRECT36, 

Tabernero et al, ont montré une tendance à une meilleure survie pour les patients traités par 

régorafénib qui présentaient des génotypes sauvages pour les gènes KRAS/PIK3CA, évalués

soit à partir de l'ADN tissulaire, soit à partir de l'ADNcir. Il est intéressant de noter qu'ils ont 

également observé avant l’initiation du traitement une association entre de forts niveaux

d'ADNcir et une réduction de la durée médiane de survie233. Cependant, malgré tous ces 

travaux, il n'existe pas encore de marqueur ou biomarqueur de réponse clinique ou de non 

réponse à cette molécule. 

Afin de répondre à cette question nous avons participé à une des études ancillaires de l’essai 

TEXCAN dont les résultats sont présentés dans ce manuscrit275. Dans cette étude prospective, 

nous avons étudié l'activité clinique du régorafénib chez des patients CCRm réfractaires aux 

thérapies standards via l'analyse de l'ADNcir. Nous avons pu constater que la concentration 

en ADNcir total, la concentration en ADNcir RAS muté, et dans une moindre mesure, la 

fréquence allélique étaient inversement corrélés à l’OS. Cette relation a été observée qu’elle 

soit étudiée sous forme de classes ou de variables continues. Ces résultats ont pu être mis en 

exergue par plusieurs groupes233,248,249,276. A l’instar des travaux publiés sur le sujet, l’avantage 

de notre étude est que nous avons pu établir des seuils de concentrations d’ADNcir total (26

ng/mL de plasma), d’ADNcir tumoral muté (2 ng/mL de plasma) et de fréquence allélique (6%) 

qui permettraient de prédire les patients qui auront une meilleure survie globale. Pour 

exemple, nous avons montré que les patients ayant une concentration d’ADNcir total >26 

ng/mL de plasma avant le traitement ont un risque de mort doublé comparé à ceux avec une 

concentration inférieure à ce seuil. De façon très intéressante, nous montrons dans cette 

étude qu’avant l’initiation du traitement, les patients qui ont une concentration en ADNcir 

total >100 ng/mL de plasma ont une probabilité d’être vivant à 3 mois de seulement 30% 

contre 80% pour les patients en deçà de ce seuil. Ces résultats sont en droite ligne avec ceux 

obtenus dans deux travaux antérieurs de l’équipe184,277. Aussi, nous confirmons qu’il y a une 

rapide augmentation de la concentration totale en ADNcir entre le début du traitement et le 

14ième jours de traitement248. Nous supposons que cela est dû au relargage massif d’ADNcir 
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de cellules saines suite aux effets toxiques du regorafenib sur les tissus sains. La deuxième 

nouveauté et que nous sommes en capacité de montrer une évolution clonale RAS/BRAF dans 

cette petite cohorte de patients et cela malgré la courte durée du traitement. Nous montrons 

pour la première fois sur cette population de patients traités au régorafénib que l’évolution 

clonale RAS/BRAF des patients au cours du traitement n’influe ni l’OS, ni la PFS des patients. 

A l’inverse d’autres travaux, aucune relation n’a été établi dans notre étude entre l’analyse de 

l’ADNcir et la PFS249,278. Cependant, étant donné que le régorafénib est plus susceptible d'être 

cytostatique que cytotoxique et que la durée du traitement est très courte, il est difficile de 

s'attendre à une réduction significative de la tumeur et qu’elle soit accompagnée d'une forte 

diminution des biomarqueurs de l'ADNcir chez des patients fortement prétraités. Notre étude 

est exploratoire et les résultats doivent être interprétés prudemment puisqu’ils sont réalisés 

sur une cohorte à faible effectif. C’est dans ce contexte que nous avons proposé dans BMC 

cancer un protocole clinique visant à traiter les patients CCRm avec le régorafénib plus 

précocement afin d’avoir une durée de traitement significativement plus importante250. Le 

protocole clinique de cet essai auquel j’ai contribué, est discuté dans ce manuscrit250. 

Nous avons donc initié l’essai FOLFINOX-R qui est une étude de phase I/II, prospective, 

multicentrique et non randomisée pour évaluer l’innocuité et l’efficacité du régorafénib en 

association avec le FOLFIRINOX lors d’un traitement de première ligne des patients atteints de 

CCRm ayant un statut RAS muté déterminé à partir de l’ADNcir250. Il sera réalisé une analyse 

longitudinale des plasmas prélevés avant le traitement, tous les deux cycles de traitement et 

à l'arrêt du traitement. Nous surveillerons les variations des paramètres de l’ADNcir pour 

vérifier l'efficacité ou la résistance au traitement. Nous prévoyons également d'examiner, sur 

des échantillons de tissus colorectaux, l'activité et l'expression de certaines kinases ciblées par 

le régorafénib.  Notre objectif premier est de démontrer que cette association FOLFIRINOX-

régorafénib apporte un bénéfice clinique suffisant pour être testée dans une étude contrôlée 

et dans une population de patients sélectionnés.
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Stratification des patients atteints de CCRm en vue d’un traitement par anti-EGFR lors du 
premier essai interventionnel où l’analyse de l’ADNcir détermine le statut RAS/BRAF

sauvage des patients

En parallèle de tous ces projets, nous réalisons l’essai UCGI 28 PANIRINOX (NCT02980510), qui

est une étude de phase II randomisée, prospective et multicentrique visant à comparer le

traitement FOLFIRINOX-panitumumab avec le traitement mFOLFOX6-panitumumab chez des 

patients CCRm pour lesquels le statut RAS/BRAF sauvages a été déterminé via l’analyse de 

l’ADNcir. PANIRINOX est la première étude mondiale interventionnelle à utiliser l’ADNcir 

comme test compagnon afin de sélectionner des patients CCRm en vue d’une thérapie ciblée 

anti-EGFR. L’objectif primaire de cet essai est d’évaluer le taux de réponse complète des 

patients traités par FOLFIRINOX-panitumumab. Cette étude est la suite logique à tous nos 

travaux impliquant la détection des mutations RAS/BRAF par l’analyse de l’ADNcir43,76,173. De 

plus, c’est l’étude interventionnelle qui manque à la démonstration complète de l’utilité de 

clinique de l’ADNcir.Nous voulons par cet essai démontrer que l’ADNcir peut remplacer 

l’analyse moléculaire RAS/BRAF du tissu tumoral et par conséquent montrer que cela est 

réalisable en pratique clinique courante puisque l’étude est menée en flux tendu. Nous 

confronterons les résultats de l’analyse mutationnelle RAS/BRAF obtenus à partir du tissu 

tumoral et à partir de l’ADNcir. Actuellement, 174 patients sur 209 requis sont inclus dans 

cette étude, soit près de 85% des inclusions sont déjà réalisées (454 patients analysés). De 

plus, un essai ancillaire de PANIRINOX est en cours et consiste au suivi des patients inclus dans 

l’étude. L’analyse longitudinale des plasmas des patients via l’analyse de l’ADNcir aura pour 

objectif de détecter l’émergence de mutations RAS/BRAF/PIK3CA et de corréler l’apparition 

de ces mutations avec l’OS et la PFS. Ce travail établira l’impact des mutations acquises 

survenues durant le traitement et la résistance aux anti-EGFR. Dans ce sens, nous pensons que 

ce travail confirmera de précédents travaux dans le domaine66–68,198,274. Il faut noter que l’essai 

PANIRINOX a une particularité singulière puisque nous estimons qu’un patient RAS/BRAF

muté ayant une fréquence allélique inférieur à 0.5% est considéré comme étant RAS/BRAF

sauvage. Ce seuil a été choisi pour déterminer, pour la première fois dans un essai prospectif,

si une faible fréquence allélique RAS/BRAF mutée au départ d’un traitement anti-EGFR en 

première ligne chez des patients CCRm adresse réellement une résistance aux traitements. Il 

n’existe aucune étude qui a défini une valeur seuil décisionnelle pour l’administration d’un 

traitement, bien que cela serait potentiellement indicatif dans le cas des traitements aux anti-
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EGFR. Si tel est le cas nous pourrons établir aussi la dynamique des clones mutés chez des 

patients naïfs de traitements au cours du traitement et évaluer le temps d’apparition d’une 

résistance clinique. Enfin, cet essai renseignera sur la possibilité d’arrêter le traitement avant 

une manifestation de résistance clinique. 

Il sera possible par la suite de retraiter aux anti-EGFR, lors d’une deuxième ou troisième ligne 

de traitement les patients qui n’auront aucune émergence acquise de mutations à la fin de 

cette étude comme le suggère de nombreux essais279. Pour la première fois dans une étude 

prospective (essai CRICKET), Cremolini et ses collègues ont montré qu’un « rechallenge » des 

patients RAS/BRAF mutés avec du cetuximab plus irinotecan est une alternative de choix pour 

remplacer le traitement en troisième ligne par trifluridine/tipiracil ou par régorafénib des 

patients CCRm réfractaires199.

Etude d’une nouvelle origine potentielle des ADNcir chez des patients atteints de CCRm : Les 
NETs

Le deuxième volet de ma thèse a été de mieux comprendre les origines des ADNcir chez les 

patients atteints de CCRm. Parmi l’ensemble des mécanismes de relargage des ADNcir dans la 

circulation, il a longtemps été établis que l’apoptose était le plus pertinent. Ce postulat est dû 

au fait que de nombreuses études ont montré que l’ADNcir a un profil de taille aux alentours 

de 150-180 bp (et des multiples de cette taille). Jahr et ses collègues ont montré que la taille 

des ADNcir correspond aux tailles des ADN enroulés au sein d’un mono-nucléosome, ou dans 

les di-tri-nucléosomes, qui sont des signes distinctifs d’un clivage apoptotique de l’ADN93. Le 

mécanisme de nécrose quant à lui entraine la formation de longs fragments d’ADN allant 

jusqu’à des tailles >10 000 bp77,93. Il faut aussi prendre en considération que les ADNcir 

proviennent de mécanisme de sécrétion active excrétant des vésicules extracellulaires comme 

les exosomes, les oncosomes, les corps apoptotiques ou les microvésicules où toutes 

comportent de l’ADN. Tous les ADN libérés par ces mécanismes sont une source des ADNcir 

et sont en partie clivés par les DNases présentes en grande quantités dans le sang.  L’équipe a 

réalisé l’étude PaniNet (discuté dans ce manuscrit) pour tenter de remettre en question la 

prééminence accordée à l'apoptose comme principal mécanisme de libération de l’ADN 

circulant.

Nous nous sommes intéressés à la NETose qui est un des phénomènes par lequel l'ADN 

extracellulaire peut être libéré dans la circulation sanguine par mort cellulaire et par sécrétion 
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active113,115,260. Cette dernière consiste en une libération de pièges ADN extracellulaires 

sécrétés par des neutrophiles activés (NETs) qui sont composés d’un réseau de chromatine 

extracellulaire décorée de protéines cytosoliques et de granules bactéricides, telles que 

l’élastase des neutrophiles (NE) et la myéloperoxydase (MPO)252.  Remarquablement, les NETs 

sont retrouvés dans les mêmes conditions pathologiques pour lesquelles des concentrations 

élevées d'ADNcir ont été rapportées77,114. 

Nos résultats confirment que les concentrations totales en ADNcir sont significativement plus 

élevées chez les patients atteints de CCRm que chez les individus sains. Ce résultat pris 

indépendamment pourrait laisser penser que l’augmentation de cette concentration est due

au relargage massif des ADNcir par la tumeur elle-même. Cependant nous montrons aussi que 

les niveaux de NE et de MPO sont significativement plus élevées chez les patients atteints de 

CCRm que chez les individus sains. Cela indique donc une présence accrue de NETs ou de 

produits de NETs chez les patients cancéreux. Ce résultat suggère que l’augmentation de la

concentration des ADNcir pourrait donc dériver en partie des NETs et par extension 

proviendrait des neutrophiles circulants ou des neutrophiles infiltrés au sein de la tumeur des 

patients. Dans ce sens, nous montrons une forte association positive entre les niveaux 

d’ADNcir et les concentrations des marqueurs des NETs (NE+MPO) chez les patients CCRm. A 

noter, qu’une augmentation des concentrations d'ADNcir est significativement associée à une 

augmentation des marqueurs des NETS (NE et MPO) chez les patients atteints de mCRC, alors 

qu'aucune association de ce type n'a été observée chez les individus sains. Remarquablement, 

les patients mCRC qui ont des concentrations d’ADNcir proches de la médiane des individus 

sains (6 ng/mL) ont montré des concentrations de NE et MPO plus élevées que les individus 

sains. Aussi, nous montrons que les concentrations en ADNcir, NE et MPO chez les patients 

CCRm corrèlent avec le nombre de leucocytes et de neutrophiles circulants. Cela tend à 

confirmer l’idée que dans cet essai les ADNcir dérivent des NETs via leur dégradation par des 

cellules phagocytaires ou par des DNases présentent dans le sang. A ce sujet, il convient de 

noter que le nombre de leucocytes et de neutrophiles circulants (mais pas le nombre de 

lymphocytes) est significativement plus élevé chez les patients ayant une tumeur primaire en 

place et chez les patients ayant deux sites métastatiques ou plus.  Cela pourrait suggérer que 

les leucocytes et les neutrophiles, et par extension les NETs sont directement impliqués dans 
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la croissance tumorale ou la dissémination du cancer, comme cela a été suggéré dans des 

travaux antérieurs280–283.

Les macrophages et plus précisément la DNase 1 de ceux-ci participent à l'élimination des 

NETs, ce mécanisme est incomplet et conduit à la libération de fragments d'ADN partiellement 

dégradés dans la circulation sanguine108,124. Mizuta et ses collègues ont montré dans des 

expériences in vivo et in vitro que la DNase activée par la caspase (Caspase-Activated DNase, 

CAD) et la DNase1L3 (ou DNase γ) sont capables de dégrader l’ADN lié aux protéines et à la 

chromatine dans des unités mono, di, tri-nucléosomes284. Cette équipe a également montré 

que la DNase1L3 était capable d'initier la dégradation des structures de type NETs, 

contrairement à la Dnase1 et à la CAD284. De plus, Jimenez-Alcazar et al ont rapporté que la 

DNase1L3 et la DNase 1 dégradent ensemble les NETs in vitro285. L'équipe de Dennis Lo’ 

montre également l'implication de la DNase1L3 dans la dégradation de l'ADN circulant 

extracellulaire en montrant que la délétion de la Dnase1L3 chez la souris entraîne des 

aberrations de longueur et des fréquences des motifs terminaux dans l'ADNcir plasmatique286. 

On peut donc raisonnablement penser que les réseaux de chromatine des NETs sont

rapidement et dynamiquement dégradés très activement par les nucléases plasmatiques, ce 

qui entraîne la libération de fragments de chromatine de taille moléculaire élevée diminuant 

jusqu'à des structures d'ADN de faibles tailles moléculaires qui sont associées au

mononucléosome/chromatosome, qui est apparue comme la structure d'ADNcir la plus 

importante et la plus stable dans le sang87,137,286,287. Dans ce sens, des fragments de 

chromatine, des oligo-nucléosomes et des nucléosomes peuvent être libérés lors du processus 

de dégradation des NETs par des protéases, nucléases ou par des cellules immunitaires, 

pouvant contribuer au « pool » d'ADNcir et d'histones. Pour aller plus, loin Paunel-Görgülü et

ses collègues ont démontré que les ADNcir amplifient la NETose d'une manière intracellulaire 

indépendante de la voie d’activation du TLR9 (Toll-like receptor 9), et par conséquent nous 

pouvons spéculer qu'un excès d’ADNcir pourrait activer une boucle de rétroaction positive sur 

la formation de NETs288. Cependant, il reste encore à rechercher l’ensemble des acteurs 

conduisant à la production des ADNcir par la dégradation des NETs in vivo. C’est un domaine 

dans lequel notre équipe travaille activement.

Nous montrons pour la première fois chez une partie significative des patients mCRC, qu’une 

association positive existe entre les auto-anticorps anti-cardiolipine (aCL) et les marqueurs 
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circulants des NETs. Cette association n’est pas observée chez les individus sains. Les données 

montrent qu’une majorité de patients atteints de CCRm présentait une autoproduction d'aCL 

à des niveaux faibles, modérés et élevés. L'aCL fait partie de la famille des anti-phospholipides 

(aPL) caractéristiques du syndrome des anti-phospholipides (APS)265,266. Alors que l'aPL est 

présente chez 1-5 % de la population générale, la prévalence dans les cas APS est de 40-50/100 

000 sujets255. Plusieurs travaux rapportent des taux d'aPL plus élevés dans diverses tumeurs 

hématologiques et solides256,257, le pourcentage de patients cancéreux positifs à l'aPL varie de 

5% à 70%. Le risque de thrombose étant 4 à 60 fois plus élevé chez les patients cancéreux que 

dans la population générale, il a été suggéré qu'un taux élevé d'aPL pourrait déclencher une 

thrombose chez les patients cancéreux. Alors que l'apparition d'aPL comme l'aCL pourrait être 

une étape essentielle dans la prévention de la thrombose, l'implication directe ou indirecte 

des aPL dans le processus thrombophilique reste peu claire. Cependant, Il est évident que les 

neutrophiles et les NETs contribuent à la physiopathologie APS267. Il convient également de 

noter que la formation exacerbée de NETs a été liée à l’APS dans de nombreuses pathologies 

auto-immunes et non-auto-immunes qui ont montré des niveaux élevés d'aCL268. 

Ces travaux redéfinissent le paradigme existant sur les mécanismes de libération de l'ADNcir

et pourrait suggérer qu'une fraction significative de la quantité des ADNcir proviendrait des 

NETs chez les patients atteints de CCRm. Une étude approfondie sur les mécanismes de 

dégradation des NETs dans le sang de patients cancéreux et d’individus sains est en cours de 

publication par notre équipe. Aussi, nous avons révélé que les analyses combinées des 

marqueurs des NETs et de l'ADNcir permettent également de différencier les patients atteints 

de CCRm des individus sains. Enfin, notre étude est la première à montrer l'association étroite 

de l'aPL avec les marqueurs NETs et le cirDNA chez les patients cancéreux, suggérant que 

l'examen de ces marqueurs serait utile pour prévenir les thromboses. 

L’ensemble des mes travaux de thèse de science sont liés puisque la détection de mutations

chez les patients CCRm peut être drastiquement amoindrie chez les patients ayant une 

exacerbation de production de NETs. En effet, la dégradation des NETs pourrait expliquer que 

nous retrouvons une grande amplitude de la fréquence allélique dans le sang de ces patients. 

L’ensemble des travaux présentés ici renforce l’intérêt de travailler avec une méthode de 

détection des mutations ultrasensible lorsque l’on travaille sur les ADNcir et notamment pour 

la détection de mutations ponctuelles avec un objectif théranostique.
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CONCLUSION GENERALE
L’ADNcir est largement utilisé en recherche dans le domaine de l’oncologie, en effet il permet 

d’établir le dépistage, le pronostic, de mettre en évidence la maladie résiduelle minimale et 

l’apparition de la récurrence, la stratification des patients avant l’initiation de thérapie ciblée 

et enfin la surveillance des patients sous thérapie pour mettre évidence des résistances aux 

traitements. Bien que son potentiel clinique soit de plus en plus avéré, l’analyse de l’ADNcir 

n’est pas encore utilisée en routine. Une des raisons à cela est le manque d’harmonisation des 

étapes de pré-analytique et analytique pour l’analyse des ADNcir. Dans ce sens notre équipe 

a largement travaillé sur les origines et les structures des ADNcir que ce soit chez des individus 

sains ou des patients atteints de cancer154,155. Ces données ont contribué à établir des 

conditions pré-analytiques et analytiques à respecter et ont par la suite permis l’établissement 

du premier « guideline » pour l’analyse des ADNcir en oncologie155. La deuxième raison est 

certainement le fait qu’il faut des méthodes d’analyses robustes, rapides, sensibles et peu 

couteuses afin de pouvoir les transposer en routine clinique. Ces dernières années de 

nombreuses équipes ont montré qu’une multitude de technique ont l’ensemble de ses 

caractéristiques dont notre méthode IntPlex135,289. 

Ma thèse s’est principalement intéressée à la détection de mutations ponctuelles RAS/BRAF

dans le plasma de patients atteints de CCRm. L’objectif a été de montrer que l’analyse de 

l’ADNcir via la méthode IntPlex permet de déterminer le statut mutationnel RAS/BRAF avant 

l’initiation d’un traitement anti-EGFR et de pouvoir suivre l’émergence de ces mutations au 

cours de traitement. Pour ce faire, nous montrons à travers l’ensemble des publications 

discutées dans ce manuscrit qu’il est nécessaire d’avoir une sensibilité analytique pouvant 

détecter des mutations à une fréquence allélique inférieur à 0.01%. Bien que le potentiel 

théranostique de l’ADNcir soit démontré dans des études prospectives et rétrospectives il 

manque des essais interventionnels afin de valider la valeur clinique des ADNcir. L’essai 

multicentrique et prospectif PANIRINOX est le premier essai interventionnel où l’analyse de 

l’ADNcir conditionne l’initiation d’un traitement par anticorps anti-EGFR chez des patients 

CCRm ayant un statut RAS/BRAF sauvages. Nous espérons que cet essai ouvrira la voie à 

l’implémentation des analyses des ADNcir comme test compagnon pour orienter un 

traitement anti-EGFR chez les patients atteints de CCRm. Grâce au suivi des patients via 

l’analyse de l’ADNcir, cet essai établira pour la première fois dans un essai prospectif si un 
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seuil de sensibilité pour la détection des mutations RAS/BRAF est nécessaire pour prévenir les 

patients non-répondeurs à ces thérapies ciblées.

Bien que nous avons vu que les patients réfractaires aux thérapies ciblées anti-EGFR puissent 

être « rechallengés » avec ces thérapies ciblées, il faut savoir que cette pratique n’est pas 

appliquée en pratique clinique. Ces patients CCRm sont donc traités en dernière ligne avec du 

régorafénib sans que nous puissions déterminer quels sont les patients qui répondront à cette 

molécule. Dans l’essai ancillaire TEXCAN, nous avons montré que le statut muté RAS/BRAF des 

patients atteints de CCRm lourdement prétraités et réfractaires aux thérapies standards 

n’influe pas la survie de ces patients traité au régorafénib en troisième ligne. Par contre, nous 

montrons dans cet essai qu’il est possible d’identifier avant le traitement les patients qui 

n’auront pas de bénéfice clinique. En effet, nous avons pu établir des seuils de concentrations 

d’ADNcir total (26 ng/mL de plasma), d’ADNcir tumoral muté (2 ng/mL de plasma) et de 

fréquence allélique (6%) qui permettraient de prédire les patients qui auront une meilleure 

survie globale. Afin de précisé nos résultats, nous avons initié l’essai FOLFINOX-R qui est une 

étude de phase I/II, prospective, multicentrique et non randomisée pour évaluer l’innocuité 

et l’efficacité du régorafénib en association avec le FOLFIRINOX lors d’un traitement de 

première ligne des patients atteints de CCRm ayant un statut RAS muté déterminé à partir de 

l’ADNcir250. 

Pour finir, il a longtemps été établis que l’apoptose était le mécanisme de libération de 

l’ADNcir le plus pertinent puisque de nombreuses études ont montré que l’ADNcir a un profil 

de taille aux alentours de 150-180 bp (et des multiples de cette taille). Nous montrons qu’une 

fraction importante de l’ADNcir retrouvée chez les patients CCRm proviendrait du phénomène 

de NETose. Ces travaux redéfinissent les paradigmes existants sur les mécanismes de 

libération de l'ADNcir. Ce travail est en lien étroit avec les détections de mutations chez les 

patients CCRm puisque la dégradation des NETs pourraient expliquer que nous retrouvons 

une grande amplitude de la fréquence allélique dans le sang des patients atteints de CRCm. 

Cependant, il reste encore à démontrer l’ensemble des acteurs conduisant à la production des 

ADNcir par la dégradation des Nets in vivo. C’est un domaine dans lequel notre équipe de 

recherche travaille activement et des travaux sont en cours de publication.
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3/ AUTRES CONTRIBUTIONS
J’ai également contribué à différents travaux recherches au sein de l’équipe, dont certains ont 

fait l’objet des publications suivantes :

     A/ Progrès récents dans les applications cliniques des acides nucléiques 

circulants en oncologie 

Auteurs : A. Otandault, P. Anker, Z. Al Amir Dache, V. Guillaumon, R. Meddeb, B. Pastor, E. 

Pisareva, C. Sanchez, R. Tanos, G. Tousch, H. Schwarzenbach & A. R. Thierry

Cette revue a été publiée dans annal of Oncology en 2019

Résumé: L'ADN circulant (ADNcir) est l'un des domaines qui a connu la croissance la plus 

rapide et la plus passionnante en oncologie ces dernières années. Ses utilisations cliniques 

potentielles couvrent désormais chaque phase de la prise en charge des patients atteints de 

cancer (informations prédictives, détection de la maladie résiduelle minimale, détection 

précoce de la résistance, suivi du traitement, surveillance des récidives et détection 

précoce/dépistage du cancer). Cette revue relate les avancées récentes dans l'application de 

l'ADN ou de l'ARN circulant en oncologie en s'appuyant sur des résultats/travaux inédits ou 

initiaux présentés lors du 10ème symposium international sur les acides nucléiques circulants 

dans le plasma et le sérum qui s'est tenu à Montpellier du 20 au 22 septembre 2017. Cette 

année, les présentateurs ont dévoilé leurs dernières données et observations cruciales 

notamment en ce qui concerne (i) la structure de l'ADN circulant libre de cellules (ADNcir) et 

les implications concernant leur détection optimale ; (ii) leur rôle dans les processus 

métastatiques ou immunologiques ; (iii) l'évaluation de panels de miRNA pour le suivi des 

patients atteints de cancer ; (iv) la détection de la maladie résiduelle minimale ; (v) l'évaluation 

d'un test de dépistage du cancer utilisant l'analyse de l'ADNcir ; et (vi) les éléments des 

directives pré-analytiques. Cet ouvrage passe en revue les progrès récents dans le domaine 

mis en lumière lors de la réunion, ainsi que dans les rapports les plus importants de la 

littérature, passés et présents. Il propose une image plus large de la recherche fondamentale 

et de son potentiel, ainsi que de la mise en œuvre et des défis actuels de l'utilisation des acides 

nucléiques circulants en oncologie.

Contribution: J’ai participé à l’organisation du 10ième symposium international (Montpellier, 

2017) sur les acides nucléiques circulants dans le plasma et le sérum (CNAPS), et j’ai participé 

à l’écriture de la revue surtout dans la rédaction des parties « Theragnostics/companion test » 

et «Treatment and résistance monitoring ». 
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     B/ Quantification de l’ADN circulant chez l’homme 

Auteurs : Romain Meddeb, Zahra Al Amir Dache, Simon thezenas, Amaëlle otandault, Rita

tanos, Brice pastor, Cynthia sanchez, Joelle Azzi, Geoffroy tousch, Simon Azan, Caroline 

Mollevi Antoine Adenis, Safia el Messaoudi, Philippe Blache & Alain R. thierry

Cette publication a été publiée dans Scientific Reports en 2019

Résumé: À notre connaissance, il s'agit de la première étude complète sur l'influence de 

plusieurs paramètres pré-analytiques et démographiques qui pourraient être une source de 

variabilité dans la quantification de l'ADN circulant nucléaire et mitochondrial (ADNcirN et 

ADNcirM). Nous rapportons les données d'un total de 222 sujets, 104 individus sains et 118 

patients atteints de cancer colorectal métastatique (mCRC). Environ 50 000 et 3 000 fois plus 

de copies du génome mitochondrial que du génome nucléaire ont été trouvées dans le plasma 

des individus sains et des patients atteints de cancer colorectal métastatique, respectivement. 

Chez les individus sains, la concentration de ADNcirN était influencée par l'âge (p = 0,009) et 

le sexe (p = 0,048). L'analyse multivariée avec régression logistique a spécifié que l'âge de plus 

de 47 ans était prédictif d'une concentration plus élevée de ADNcirN (oR = 2,41 ; p = 0,033). 

La concentration de ADNcirM était indépendante de l'âge et du sexe chez les individus sains. 

Chez les patients atteints de mCRC, les concentrations de ADNcirN et de ADNcirM étaient 

indépendantes de l'âge, du sexe, du délai entre la prise alimentaire et le prélèvement sanguin, 

et de l'aspect du plasma, que ce soit en analyse univariée ou multivariée. Néanmoins, une 

étude ad hoc a suggéré que la ménopause et le moment du prélèvement sanguin pourraient 

avoir tendance à influencer la quantification de l'ADNcir. En outre, des différences statistiques 

très significatives ont été trouvées entre les patients atteints de mCRC et les individus sains 

pour le ADNcirN (p < 0,0001), le ADNcirM (p < 0,0001) et le rapport ADNcirM/ADNcirN(p < 

0,0001). Les niveaux de ADNcirN et de ADNcirM ne varient pas de la même manière en 

fonction du statut de cancer ou de santé, des facteurs pré-analytiques et démographiques.

Contribution: J’ai participé à la quantification des ADNcir nucléaire de la cohorte de patients 

atteints de cancer colorectal métastatique, j’ai aussi contribué à la discussion des résultats.
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     C/ Le sang contient des mitochondries libres circulantes 

Auteurs : Zahra Al Amir Dache, Amaëlle Otandault, Rita Tanos, Brice Pastor, Romain 

Meddeb, Cynthia Sanchez, Giuseppe Arena, Laurence Lasorsa, Andrew Bennett, Thierry 

Grange, Safia El Messaoudi, Thibault Mazard, Corinne Prevostel, Alain R. Thierry

Cette publication a été publiée dans The Faseb Journal en 2019

Résumé: Les mitochondries sont considérées comme les unités de production d'énergie de la 

cellule en raison de leur rôle clé dans le métabolisme énergétique et la signalisation cellulaire. 

Cependant, les composants mitochondriaux peuvent être trouvés dans l'espace 

extracellulaire, sous forme de fragments ou encapsulés dans des vésicules. En outre, il a été 

récemment signalé que cet organite intact est libéré par les plaquettes exclusivement dans 

des conditions spécifiques. Ici, nous démontrons pour la première fois, que la préparation 

sanguine avec des plaquettes au repos, contient des mitochondries fonctionnelles entières 

dans un état physiologique normal. De même, nous montrons que des cellules normales et 

tumorales en culture sont capables de sécréter leurs mitochondries. En utilisant la 

centrifugation ou la filtration en série, suivie de méthodes basées sur la réaction en chaîne par 

polymérase, et le séquençage du génome entier, nous détectons l'ADN mitochondrial 

extracellulaire complet dans des particules de plus de 0,22 μm contenant des protéines 

spécifiques de la membrane mitochondriale. Nous identifions ces particules comme des 

mitochondries intactes exemptes de cellules en utilisant l'analyse de triage cellulaire activé 

par fluorescence, la microscopie à fluorescence et la microscopie électronique à transmission. 

L'analyse de la consommation d'oxygène a révélé que ces mitochondries sont compétentes 

sur le plan respiratoire. Compte tenu du potentiel des mitochondries dans le transfert 

intercellulaire décrit précédemment, cette découverte pourrait élargir considérablement le 

champ d'application de la biologie de la communication intercellulaire. D'autres étapes 

devraient être développées pour étudier le rôle potentiel des mitochondries en tant 

qu'organite de signalisation à l'extérieur de la cellule et pour déterminer si ces unités 

circulantes pourraient être utiles pour la détection précoce et le pronostic de diverses 

maladies.

Contribution: J’ai participé à la réalisation de certaines expériences ainsi qu’à la discussion des 

résultats.
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     D/ Réponse aux commentaires sur la publication : « L’hypoxie module 

différemment la libération des ADN mitochondriaux et nucléaires »

Auteurs : Alain R. Thierry, Brice Pastor and Zahra Al Amir Dache

Ce commentaire a été a été publié dans British Journal of Cancer en 2021

Contribution: J’ai participé à la réalisation de certaines expériences supplémentaires et à 

l’écriture de la réponse.
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     E/ Caractéristiques structurelles de l'ADN nucléaire circulant, origines et 

profil de taille complet révélés par la fragmentomics

Auteurs : Cynthia Sanchez, Benoit Roch, Thibault Mazard, Philippe Blache, Zahra Al Amir 

Dache, Brice Pastor, Ekaterina Pisareva, Rita Tanos,and Alain R. Thierry

Cette publication a été a été publiée dans Journal of Clinical Investigations Insight en 2021

Résumé: Afin d'aborder sans équivoque leurs structures intimes non résolues dans le sang, 

nous avons examiné la distribution de taille de l'ADN circulant sans cellules (cfDNA) en utilisant 

le séquençage du génome entier (WGS) à partir de préparations de bibliothèques d'ADN 

double et simple brin (DSP et SSP, n = 7) et en utilisant la PCR quantitative (Q-PCR, n = 116). 

Le profil de taille chez les individus sains était remarquablement homogène lors de l'utilisation 

du séquençage DSP ou du séquençage SSP. Le profil de taille du ADNcir présentait un schéma 

de fragmentation nucléosomique caractéristique. Dans l'ensemble, nos données indiquent 

que la proportion d'ADNcir inséré dans les mono-, di-nucléosomes et la chromatine de taille 

moléculaire plus élevée (>1000 pb) peut être estimée à 67,5% à 80%, 9,4% à 11,5% et 8,5% à 

21,0%, respectivement. Nos données ont révélé que l'ADNcir est fortement associé (97%-98%) 

sur ces structures, qui semblent être soumises à une activité nucléasique continue dans la 

circulation sanguine. L'analyse des fragments permet de distinguer l'ADNcir de différentes 

origines : premièrement, l'analyse du profil de taille de l'ADNcir peut être utile pour le contrôle 

de la qualité des extraits d'ADNcir ; deuxièmement, des différences subtiles mais fiables entre 

les patients atteints de cancer colorectal métastatique et les individus sains varient en 

fonction de la proportion d'ADNcir provenant de cellules malignes dans les extraits de plasma, 

ce qui indique un degré plus élevé de fragmentation de l'ADNcir et d'activité nucléasique dans 

les échantillons à forte teneur en ADNcir de cellules malignes.

Contribution: J’ai participé à la réalisation de certaines analyses de l’ADN circulant nucléaire.
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     F/ Double inhibition de l'EGFR et de c-Src par le Cetuximab et le Dasatinib 

en association avec la chimiothérapie FOLFOX chez les patients atteints d'un

cancer colorectal métastatique

Auteurs : Christine M. Parseghian, Nila U. Parikh, Ji Yuan Wu, Zhi-Qin Jiang, Laura Henderson,

Feng Tian, Brice Pastor, Marc Ychou, Kanwal Raghav, Arvind Dasari,
David R. Fogelman, Anastasia D. Katsiampoura, David G. Menter, Robert A. Wolff,
Cathy Eng, Michael J. Overman, Alain R. Thierry, Gary E. Gallick, and Scott Kopetz

Cette publication a été a été publiée dans Clinical Cancer Reasearch en 2017

Résumé: L'activation aberrante de la tyrosine kinase intracellulaire Src a été impliquée comme 

mécanisme de résistance acquise à la chimiothérapie dans le cancer colorectal métastatique

(CCRm). Le dasatinib, un inhibiteur oral de la tyrosine kinase Src, a été étudié en association 

avec FOLFOX et le cetuximab. Conception expérimentale : Nous avons réalisé une étude de 

phase IB/II sur 77 patients atteints de cancer colorectal métastatique déjà traités. Les objectifs 

principaux étaient de déterminer la dose maximale tolérée, les toxicités limitant la dose (TLD), 

la pharmacodynamique et l'efficacité. Selon un schéma 3 þ 3, les patients ont reçu FOLFOX6 

avec cetuximab et des doses croissantes de dasatinib (100, 150, 200 mg par jour), suivi d'une 

cohorte d'expansion de 12 patients à 150 mg. Les études de phase II ont évalué FOLFOX plus 

dasatinib 100 mg chez les patients KRAS c12/13mut ou en association avec cetuximab si KRAS

c12/13WT. FAK et paxilline ont été utilisés comme biomarqueurs sanguins de substitution de 

l'inhibition de Src, et des biopsies appariées de métastases hépatiques ont été obtenues chez 

les patients de la cohorte d'expansion. Résultats : Dans la phase IB, les DLT étaient une fatigue 

de grade 3/4 (20%) et une neutropénie (23%). En phase II, la fatigue de grade 3/4 (23%) et les 

épanchements pleuraux (11%) étaient présents. Les taux de réponse étaient de 20% (6 sur 30) 

dans la cohorte d'escalade et d'expansion de la phase IB et de 13% (3 sur 24) et 0% (0 sur 23) 

dans les cohortes KRAS c12/13WT et mutant de la phase II, respectivement. La survie médiane 

sans progression était de 4,6, 2,3 et 2,3 mois, respectivement. Il n'y avait aucune preuve 

d'inhibition de Src basée sur des biomarqueurs sanguins de substitution ou des biopsies 

tumorales appariées. Conclusions : L'association dasatinib plus FOLFOX avec ou sans 

cetuximab n'a montré qu'une activité clinique modeste dans le cancer colorectal réfractaire. 

Cela semble être principalement dû à l'incapacité d'inhiber complètement Src aux doses 

réalisables de dasatinib. L'association du dasatinib et de FOLFOX avec ou sans cetuximab n'a 

pas montré d'activité clinique significative dans le cancer colorectal réfractaire en raison de 

l'absence d'inhibition complète de Src.

Contribution: J’ai participé à la réalisation des analyses des ADNcir de cette étude. L’étude 

KPLEX R qui est présentée dans la partie résultats a été réalisée avec les échantillons 
plasmatiques des patients de cette étude. Les deux études ont été publiées ensemble dans 
Clinical Cancer Reaserch.



269



270



271



272



273



274



275



276



277



278

     F/ Association entre le confinement dû au COVID-19 et la charge tumorale 

chez les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique nouvellement 

diagnostiqué

Auteurs : Alain R. Thierry, PhD; Brice Pastor, PhD; Ekaterina Pisareva, MD, PhD; Francois 

Ghiringhelli, MD, PhD; Olivier Bouché, MD, PhD; Christelle De La Fouchardière, MD, PhD;
Julie Vanbockstael, MD, PhD; Denis Smith, MD, PhD; Eric François, MD, PhD; Mélanie Dos 
Santos, MD, PhD; Damien Botsen, MD, PhD; Stephen Ellis, MD;
Marianne Fonck, MD, PhD; Thierry André, MD, PhD; Emmanuel Guardiola, MD, PhD; Faiza 
Khemissa, MD, PhD; Benjamin Linot, MD, PhD; J. Martin-Babau, MD;
Yves Rinaldi, MD, PhD; Eric Assenat, MD, PhD; Lea Clavel, MD, PhD; Sophie Dominguez, MD, 
PhD; Celine Gavoille, MD, PhD; David Sefrioui, MD, PhD;
Veronica Pezzella, MS; Caroline Mollevi, PhD; Marc Ychou, MD, PhD; Thibault Mazard, MD, 
PhD

Cette publication a été a été publiée dans JAMA Network Open en 2021

Résumé: MPORTANCE. La pandémie de COVID-19 a été associée à une réduction substantielle 

du dépistage, de l'identification des cas et de l'orientation vers les hôpitaux des patients 

atteints de cancer. Cependant, aucune étude n'a examiné quantitativement les implications 

de cette corrélation pour la prise en charge des patients atteints de cancer.

OBJECTIF. Évaluer l'association entre le verrouillage de la pandémie de COVID-19 et la charge 

tumorale des patients chez qui on a diagnostiqué un cancer colorectal métastatique (CCRm) 

avant et après le confinement

CONCEPTION, SITE ET PARTICIPANTS. Cette étude de cohorte a analysé les participants à la 

procédure de sélection de l'essai clinique randomisé de phase 2 PANIRINOX (Phase II 

Randomized Study Comparing FOLFIRINOX + Panitumumab vs FOLFOX + Panitumumab in 

Metastatic Colorectal Cancer Patients Stratified by RAS Status from Circulating DNA Analysis). 

Ces patients nouvellement diagnostiqués ont reçu des soins dans un des 18 centres cliniques 

différents en France et ont été recrutés avant ou après la mise en place du confinement en 

France au printemps 2020. Les patients ont subi une procédure de dépistage par prise de sang 

pour identifier leur statut tumoral RAS et BRAF.

EXPOSITIONS. mCRC.

PRINCIPAUX RÉSULTATS ET MESURES. L'analyse de l'ADN tumoral circulant (ADNcir) a été 

utilisée pour identifier le statut RAS et BRAF. La charge tumorale a été évaluée par la 

concentration plasmatique totale d'ADNc. La concentration médiane d'ADNcir a été comparée 
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chez les patients qui ont subi un dépistage avant (11 novembre 2019 au 9 mars 2020) vs après 

(14 mai au 3 septembre 2020) le confinement et chez les patients qui ont été inclus dès le 

début de l'étude PANIRINOX.

RÉSULTATS. Un total de 80 patients a été inclus, dont 40 ont subi un dépistage avant et 40 

autres ont subi un dépistage après le premier confinement de COVID-19 en France. Ces 

patients comprenaient 48 hommes (60,0%) et 32 femmes (40,0%) et avaient un âge médian 

(fourchette) de 62 (37-77) ans. La concentration médiane d'ADNcir était statistiquement plus 

élevée chez les patients nouvellement diagnostiqués après le confinement que chez ceux 

diagnostiqués avant le confinement (119,2 ng/mL contre 17,3 ng/mL ; P < 0,001). Les patients 

atteints de cancer colorectal métastatique et présentant une concentration élevée d'ADNcir

avaient une survie médiane inférieure à celle des patients présentant une concentration plus 

faible (14,7 [IC 95 %, 8,8-18,0] mois contre 20,0 [IC 95 %, 14,1-32,0] mois). Ce résultat met en 

évidence les conséquences négatives potentielles de la pandémie de COVID-19 et du 

confinement qui en découle.

CONCLUSIONS ET PERTINENCE. Cette étude de cohorte a révélé que la masse de la tumeur 

différait entre les patients ayant reçu un diagnostic de CCRm avant et après le premier 

confinement dû au COVID-19 en France. Les résultats de cette étude suggèrent que le CCR est 

un domaine majeur d'intervention pour minimiser les retards de dépistage, de diagnostic et 

de traitement liés à la pandémie.

Contribution: J’ai participé à la réalisation des analyses des ADNcir de cette étude et à 

l’écriture du manuscrit.
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