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Introduction générale




Comme son nom lindique, le cancer colorectal (CCR) se forme dans le cblon ou dans le

rectum, dans la derniére partie du gros intestin.

Figure 1 : Anatomie du systéme digestif. Le célon et le rectum assurent des fonctions essentielles dans
les derniéres étapes de la digestion. La digestion commence dans la bouche, ou la nourriture mastiquée
se défait en petits morceaux, puis est avalée. Ensuite par I’cesophage jusque dans I’estomac, ou elle est
désagrégée par les sucs gastriques, puis rejetée dans l'intestin gréle. Celui-ci la décompose encore
davantage et en absorbe les substances nutritives (glucides, protéines et vitamines, notamment), la
matiére qui en reste parvenant alors au célon qui a surtout pour fonction d’absorber I’eau des déchets de
nourriture et d’en faire une matiére semi solide, les « selles » [Association canadienne du cancer
colorectal 2017].

Le CCR reste un probléeme significatif pour la santé publique. Malgré des avancées dans le

domaine de la thérapie ciblée, la survie a 5 ans continue a stagner aux alentours de 10%.

A la fin des années 1940 et au début des années 1950, le CCR a été le cancer le plus
fréquent par sa mortalité en Amérique. Aujourd’hui ce cancer est le troisieme par sa mortalité
chez les femmes comme chez les hommes ; ceci est le résultat des changements des
facteurs de risques (par exemple la diminution de l'utilisation du tabac et de la consommation
de la viande rouge et 'augmentation de ['utilisation de I'aspirine), mais également grace a
lintroduction des nouveaux tests permettant la détection précoce (méthodes de dépistage)
et 'amélioration de la prise en charge de cette maladie [Siegel et al, 2015], [Jemal et al,
2011].

Dans les pays occidentaux, le CCR est le troisieme type de cancer par sa fréquence.

Dans le monde, par son incidence, ce cancer est le troisieme chez les femmes et le

quatrieme chez les hommes.



Pendant la derniére décennie, il y a eu un énorme progrés dans le domaine des traitements
et de la prise en charge du CCR métastatique, ce qui a permis de rallonger la survie sans
progression (PFS) et la survie totale (OS) de cette maladie. Cette amélioration est due a
lintroduction des combinaisons des standards chimiothérapies (5-FU/ acide folique,
Irinotécan et Oxaliplatine) avec de nouveaux meédicaments comme les anticorps
monoclonaux (mADb) contre les récepteurs de facteurs de croissance de I'épiderme (EGFR)
ou les anticorps monoclonaux contre les facteurs de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF).

En revanche, chez certains patients, cette thérapie ciblée ne fonctionne pas ; des études ont

montré que ces patients présentent des mutations sur les génes KRAS, NRAS et BRAF.

De nos jours, pour l'organisation de la prise en charge du CCR métastatique, la détection
des mutations des génes KRAS, NRAS et BRAF est fortement recommandée. La présence
de ces mutations est une contre-indication pour la prescription de la thérapie ciblée avec les
anti EGFR [Wang et al, 2007], [Huang et al, 2014].

Le CCR peut passer inapercu sans des signes cliniques remarquables et, pour cette raison,
ce cancer est généralement diagnostiqué trés tardivement dans des stades avancés et en
présence de plusieurs métastases, notamment des métastases hépatiques. L'efficacité de
traitement dépend fortement du stade de cancer, c’est pourquoi il est trés important de

diagnostiquer ce cancer dans les stades précoces et avant I'apparition de métastases.

Pour résoudre ces problémes, de nombreux chercheurs travaillent pour trouver de nouveaux
marqueurs de CCR qui permettront de diagnostiquer les CCR en stades précoces. La
recherche des ADN circulants libres (ADNcf) dans le sang ou les urines semble une bonne

solution pour résoudre ce probléme.
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l. Introduction bibliographique et objectif

de travail

I.1. Cancer colorectal métastatique

1.1.1. Epidémiologie

1.1.1.1. En France

Incidence : Avec 42 152 nouveaux cas estimés en 2012 dont 55% survenant chez 'homme,
le cancer du célon-rectum se situe, tous sexes confondus, au troisi€me rang des cancers les
plus fréquents, aprés le cancer de la prostate (56 841 nouveaux cas) et le cancer du sein
(48 763). Il représente prées de 12% de I'ensemble des cancers incidents tous sexes
confondus [World Health Organization, 2012].

Chez 'homme, le cancer du cdlon-rectum se situe au troisieme rang des cancers incidents
masculins, (23 226 nouveaux cas estimés en 2012), loin derriére le cancer de la prostate et
juste derriére le cancer du poumon. |l représente 11,6% de I'ensemble des cancers incidents

masculins (Figure 2).

Chez la femme, il se situe au deuxieme rang (18 926 cas), derriere le cancer du sein et
avant le cancer du poumon. |l représente 12,2% de I'ensemble des cancers incidents

féminins (Figure 2).

Chez les hommes comme chez les femmes, une trés large majorité des nouveaux cas de
cancer du colon-rectum estimés en 2012 surviennent chez les personnes agées de 50 ans et

plus.

Avant 50 ans, les taux d’incidence sont faibles et proches entre les deux sexes, puis les taux
augmentent avec I'age, plus rapidement chez 'lhomme que chez la femme. L’age médian au
diagnostic a été estimé a 71 ans chez 'homme et 75 ans chez la femme [Institut National Du
Cancer, 2014].
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Figure 2: Classement des cancers par incidence estimée en 2012 en France métropolitaine par
localisations selon le sexe. Par sa fréquence, le CCR est en deuxiéme place chez les femmes aprés le
cancer du sein et en troisieme chez les hommes aprés les cancers de la prostate et du poumon [Institut

National Du Cancer].
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Mortalité : Avec environ 17 722 décés estimés en 2012 (dont 52% chez 'lhomme), le cancer
du colon-rectum se situe, tous sexes confondus, au deuxiéme rang des décés par cancer
derriére le cancer du poumon (29 949 déces) et devant le cancer du sein (11 886 déceés). Il

représente prés de 12% de 'ensemble des décés par cancer.

Chez 'lhomme, la mortalité par cancer colorectal se situe au deuxiéme rang des décés par
cancers masculins, avec 9 275 déceés estimés en 2012, loin derriére le cancer du poumon
(21 326) et juste avant le cancer de la prostate (8 876). Il représente prés de 11% des décés

par cancers masculins.

Chez la femme, il se situe au troisiéme rang (8 447 décés), derriere le cancer du sein
(11 886) et le cancer du poumon (8 623). Il représente environ 13,5% des décés par cancers

féminins.

La répartition de la mortalité en fonction de I'dge est similaire a celle de l'incidence. Environ
80% des déces par cancer colorectal surviennent chez les hommes de 65 ans et plus, cette

proportion est de 85% chez les femmes [Institut National Du Cancer] (Figure 3).

Hommes Femmes

]

Lévre, cavité orale, ph
Ovaire

Systéme nerveux cen
Corpsde 'utérus
Mélanome de la pea
Colde I'utérus

Laryi
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Testicule

[ T T T T 1 T T T T 1

25 000 20000 15 000 10000 5000 i] 5 000 10 000 15 000 20000 2500

Figure 3 : Classement des différents cancers par mortalité estimée en 2012 en France métropolitaine par
localisations selon le sexe. Chez les hommes le cancer du poumon est en premiére place par sa mortalité
alors que chez les femmes la premiére place est occupée par le cancer du sein [Institut National Du

Cancer].
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1.1.1.2. Dans le monde

Le CCR est le troisieme cancer le plus fréquent survenant chez les hommes et le deuxiéme
chez les femmes ; il constitue 9,2% de I'ensemble des cas de cancer au monde chez les
hommes et les femmes. Environ 8,5% de la mortalité totale associée au cancer dans le
monde entier est attribuée au CCR [Wilmink et al, 1997].

En Australie, en Nouvelle Zélande, au Canada, aux Etats-Unis et en Europe, l'incidence du
CCR est haute ; en revanche en Chine, en Inde et en Afrique, l'incidence est plus basse.

Une forte augmentation est remarquée en Europe et au Japon [Boyle et al, 2000].

En Inde, en 2012, le nombre des nouveaux cas chez les hommes a été de 36 917 et chez
les femmes de 27 415 ; la mortalité a été de 27 814 cas chez les hommes et de 20 789 chez

les femmes [World Health Organization, 2012].

Entre les deux sexes, lincidence du CCR est presque la méme avec une légére
prédominance chez les hommes.

Dans le monde, la mortalité liée aux CCR est de 394 000 par an.

Aux Etats-Unis, la mortalité de ce cancer occupe la deuxiéme place chez les femmes et les

hommes (Figure 4) [Centers for Disease Control and Prevention, 1999-2005].

Aux Etats-Unis et en Europe, depuis les 30 derniéres années, on observe une augmentation
significative des cas de CCR, qui peut étre expliquée d’une part par une augmentation des
facteurs de risque et d’autre part par une amélioration des méthodes de dépistage (Figure
4).
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Estimated New Cases

Prostate 220,800 26% Breast 231,840 29%
Lung & bronchus 115,610 14% Lung & bronchus 105,590 13%
Colon & rectum 69,090 8% Colon & rectum 63,610 8%
Urinary bladder 56,320 7% Uterine corpus 54,870 7%
Melanoma of the skin 42,670 5% Thyroid 47,230 6%
Non-Hodgkin lymphoma 39,850 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,000 4%
Kidney & renal pelvis 38,270 5% Melanoma of the skin 31,200 4%
Oral cavity & pharynx 32,670 4% Pancreas 24120 3%
Leukemia 30,900 4% Leukemia 23,370 3%
Liver & intrahepatic bile duct 25510 3% Kidney & renal pelvis 23,290 3%
All Sites 848,200 100% All Sites 810,170 100%
Estimated Deaths

Males  Females
Lung & bronchus 86,380 28% Lung & bronchus 71,660 26%
Prostate 27,540 9% Breast 40,290 15%
Colon & rectum 26,100 8% Colon & rectum 23,600 9%
Pancreas 20,710 % Pancreas 19,850 7%
Liver & intrahepatic bile duct 17,030 5% Ovary 14,180 5%
Leukemia 14,210 5% Leukemia 10,240 4%
Esophagus 12,600 4% Uterine corpus 10,170 4%
Urinary bladder 11,510 4% Non-Hodgkin lymphoma 8310 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,480 4% Liver & intrahepatic bile duct 7,520 3%
Kidney & renal peivis 9,070 3% Brain & other nervous system 6,380 2%
All Sites 312,150 100% All Sites 277,280 100%

Figure 4 : Place des CCR parmi les cancers les plus fréquents aux Etats-Unis en 2015, chez les hommes
et femmes. Le CCR est le quatrieme cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les hommes et

femmes, aprés les cancers du sein, de la prostate et des poumons aux Etats-Unis [Siegel et al, 2015].

16



1.1.2. Survie et Pronostic

La survie face au CCR dépend fortement du stade de découverte de la maladie : plus le

cancer est découvert dans les stades précoces, plus la survie est longue.

Survie nette (c'est-a-dire celle qu'on observerait si la seule cause de décés des personnes
atteintes de cancer était le CCR) en 2008 (diagnostics portés entre 1989 et 2004) :
e Globale:79 % a1an, 56 % ab5ans, 50 % a 10 ans.
e Chezles hommes: 80% a1an,56 %abans, 48 % a 10 ans.
e Chez les femmes :79 % a 1 an, 57 % a 5 ans, 52 % a 10 ans [World Health
Organization, 2012].

Depuis 1960, la survie face a ce cancer a augmenté. Dans les pays plus développés, la
survie est plus élevée ; cet événement peut étre expliqué par la différence de développement

des méthodes de dépistage, diagnostic et de traitement.

Le CCR n’a pas de signes cliniques accentués et, pour cette raison, ces cancers ne sont pas
souvent trouvés dans les stades précoces mais déja en stade métastatique. Dans certains

cas ce sont les métastases qui révélent les CCR primitifs.

Les métastases sont observées dans 40 a 60% des cas de CCR ; dans 25% des cas, ces
métastases sont synchrones c'est-a-dire qu’elles sont déja présentes au moment du
diagnostic. Environ 30 a 50% des patients atteints de CCR développent des métastases
hépatiques, qui sont responsables de deux tiers des décés par ce cancer [Abdalla et al,
2006].

Les localisations extrahépatiques sont plus rares et sont des facteurs de mauvais pronostic.
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1.1.3. Classification
La classification de CCR est réalisée par deux méthodes :

1. La classification la plus connue du CCR est la classification TNM (Tumor, Nodes,

Metastasis).

Pour déterminer le stade de cancer, il faut mesurer son étendue et pour cela il faut
déterminer 3 critéres principaux :

o Taille et profondeur de la tumeur (T)

¢ Atteinte ou non des ganglions lymphatiques et nombre de ganglions atteints (N)

e Présence ou non de métastases (M) (Figure 5).

Tx Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

T0  Pas de signes de tumeur primitive
Tis Carcinome in situ : intra-&pithélial ou envahissant la lamina propria

T1  Tumeur envahissant la sous-mugueuse
T2  Tumeur envahissant la musculeuse

Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péricoligues et péri-
T3 . .
rectaux non péritonéalisés

T4a : Tumeur perforant le péritoine viscéral

T4b : Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures

Nx  Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales
N0 Pas de métastase ganglionnaire régionale

N1a Métastase dans 1 ganglion lymphatique régional

N1b Métastase dans 2 4 3 ganglions lymphatiques régionaux

Module(s) tumoraux, c-&-d satellite(s) dans la sous-séreuse, ou dans les
N1c tissus non péritonéalisés péricoliques ou périrectaux sans métastase
ganglionnaire régionale

N2a Métastase dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux
N2b Meétastase dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux

MO0 Pas de métastases i distance

Mia Métastase localisée a un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s)
lymphatigue(s), autre que régional

M1b Métastases dans plusieurs organes ou péritonéales

Figure 5: 7éme classification TNM pour les CCR. Pour évaluer I’étendue d’un cancer colorectal, trois
critéres sont pris en compte : la taille et la profondeur de la tumeur (T), I’atteinte ou non des ganglions
lymphatiques et le nombre de ganglions atteints (N) et la présence ou non de métastases (M) [Sobine et
al, 2010].
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2. A partir de la classification TNM, les CCR sont ensuite classés en stades.

Stade 0 Tis NO MO
Stade I T1, T2 NO MO
Stade IT T3, T4 NO MO
Stade ITA T3 NO MO
Stade IIB T4a NO MO
Stade IIC T4b NO MO
Stade IIT tous T N1, N2 MO
Stade IITA T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
Stade ITIB T3 T4a N1 MO
T2. T3 N2a MO
T1. T2 N?b MO
Stade ITIIC T4a N2a MO
T3 T4a N?b MO
T4b N1. N2 MO
Stade IVA tous T tous N Mla
Stade IVB tous T tous N Mib

Figure 6 : Classification en stade de CCR. Le stade des cancers colorectaux au moment du diagnostic est
généralement exprimé par un chiffre romain allant de 0 a IV. Plus le stade est élevé, plus la maladie est

avancée et moins le diagnostic clinique est favorable [Sobine et al, 2010].

Plus le stade est avancé, plus le pronostic de la maladie est grave et la survie est courte
(Annexe 1).
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1.1.4. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs de risque sont associés avec le CCR. Les facteurs de risque que l'individu
ne peut pas contrbler sont l'age et les facteurs héréditaires.
Il existe également un grand nombre de facteurs de risque liés a I'environnement et au mode

de vie qui peuvent étre contrélés (Figure 7).

5 %

a Cancer colorectal sporadique

u Cancer colorectal lig a
des antecedents familiauwx

B Gcancer colorectal lié a
une maladie genstique

Figure 7 : Répartition en % des formes de CCR. 70% sont des CCR sporadiques, 25% sont liés a des

antécédents familiaux et 5% sont liés a une maladie génétique [Jackson-Thompson et al, 2006].

Facteurs de risque non controlables

Les facteurs héréditaires ont un grand réle : 5 a8 10% des CCR ont une cause héréditaire.
20% des personnes ayant ce cancer ont un membre de leur famille qui a été touché par

cette maladie [Jackson-Thompson et al, 2006] (Figure 7).

Maladie inflammatoire du célon: Les maladies inflammatoires chroniques de [lintestin
(MICI) regroupent deux maladies : la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces
maladies touchent environ une personne sur mille (incidence de 5 cas/100 000 habitants/an)

a un age compris entre 20 et 30 ans (Figure 7).

Age : La probabilit¢ de CCR augmente progressivement aprés 40 ans, et elle augmente
fortement aprés 50 ans [Jong et al, 2005].
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Facteurs de risque contrélables

Facteurs diététiques : Le risque de cancer colorectal est fortement lié avec les habitudes
nutritionnelles. Une nourriture riche en graisse, surtout animale et I'utilisation trés fréquente
de viande rouge augmente la probabilité de cancer. En revanche, la consommation de fruits
et Iégumes diminue la probabilité de CCR [Willett et al, 2005].

Activité physique et obésité : Ces 2 facteurs de risque sont fortement liés a I'apparition de
CCR. L’activité physique améliore le métabolisme, la motilité des intestins et I'apport

d’oxygene aux cellules [Zisman et al, 2006].

Tabagisme : L'influence du tabac sur le cancer du poumon a été trés bien montrée mais le
tabagisme a également une grand influence sur le CCR : dans presque 12% des cas de

CCR, les malades sont des fumeurs [Zisman et al, 2006].

Consommation d’alcool : La consommation d’alcool augmente le risque d’apparition d’'un
CCR. Le métabolite de l'alcool, I'acétaldéhyde, a des propriétés carcinogénes. Il a été
montré également que l'alcool peut faciliter I'entrée dans la cellule d’autres cancérigénes
[Poschl G et al, 2004].
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1.1.5. Signes cliniques

Les CCR peuvent rester trés longtemps cachés, car ils ne provoquent pas de symptomes

particuliers ; les symptédmes apparaissent souvent une fois que la tumeur attaque des tissus

et organes voisins.

Des troubles du transit intestinal :

Constipation soudaine ou qui s’aggrave

Diarrhée qui se prolonge

Augmentation du volume abdominal

Selles plus étroites que d’habitude

Besoin pressant et continuel d’aller a la selle (en particulier le matin)

Tension au niveau du rectum ou sensation qu’il est plein

Sensation d’évacuation incompléte ou de fausse envie d’aller a la selle, méme juste
apres y étre allé

Efforts d'expulsion des selles douloureux et inefficaces

Vomissements

Des saignements

Les selles peuvent étre recouvertes ou mélées de sang rouge clair, trés foncé ou noir

(si le sang est digéré dans le célon).

Des symptomes plus rares

Des glaires émises par I'anus

Anémie (baisse du nombre de globules rouges)

Occlusion intestinale

Péritonite

Coloration jaunatre de la peau et des muqueuses (s’il y a une occlusion)

Altération de I'état de santé général (perte d’appétit, amaigrissement, fatigue)
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1.1.6. Dépistage et diagnostic

Il est trés important de diagnostiquer le CCR dans les stades précoces pour pouvoir assurer
la meilleure prise en charge. Il existe plusieurs options afin de procéder a un dépistage
précoce du CCR.

Son dépistage fait appel a deux procédures distinctes.

Un programme de dépistage organisé communautaire : proposé dans le cadre d'une
campagne nationale. Ce test est réalisé tous les 2 ans chez des sujets &gés de 50 a 74 ans
asymptomatiques. L'Union Européenne recommande le dépistage par le test Hemoccult II.
L’'incidence du CCR est réduite grace a ce test, dont le but est de mettre en évidence la

présence d’'un saignement occulte dans les selles.

Un dépistage individuel opportuniste: si le médecin consultant a identifié des
antécédents personnels ou familiaux de sur-risque de CCR ou des signes fonctionnels

nécessitant la mise en ceuvre de la procédure de dépistage individuel par coloscopie.

La coloscopie permet de visualiser la totalité du cblon et du rectum, pour chercher la
présence d’anomalies pré-néoplasiques et de réaliser dans le méme temps une exérése et
une biopsie des tumeurs et/ou des polypes. A partir de cet examen, une stratégie

thérapeutique et un suivi adapté seront mis en place.

Sur la période 2012-2013, 18 millions de personnes agées de 50 a 74 ans ont été invitées a
se faire dépister. Cing millions d’entre elles ont réalisé le test, soit un taux de participation de
31%. Elle reste toutefois inférieure aux recommandations européennes de 45% au minimum.
Cette participation est plus élevée chez les femmes (32,8%) que chez les hommes (29,1%),

quelle que soit la tranche d’age observée [Institut National Du Cancer].

Le Plan cancer 2014-2019 prévoit 'optimisation du dépistage organisé du cancer colorectal
par le déploiement du test immunologique. Ce test repose sur la détection de la présence
d’hémoglobine humaine dans les selles grace a l'utilisation d’anticorps. Son déploiement a
été décidé a la suite de l'avis favorable de la Haute Autorité de santé (HAS, 2008) et au
rapport de 'INCa (INCa, 2011).

Les tests immunologiques permettent de détecter des saignements plus faibles. Enfin, du fait
de sa performance accrue et d’une forme plus simple d’utilisation, I'introduction du test
immunologique a un impact sur son acceptabilit¢ par la population et donc sur la

participation au programme.
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1.1.7. Traitement du CCR métastatique et son évolution

Les stratégies thérapeutiques du CCR (avec ou sans métastases) continuent a retenir
I'attention des chercheurs. De nombreux travaux sont menés pour améliorer la prise en

charge de ce cancer et augmenter la survie des patients.

Pendant quelques dizaines d’années, le principal médicament utilisé dans le traitement des

CCR métastatiques a été le 5 Fluorouracile (5-FU).

Le 5-FU est un antimétabolite pyrimidique qui agit principalement sur la syntheése d'’ADN
(Acide Désoxyribonucléique) sous forme de 5 fluorodésoxy-uracile monophosphate (5-
FAUMP) en bloquant l'activité de la thimidylate synthase. De plus, un autre de ses
métabolites 5-fluorouridine triphosphate (5-FUTP) a la capacité de s'incorporer dans divers

types d’Acide RiboNucléique (ARN). La transcription se fera de maniére erronée.

L’ajout au 5-FU d’acide folinique, d’Oxaliplatine et d’lrinotécan a permis d’améliorer le taux
de réponse (RR), la survie sans progression (PFS) et la survie globale (OS) chez les patients
atteints d’'un CCR métastatique [Grothey et al, 2005] (Figure 8).

L’Oxaliplatine est un agent alkylant synthétisé dés les années 70. Il interagit principalement
au niveau de I'ADN, induisant des lésions primaires (adduits) qui bloquent sa réplication et
sa transcription en ARN. Le type le plus fréquent d’adduits est représenté par les ponts
intrabrins, qui établissent des liaisons covalentes irréversibles entre deux résidus guanines.
L’Oxaliplatine fait partie du protocole FOLFOX, qui est largement utilisé dans le traitement
des CCR (FOLFOX = Oxaliplatine + acide folinique + 5-FU).

L’lrinotécan est un dérivé hémisynthétique de la camptothécine. Il s'agit d'un agent
antinéoplasique qui agit comme inhibiteur spécifique de I'ADN topo-isomérase 1, qui entraine
des cassures de I'ADN simple brin en bloquant la réplication de [I'ADN.
L’lrinotecan fait partie du protocole FOLFIRI, qui est largement utilisé dans le traitement des
CCR (FOLFIRI = Irinotecan + acide folinique + 5-FU). [Vanhoefer et al, 2001].
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Figure 8 : Relation entre I’'OS et le pourcentage de patients recevant du 5-FU, de I'lrinotécan et de
I’Oxaliplatine. Il existe un lien entre I’OS et le nombre d’agents cytotoxiques utilisés ; I’'OS augmente chez

les patients recevant du 5-FU, de I'lrinotécan et de I’Oxaliplatine [Grothey et al, 2005].

1.1.71. Les chimiothérapies avec les cytotoxiques traditionnels

Pour les patients avec des métastases plus limitées et accessibles par chirurgie (foie,
poumon), le but de l'utilisation de la chimiothérapie est également d’obtenir une résécabilité

des foyers tumoraux.

Pour le traitement du CCR métastatique, une association de plusieurs agents cytotoxiques
doit étre envisagée afin d’obtenir un contréle de la maladie, une stabilisation, voire une

régression.

Actuellement le traitement de premiére ligne d’'un CCR est assez agressif pour la tumeur et
comporte au minimum deux agents cytotoxiques. Dans le protocole FOLFOX, I'Oxaliplatine
est associée au 5-FU tandis que dans le protocole FOLFIRI, c’est I'lrinotécan qui est associé
au 5-FU.

L’association de 5-FU (ou de sa prodrogue) avec I'Oxaliplatine ou I'association de 5-FU avec
I'lrinotécan constituent les principaux traitements utilisés en premiére ligne contre les CCR
métastatiques. Le choix entre [I'Oxaliplatine ou [Ilrinotécan dépend de [I'état
physiopathologique du patient au regard des toxicités pouvant étre rencontrées.

Les études ont montré que Il'utilisation du protocole FOLFIRI versus FOLFOX ne change pas
énormément les PFS et OS [Tournigand et al, 2004] (Figure 9).
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Figure 9 : Comparaison entre les protocoles FOLFOX versus FOLFIRI dans la premiére ligne de traitement
de CCR. Cette étude a montré que les 2 protocoles ne donnent pas une énorme différence en matiére de
PFS (8.5 vs8.0) et OS (21.5 vs20.6) [Tournigand et al, 2004].

L’utilisation de trois agents de chimiothérapie a également été envisagée, notamment dans
le protocole FOLFOXIRI et FOLFIRINOX (5-FU, Oxaliplatine et Irinotécan). Dans une étude
de phase lll réalisée en 2007, les taux de réponse complets et partiels, le taux de résection
compléte, la PFS et 'OS ont été significativement améliorés par rapport au protocole
FOLFIRI [Falcone et al 2007]. Cependant, une autre étude tend a prouver le contraire, avec
aucun bénéfice significatif de I'utilisation du protocole FOLFOXIRI par rapport au protocole
FOLFIRI [Souglakos et al, 2006].
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1.11.7.2. Anticorps monoclonaux, protéines de fusion
recombinantes et inhibiteurs de kinases utilisés dans le traitement

des CCR métastatiques

En 1975, Kohler et Milstein ont découvert la technique des hybridomes qui a permis la

production d’anticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre une cible unique.

Parmi les anticorps monoclonaux actuellement sur le marché, plusieurs spécialités ont été
développées en canceérologie, dont 5 ciblent directement ou indirectement les récepteurs a
tyrosine kinase. On compte parmi ces 5 spécialités deux anticorps anti EGFR : Cetuximab

(Erbitux®) et Panitumumab (Vectibix®) ; un anticorps anti HER2 : Trastuzumab (Herceptin®)
et un anticorps anti VEGF : Bevacizumab (Avastin®). Ces biothérapies ciblent spécifiquement
les récepteurs aux facteurs de croissance épidermiques (EGF) (Panitumumab, Cetuximab)

ou les facteurs vasculaires endothéliaux (VEGF) (Bevacizumab, Aflibercept).

Les molécules anti EGFR utilisées en association avec la chimiothérapie dans le traitement
des CCR métastatiques sont des anticorps monoclonaux spécifiquement dirigés contre le
récepteur a 'EGF (EGFR).

1.1.7.3. Le Panitumumab

Le premier anticorps monoclonal anti EGFR qui a été obtenu était le Panitumumab,
commercialisé sous le nom de Vectibix® par le laboratoire AMGEN, & partir d'une lignée

cellulaire de mammifére par la technique de I'ADN recombinant.

En 2014, il a été montré que les patients portant les mutations sur les exons 2, 3 et 4 de
KRAS répondent moins bien a un traitement par I'association Panitumumab/FOLFOX4 qu’a
un traitement FOLFOX4 seul [Douillard et al, 2014] (Figure 10).

En revanche, les patients sauvages dits « wild-type », c'est-a-dire ne portant pas de mutation
sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS répondent mieux au traitement Panitumumab/FOLFOX
qu’au traitement FOLFOX seul [Douillard et al, 2014] (Figure 10) (Figure 11).
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Figure 10 : Comparaison de survie globale entre les 2 traitements : Panitumumab/FOLFOX4 et FOLFOX4,
chez les patients avec des CCR métastatiques portant ou pas les mutations sur I’exon 2 du géne KRAS.
Figure A : La survie globale chez les 445 patients avec un CCR wild-type. Le temps de survie global pour
Panitumumab-FOLFOX4 compris entre 20.3 et 27.7 mois (moyenne : 23.9 mois) et pour FOLFOX4 seul
entre 17.6 et 22.7 mois (moyenne : 19.7 mois) [p = 0.17].

Figure B : La survie globale chez 256 patients avec un CCR portant les mutations sur les exons 2, 3 et 4
de KRAS. Le temps de survie global pour Panitumumab-FOLFOX4 compris entre 13.1 et 17.6 mois
(moyenne : 15.5 mois) et pour FOLFOX4 seul entre 16.5 et 21.7 mois (moyenne : 19.2 mois) [p= 0.14]
[Douillard et al, 2014].
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Figure 11 : Comparaison de temps de survie entre les traitements Panitumumab/FOLFOX4 et FOLFOX4,
chez les patients avec des CCR métastatiques portant ou pas les mutations sur I’exon 2 du géne KRAS.
Figure A : La survie sans progression chez les 550 patients avec un CCR wild-type. Le temps de survie
sans progression pour Panitumumab-FOLFOX4 compris entre 9.3 et 11.4 mois (moyenne 10.1 mois) et
pour FOLFOX4 seul entre 7.5 et 9.5 mois (moyenne : 8.6 mois) [p = 0.008].

Figure B : La survie sans progression chez 400 patients avec un CCR portant les mutations sur les exons
2, 3 et 4 de KRAS. Le temps de survie global pour Panitumumab-FOLFOX4 compris entre 6.8 et 8.1 mois
(moyenne : 7.4 mois) et pour FOLFOX4 seul entre 8.1 et 9.9 mois (moyenne : 9.2 mois) [p = 0.005]
[Douillard et al, 2014].
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La présence ou I'absence des mutations RAS a une grande influence sur l'efficacité de

Panitumumab dans 'organisation du traitement du CCR (Figure 12).
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Figure 12: Réle du RAS dans le mécanisme d’action du Panitumumab. Le Panitumumab bloque
I'activation de I'EGFR. Avec le RAS de type sauvage (wild-type), le traitement par Panitumumab se traduit
par l'inhibition du signal a I'origine de la prolifération, de I'angiogenése et de la formation de métastases.
Lorsque les génes RAS sont mutés, Panitumumab n'a aucun effet car les génes KRAS ou NRAS
produisent alors des intermédiaires protéiques déviants, transmettant en continu des signaux actifs en
aval de FEGFR, méme si le récepteur EGFR est inhibé [Douillard et al, 2014].

1.1.7.4. Le Cetuximab

Le Cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique anti EGFR de type IgG,, qui a été
commercialisé sous le nom Erbitux® par les laboratoires Merck-Serono. Il a d’abord été utilisé
chez tous les patients atteints d’'un CCR puis, comme le Panitumumab, son indication a été
restreinte d’abord aux patients wild-type pour les codons 12 et 13 de KRAS, puis aux

patients « super wild-type », sans mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS.

L’étude CRYSTAL a observé l'intérét de l'association du Cetuximab au protocole de type
FOLFIRI chez les patients atteints d'un CCR métastatique. Cette étude a montré que I'ajout
de Cetuximab chez les patients était significativement bénéfique sur la survie sans
progression mais pas sur la survie globale [Van Cutsem et al, 2009], (Figure 13).
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Figure 13 : Comparaison de survie sans progression et de survie globale, chez les patients avec un CCR
le traitement FOLFIRI et Cetuximab/FOLFIRI.

Figure A: La survie sans progression chez 1198 patients avec un CCR. Le temps de survie sans

avec ou sans présence des mutations, avec
progression pour le Cetuximab/FOLFIRI est compris entre 8.0 et 9.5 mois (moyenne : 8.9 mois) et pour
FOLFIRI seul entre 7.6 et 9.0 mois (moyenne : 8.0 mois), [p = 0.048].

Figure B : La survie globale chez 1198 patients avec un CCR. Le temps de survie globale pour le
Cetuximab/FOLFIRI est compris entre 18 et 21.3 mois (moyenne : 19.9 mois) et pour FOLFIRI seul entre
16.6 et 19.8 mois (moyenne : 18.6 mois) [p = 0.31].

Figure C : La survie sans progression chez 348 patients avec un CCR wild type. Le temps de survie sans
progression pour le Cetuximab/FOLFIRI est compris entre 8.7 et 14.6 mois (moyenne : 9.9 mois) et pour
FOLFIRI seul entre 7.4 et 9.9 mois (moyenne : 8.7 mois) [p = 0.02].

Figure D : La survie globale chez 348 patients avec un CCR wild type. Le temps de survie globale pour le
Cetuximab-FOLFIRI est compris entre 18 et 21.3 mois (moyenne : 19.9 mois) et pour FOLFIRI seul entre

22.2 et 27.8 mois (moyenne : 21 mois) [Van Cutsem et al, 2009].
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1.1.7.5. Le Bevacizumab

Le Bevacizumab, commercialisé sous le nom Avastin® par le laboratoire Roche, est un
anticorps monoclonal de type IgG; spécifiquement dirigé contre le facteur de croissance
vasculaire de type A (VEGF A). La capture du VEGF par le Bevacizumab va empécher
l'activation des récepteurs au VEGF (VEGFR-1 et VEGFR-2), ce qui confere a cette
molécule une activité antiangiogénique. Le Bevacizumab est utilisé en association avec la
chimiothérapie dans le traitement de premiére ligne des CCR métastatiques, mais également
dans les cancers du sein, les cancers rénaux, les cancers de l'ovaire et les cancers

bronchiques.

L’étude E3200, combinaison du Bevacizumab avec I'Oxaplatine, le 5-FU et I'acide folinique
(FOLFOX4) en seconde ligne de traitement chez les patients atteints d’'un CCR métastatique
a démontré un bénéfice significatif sur la survie globale (12.9 mois avec bevacizumab +
FOLFOX4, 10.8 mois avec FOLFOX4 seul et 10.2 mois avec Bevacizumab seul, [p= 0.0011]
et sur la survie sans progression (7.3 mois avec Bevacizumab + FOLFOX4, 4.7 mois avec
FOLFOX4 seul et 2.7 mois avec Bevacizumab seul, [P<0.001]). Les effets indésirables les
plus fréquents du Bevacizumab ont été [I'hypertension, des saignements et des

vomissements [Giantonio et al, 2007].

L’étude ML18147 a montré que le maintien du Bevacizumab en seconde ligne aprés une
premiere ligne de chimiothérapie en comportant déja a prolongé significativement la survie
globale (11.2 mois avec Bevacizumab, 9.8 mois sans Bevacizumab, [p = 0.0062]) et la survie
globale sans progression (5.7 mois avec Bevacizumab, 4.1 mois sans Bevacizumab,
[p<0.001]) et cela indépendamment du statut mutationnel du géne KRAS [Bennouna et al,
2013], [Petrelli et al, 2013].

Enfin, l'utilisation du protocole FOLFIRINOX en association avec le Bevacizumab s’est
révélée prometteuse chez des patients réfractaires aux autres thérapeutiques, avec

notamment une survie globale de 11.9 mois [Chaix et al, 2014].

A ce jour, il n’existe pas de biomarqueur validé prédictif de réponse au Bevacizumab.
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1.1.7.6. L’Aflibercept

L’Aflibercept, commercialisé sous le nom Zaltrap® par les laboratoires Sanofi, est une
protéine de fusion issue du génie moléculaire capable d’emprisonner le VEGF de type A et
B. Cette molécule posseéde 'AMM en seconde ligne de traitement du cancer colorectal

métastatique.

L’étude VELOUR a montré que l'ajout de I'Aflibercept a un protocole de type FOLFIRI en
seconde ligne, aprés une premiére ligne contenant de I'Oxaliplatine, permet d’augmenter de
maniére significative la survie sans progression (6.9 mois avec Aflibercept + FOLFIRI, 4.67
mois avec FOLFIRI seul, [p<0.001]) et la survie globale (13.5 mois avec Aflibercept +
FOLFIRI, 12.6 mois FOLFIRI seul, [p = 0,0032]) [Van Cutsem et al, 2012].

Comme pour le Bevacizumab, il n’existe pas a ce jour de biomarqueur prédictif validé de

réponse au traitement.

1.1.7.7. Regorafenib

Le Régorafenib est un inhibiteur de tyrosine kinase multicible (VEGF 1, 2 et 3, TIE2, RET,
RAF-1, BRAF, PDGFR et FGFR). Il est commercialisé sous le nom de Stivarga® par le

laboratoire Bayer Pharma.

Il est aujourd’hui indiqué en troisieme ligne de traitement dans les CCR métastatiques suite
aux résultats de I'étude CORRECT qui comparait son utilisation a des soins de support chez
des patients en derniére ligne de traitement. La survie globale s’est révélée significativement
meilleure chez les patients traités par Régorafenib (6.4 mois avec Régorafenib, 5.0 mois
placebo, [p = 0,0052]) [Grothey et al, 2013].

Il n'existe pas a ce jour de biomarqueur prédictif validé de réponse au traitement.
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1.1.7.8. Influence de I'évolution des traitements sur la survie

globale chez les patients atteints d’un CCR métastatique

En 30 ans, I'évolution des traitements du CCR métastatique a permis d’augmenter la survie
globale de maniére considérable. Etant une maladie avec un pronostic trés sombre avec une
espérance de survie courte de I'ordre de 6 mois, les dernieres études font désormais état

d’une survie globale dépassant les 30 mois (Figure 14).
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Figure 14 : Evolution de la survie globale de 1976 a nos jours. L’utilisation d’une mono chimiothérapie,
puis l'association de plusieurs cytotoxiques et enfin de thérapies ciblées ont permis de multiplier
quasiment par 6 la survie globale médiane des patients atteints de CCR métastatiques [Harlé Alexandre,
these, 2014].
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1.11.7.9 La prise en charge standard actuelle du cancer colorectal

métastatique

La prise en charge du CCR est faite actuellement selon le statut RAS (présence ou absence
des mutations KRAS, NRAS et BRAF).

En premiére ligne, pour les patients en bonne forme physique, le traitement combine
d’emblée la chimiothérapie a une thérapie ciblée (antiangiogénique ou anti EGFR pour les
patients RAS sauvage). En matiére de chimiothérapie, les protocoles a base de
fluoropyrimidine (5-FU notamment) en association avec un inhibiteur de topoisomérase
(Irinotécan) tel que FOLFIRI, ou de platine (Oxaliplatine) tel que FOLFOX sont le plus
couramment utilisés. Le choix entre les protocoles FOLFOX ou FOLFIRI est essentiellement
dicté par la thérapie ciblée qui sera associée a la chimiothérapie ainsi qu’a I'appréciation du
praticien ; en revanche, si en premiére ligne les patients ont eu le FOLFOX, ils recevront le

plus souvent FOLFIRI en deuxiéme ligne, et vice versa.

Chez les patients qui présentent les mutations KRAS et/ou NRAS, la chimiothérapie
(FOLFOX ou FOLFIRI) est systématiquement combinée au Bevacizumab (anti VEGF) (PFS:

10,6 mois ; OS: 20,3 mois), les anti EGFR ne sont pas efficaces dans ces sous-groupes.

Chez les patients RAS sauvage (les patients qui ne présentent pas les mutations KRAS
et/ou NRAS) le traitement consiste en la combinaison de la chimiothérapie au Bevacizumab
(anti VEGF) ou au Cetuximab (anti EGFR). L'étude AIO KRK-0306 a montré que les patients
RAS sauvage présentent une réponse similaire (méme efficacité en matiére de PFS et OS)
quelle que soit la combinaison initialement retenue. De facon intéressante, d’autres études
ont montré que Bevacizumab en association avec la chimiothérapie est plus efficace pour les
cancers du cdlon droit alors que le Cetuximab associé a la chimiothérapie est plus efficace

pour les cancers localisés au niveau du cdlon gauche.

Pour les patients présentant les mutations BRAF, le protocole de chimiothérapie le plus
souvent utilisé est le FOLFOXIRI : une triplette de chimiothérapie (5FU + Oxaliplatine +
Irinotécan) si, bien sdr, I'état du patient le permet étant donné l'agressivité de ce sous-type
de CCR. Dans I'étude PRIME il a été notamment montré que ce protocole est plus efficace
que FOLFOX ou FOLFIRI (PFS : 5.5 mois versus 7.5). Pour ces patients le standard de
traitement en premiére ligne est la combinaison de FOLFOXIRI avec Bevacizumab (PFS :
7,5 mois; OS : 19,0 mois) (Tableau 1).
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En deuxiéme ligne le traitement est réalisé en combinant la chimiothérapie avec la thérapie

ciblée (antiangiogénique ou anti EGFR pour les patients RAS sauvage).

Chez les patients qui présentent les mutations KRAS et/ou NRAS la chimiothérapie est
systématiquement combinée au Bevacizumab (Avastin®) ou a I'Aflibercept (Zaltrap®) (anti

VEGF), alors que les anti EGFR ne sont pas efficaces dans ces sous-groupes.

Chez les patients RAS sauvage le choix de traitement est lié au traitement que le patient a

eu en premiére ligne :

e Les patients ayant eu en premiére ligne la combinaison de chimiothérapie avec
Bevacizumab peuvent bénéficier de la chimiothérapie (FOLFOX ou FOLFIRI) avec

Cetuximab ou la chimiothérapie avec Bevacizumab

o Les patients ayant eu en premiére ligne une chimiothérapie avec Cetuximab auront

en deuxiéme ligne une chimiothérapie combinée avec Bevacizumab (Figure 17).

Les patients présentant les mutations BRAF auront en deuxiéme ligne un anti EGFR +/-
chimiothérapie. La chimiothérapie est allégée et a la place du protocole FOLFOX ou
FOLFIRI, I'lrinotécan ou I'Oxaliplatine seuls seront administrés (Irinotécan le plus souvent).
Cet allegement de la chimiothérapie est expliqué par le mauvais pronostic, (en général I'état

de santé de ces patients est bien dégradé déja en deuxiéme ligne) (Tableau 1).

En troisieme ligne le traitement du CCR métastatique chez les patients KRAS muté et
BRAF muté est réalisé essentiellement avec Régorafenib (Stivarga®) ou TAS-102

(Lonsurf®) combinant cette thérapie avec la thérapie support (Best Supportif Care).

Chez les patients RAS sauvage le choix de traitement est également Régorafenib
(Stivarga®) ou TAS-102 (Lonsurf®) ; en revanche en troisiéme ligne, si I'état de santé du
patient le permet, il est envisageable d’administrer le Cetuximab en le combinant avec la

chimiothérapie (Irinotecan essentiellement) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Prise en charge standard du CCR métastatique. Les différentes études réalisées pour mettre
en évidence l'efficacité des différents protocoles existants pour la réalisation de traitements de CCR

métastatiques. Globalement le tableau montre que les anti EGFR sont efficaces en cas de CCR

métastatique RAS Wild type tandis que Bevacizumab en combinaison avec les protocoles

FOLFOX/FOLFIRI est efficace sans tenir compte du statut RAS de cancer.

4th-line

FOLFOX or FOLFIRI +
Bevacizumab [Avastin®)
'F5: 10,6 ma; 05: 20,3 mo]

FOLFOX or FOLFIRI+
izumab [Avastin®)or
Aflibercept (Zaltrap®)

FOLFIRI or FOLFOX +
Bevacizumab [Avastin®)
[PF5: 10,6 mao; 05: 20,3 mo]

FOLFOX or FOLFIRI+
Cetuximab (Erbitux®) or
Panitumumab [Vectibix®)
[PFS: 7mo; 05: 18 mo]

afenib (Sti B
:AS_E]:]IZ [[| fvarga®) or Rego ib (Stivarga®) or Cetuximab (Erbitux®) or Regorafenib (Stivarga®) or | Regorafenib (Stivarga®) or
[PES: 2 mo; OS: ?m:r} TAS-102 (Lonsurf®) Panitumumab (Vectibix®) + TAS-102 (Lonsurf®) TAS-102 (Lonsurf®)

Regorafenib (Stivarga®) or
TAS-102 (Lonsurf®)

[PF5:2 mo; 05: 7 mo]

Regorafenib (Stivarga®) or
TAS-102 (Lonsurf®)

FOLFOX or FOLFIRI +
Bevacizumab (Avastin®) or
Aflibercept (Zaltrap®)
[PF5:9.2 mo; 05: 21,4 mo]

Irinotecan [Campto®)

Regorafenib (Stivarga®) or
TAS-102 (Lonsurf®)

FOLFOX or FOLFIRI+
Cetuximab (Erbitux®) or
Panitumumab (Vectibix®)
[PF5: 8,5 mo; 05: 23,0mo]

FOLFOX or FOLFIRI+
Bevacizumab [Avastin®)
[PF5: 9,2 mo; 05: 21,4 mo]

[PF5: 2 mo; 05: 7 ma]

Regorafenib (Stivarga®) or
TAS-102 (Lonsurf®)

FOLFOXIRI+
Bevacizumab [ Avastin®)
[PF5: 7.5 mo; 05: 19,0 mo]

EGFR inhibitor
+/- Chemotherapy

[PF5: 2 mo; 05: 7 mo]

Regorafenib (Stivarga®) or
TAS-102 (Lonsurf=)
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1.2.0ncogenése colorectale

1.2.1. Les mécanismes de cancérogénese dans le CCR

Le CCR posséde trois formes majeures :

o Héréditaire

e Sporadique

o Familiale
Les mécanismes sous-jacents de la forme familiale ne sont pas bien étudiés, en revanche de
nombreux travaux ont montré que dans les formes héréditaires et sporadiques des mutations
somatiques jouent un grand rble (sequential genetic and molecular events) [Jatin et al,
2013].

Trois mécanismes de cancérogénese ont été identifiés dans le CCR, se traduisant par 3
phénotypes tumoraux différents mais impliquant finalement des voies de signalisation

identiques.

Les 3 phénotypes tumoraux sont :
¢ Phénotype CIN (chromosomal instability)
o Phénotype MSI (microsatellite instability)
o Phénotype CIMP (CpG island methylator) [Markowitz et al, 2009].

.2.1.1. Le phénotype CIN

Le phénotype CIN correspond a 80% des CCR sporadiques. De nombreuses études ont
montré que le CCR peut progresser a partir d'un adénome ou a partir de grands polypes

bénins.

La premiére étape de cancérogénése du CCR est la formation de cryptes aberrantes ;
pendant cette étape il y a une activation de la voie Wnt. Cette étape se traduit par des pertes
alléliques localisées sur le bras court des chromosomes 17 et 8 et sur le bras long des
chromosomes 18 et 22. Ces pertes, associées a des mutations fréquentes dans les mémes
régions, entrainent une inactivation de génes suppresseurs de tumeurs tels que le géne
APC, localisé sur le bras long du chromosome 5, le géne TP53 localisé sur le bras court du
chromosome 17 et le géne KRAS [Pino et al, 2010] (Figure 15).
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Figure 15 : Les étapes de cancérogénése du cancer colorectal. La progression d’'un adénome vers un
carcinome (cancérogénése) commence par I'apparition de cryptes aberrantes (ACF) et progresse jusqu’a

la formation d’un cancer invasif [Pino et al, 2010].

.2.1.2. Le phénotype MSI

En 1993, Manuel Perucho et ses collegues ont effectué I'amplification par PCR de milliers de
séquences issues de cancers du cblon et des échantillons de tissus normaux. Ces études
ont montré que 12% des tumeurs avaient des bandes plus courtes que les autres. Ces
bandes contenaient des éléments simples et répétitifs (microsatellites), principalement la

polyadénine (A,).

Des études ont montré que ces tumeurs se situent principalement dans le célon proximal,
elles sont moins invasives, moins susceptibles de contenir des mutations KRAS ou TP53,
ont une faible différenciation et elles ont été trouvées chez des patients plus jeunes [lonov et
al, 1993].

Parallélement, le laboratoire de Stephen Thibodeau a montré des délétions des séquences
[CA], dans les chromosomes 5q, 15q, 17p et 18q [Thibodeau et al, 1993].

Par ailleurs, d’autres études ont montré que le phénotype MSI est caractérisé par une
instabilité des locus microsatellites secondaires ayant un défaut de réparation des

mésappariements de 'ADN ou systeme MMR (mismatch repair).
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Les tumeurs MSI représentent 15% des CCR. Dans le cadre des CCR sporadiques, la cause
de ce phénotype est une hyperméthylation du géne hMLH1, alors que dans le syndrome de
Lynch, l'altération du systétme MMR est consécutive a une mutation inactivatrice constitutive
d’un des génes suivants : hMSH2, hMLH1, hMSH6 et PMS2 [Shia et al, 2008].

Le déficit du systéme de réparation MMR entraine une apparition de mutations secondaires
au niveau de ces séquences répétées codantes d’'un certain nombre de génes. Il a été mis
en évidence la présence d’insertion ou de délétion conduisant a des décalages du cadre de
lecture dans des génes impliqués dans des voies de contréle du cycle cellulaire, de
'apoptose et de la réparation de 'ADN, tels que TGFR2, BAX et les facteurs de transcription
TCF-4 et E2F4 [Duval et al, 2002] (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation des sous-types des CCR. Les MSI sont liés avec I’hypermutation, I’hyper
méthylation, I'infiltration immune, I’activation des mutations de RAS et BRAF et ils sont localisés dans les
parties proximales de célon. Les tumeurs présentant le phénotype CIN sont plus hétérogénes, elles sont
localisées principalement dans la partie gauche du célon et dans le célon rectum, et ces tumeurs sont

moins immunogéniques et présentant une infiltration stromale plus marquée [Dienstmann et al, 2017].
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.21.3. Le phénotype CIMP

Le phénotype CIMP correspond a une hyperméthylation des cytosines des ilots CpG des
régions promotrices des génes entrainant une inactivation transcriptionnelle de génes

suppresseurs de tumeurs, tel que le géne p16INK4A.

Les enzymes responsables de la méthylation de 'ADN sont les ADN méthyltransférases
(DNMT), dont des taux élevés ont été mis en évidence dans les cellules tumorales coliques.
Parmi ces différents phénotypes de tumeurs, des voies de signalisation intracellulaires sont

activées et peuvent étre identiques.

1.2.2. Signalisation cellulaire dans les CCR

.2.2.1. Les voies de signalisations de 'EGFR

Les récepteurs de la famille HER (Human Epidermal Receptors) jouent un réle déterminant
dans les mécanismes de cancérisation des cellules et ils sont parmi les premiers oncogénes

identifiés.

Dans cette famille, il existe 4 récepteurs homologues. Les récepteurs HER-1 (ou EGFR ou
encore C-erbB), HER-2 (ou C-erbB2), HER-3 (ou C-erbB3) et HER-4 (ou C-erbB4). Ces
récepteurs sont des récepteurs transmembranaires présentant un domaine N-terminal
extracellulaire portant le site de fixation du ligand, un domaine transmembranaire et un

domaine C-terminal intracellulaire qui porte I'activité tyrosine kinase.

De nombreux ligands des récepteurs HER ont été identifiés. En particulier, EGF, TGFa
(Transforming Growth Factor), des amphirégulines, des épirégulines, des facteurs de
croissance pour HER-1 et des hérégulines pour HER-3 et HER-4. Pour HER-2 aucun ligand
n’a été identifié [Linardou et al, 2009] (Figure 17).
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Figure 17 : Les récepteurs de la famille HER. Chaque récepteur de cette famille comporte un domaine
extracellulaire, qui forme des liaisons avec des ligands, un domaine lipophile transmembranaire et un
domaine intracellulaire avec une activité tyrosine kinase. Aucun ligand n’a été identifié pour les

récepteurs HER2 [Linardou et al, 2009].

Le récepteur a 'lEGF (EGFR) ou HER1 ou C-erbB est un récepteur transmembranaire ayant
un réle important dans le développement des tissus d’origine épithéliale ; en revanche les
récepteurs HER2, HER3 et HER4 ont un réle dans le développement des tissus nerveux et

musculaires squelettiques [Singh et al, 2005].

L’activation ’EGFR active la prolifération et la motilité cellulaire, diminue I'apoptose. L'EGFR
joue également un role dans le phénoméne de transition épithélio-mesenchymateuse, dans
la régulation des métalloprotéines matricielles et aussi dans les phénoménes d’angiogenése
tumorale grace a son rble de régulation du VEGF-A (Vascular endothelial growth factor)
[Mendelsohn et al, 2006].

HER1 est une glycoprotéine transmembranaire de 170 kDa qui comporte 3 domaines
distincts : un domaine extracellulaire de 621 acides aminés, il posséde un site de fixation du
ligand du récepteur et deux domaines riches en Cystéine, un domaine transmembranaire de
23 acides aminés, qui comporte une hélice alpha et un domaine intracellulaire de plus de
540 acides aminés, qui posséde une activité tyrosine kinase.

Dans le CCR, I'expression de 'EGFR apparait comme un facteur de mauvais pronostic,

'EGFR intervient dans le développement des tissus d’origine épithéliale.

Des inhibiteurs de kinase sont utilisés pour le traitement du cancer dans le cadre d’une
thérapie ciblée, le Cetuximab et le Panitumumab sont deux anticorps monoclonaux ciblant
spécifiquement EGFR et sont utilisés dans le traitement du CCR métastatique [Van Custem
et al, 2011].
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.2.2.2. Voie des MAPKinases

La voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) est une voie de signalisation
intracellulaire qui joue un réle important dans la régulation de la prolifération, de la survie, de
la différenciation et de la migration cellulaire, ainsi que de I'angiogenése. Elle est
anormalement activée dans de nombreux cancers dont le CCR. Les mécanismes
d’activation de cette voie sont principalement I'activation de récepteurs membranaires tels
que 'EGFR, mais aussi la survenue de mutations somatiques, notamment au niveau des
genes codant pour la protéine RAS qui est a l'origine des activités de phosphorylation de

RAF, MEK et ERK [Liévre et al, 2010] (Figure 18).
D
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Figure 18 : Schéma de la voie RAS/MAPK. L’activation de la voie des MAPK, également appelée « ERK »
(Extracellular signal-Regulated Kinase), débute par I'activation et le recrutement a la membrane par RAS
de la protéine RAF-1. Cette premiére protéine kinase est responsable de I’activation par phosphorylation
de la MAPK-kinase ou MEK (MAPK-ERK-Kinase). A son tour, MEK active de maniére hautement
spécifique, par double phosphorylation, ERK, ce qui entraine sa translocation au niveau du noyau et
I'expression de génes précoces codants pour des facteurs de transcription (c-FOS) et autres (c-MYC, c-
JUN ou JUNB) qui, a leur tour, stimulent I’expression d’'un grand nombre de génes, en particulier ceux de

la cycline D1 et de cdk6 ayant un réle majeur dans I’initiation du cycle cellulaire en G1 [Liévre et al, 2010].
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RAS désigne une famille de protéines a activité GTPasique. Cette famille est constituée de
plus de 150 membres, divisés en cinq familles principales : RAS, RAB, ARF, RAN et RHO.

Les protéines issues de ces génes ont un poids moléculaire de 21 000 daltons. Elles sont
localisées sur la face interne de la membrane cytoplasmique, ancrées dans la couche
phospholipidique membranaire par leur extrémité C terminale. Les protéines RAS jouent un
réle important dans la transmission de signaux extracellulaires provenant des récepteurs
membranaires vers le noyau, aboutissant a la régulation de la prolifération, de la survie, de la

différenciation et de la migration cellulaire, ainsi que de I'angiogenése (Figure 19).

U A e I Gy T e W G

' no (B-raf), wp(ﬂ-)
colon, breast etc. or be oncogenic

Figure 19 : Cascade de signalisation de MAPK. MAPK agit sur un grand nombre de processus qui sont
impliqués dans la cancérogénése. L’activation d’ERK génére des mutations des récepteurs tyrosines
kinases, RAS GTPase et serine/thréonine kinase MAK kinase B-Raf et finalement cette voie active la
signalisation JNK et la protéine p38 qui ont un grand réle dans la régulation de I"apoptose [Keyse et al,
2008].
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La protéine RAS existe sous deux états : I'état inactif lié au GDP et I'état actif, li¢ au GTP. La
forme RAS-GTP active la protéine RAS et PI3K. L’activation de RAS va provoquer la
phosphorylation de la sérinethréonine kinase RAF. L’effecteur direct de RAF est la protéine
MEK (Figure 20).
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Figure 20 : Formes active et inactive de la protéine RAS. La protéine RAS existe sous deux états : I’état
inactif lié au Guanosine DiPhosphate (GDP) et I’état actif, li¢ au Guanosine TriPhosphate (GTP). La forme
RAS-GTP active la protéine RAS et Phosphoinositidine 3-kinase (PI3K) [Liévre et al, 2010].

Les protéines RAS sont codées par trois génes HRAS, NRAS et KRAS. Les mutations sont
des mutations du géne KRAS, elles sont situées dans les codons 12 et 13 de I'exon 2. Ces
mutations sont des mutations faux-sens ; a cause de cette mutation, il y a une substitution
d’'une glycine par un autre acide aminé, qui donne une altération de l'activit¢ GTPase
intrinséque et une accumulation de protéines RAS en forme active (RAS-GTP) [Lievre et al,
2008].

1.2.2.3. Voie PIBK/AKT/mTOR

La voie PI3BK/AKT/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire composée de
différentes kinases activées en cascade, elle est impliquée dans la régulation de la
croissance cellulaire, la prolifération cellulaire, et 'angiogenése. En effet, la plupart des
protéines la constituant sont des génes suppresseurs de tumeurs ou des proto-oncogénes,

dont la mutation peut favoriser le développement d’'un processus tumoral.

Parmi ces protéines, mTOR (mammalian target of rapamycin), est la cible d’'une nouvelle
famille de médicaments antitumoraux, les analogues de la rapamycine ou rapalogues, qui
ont déja obtenu des résultats prometteurs contre différents types de tumeurs. La voie

PI3BK/AKT/mTOR est le plus souvent activée par le biais d’un récepteur membranaire, lui-
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méme stimulé par un facteur de croissance membranaire et provoquant a son tour
l'activation d’'une cascade de phosphorylations de nombreuses protéines intracellulaires
[Therkildsen et al, 2014] (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma de voie PI3K/AKT/mTOR. PI3K est un hétérodimére a activité kinase constitué de deux
protéines : une sous-unité régulatrice p85, et une sous-unité catalytique p110. Elle peut donc étre activée
directement par un récepteur a tyrosine-kinase ou par l'intermédiaire de la protéine RAS, elle-méme
activée par mutation ou par un de ces récepteurs. PI3K peut étre inhibée par PTEN (phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome 10), dont on retrouve une diminution d’expression dans
différents types de tumeurs chez I’homme. La PI3K participe a la formation d’'un composé lipidique
membranaire, le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate. Ce composé recrute la sérine/thréonine kinase
AKT a proximité de la membrane plasmique, ou elle est alors phosphorylée (et activée) par la PDK1
(phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1). AKT est un proto-oncogéne, qui a de nombreuses cibles
d’aval dont mTOR. mTOR est elle-méme régulée par la sérine thréonine kinase AKT par au moins 2
mécanismes différents : par phosphorylation directe ou de maniére indirecte par phosphorylation et
inactivation de TSC2 (Tuberous sclerosis complex-2) mTOR est également régulé par I’état nutritionnel de
la cellule, c’est-a-dire par le taux en acides aminés ou en nutriments cytoplasmiques, et par I’hypoxie.

mTOR agit sur I'apoptose, le cycle cellulaire, 'angiogenése et le métabolisme [Therkildsen et al, 2014].

La voie PI3K joue un réle trés important dans I'oncogenése. Il existe de nombreuses
altérations mutationnelles et non mutationnelles de cette voie. PIK3CA est une oncoprotéine

majeure. Sa mutation est fréquemment rencontrée dans le cancer du célon.
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I.3. Les mutations des génes KRAS, NRAS et BRAF

Depuis 2008, il est reconnu que la présence d’'une mutation des codons 12 ou 13 du géne
KRAS sur I'ADN tumoral est un facteur prédictif de résistance aux traitements anti EGFR
[Benoist Chibaudel, 2015].

La présence de mutation sur les codons 12 et 13, c’est-a-dire I'exon 2 de KRAS représente
environ 40% des cas (Figure 22). Parmi les patients dits « wild-type », c’est-a-dire dont les
tumeurs ne portent pas de mutation sur I'exon 2, environ 40 a 50% ne répondent cependant
pas ou mal aux anti EGFR. Ces résultats démontrent qu’il existe d'autres facteurs
potentiellement impliqués dans la réponse aux anti EGFR. Ainsi, en 2013, il a été démontré
gu’en plus des mutations des codons 12 et 13, la présence de mutation sur les exons 3 et 4
de KRAS et sur les exons 2, 3 et 4 de NRAS, un autre isoforme de la protéine RAS, était un

facteur prédictif négatif de réponse aux anti EGFR [Macaluso et al, 2002].

L’influence de la présence de mutations sur les génes codants pour des protéines
intervenant dans la voie de signalisation des MAP Kinases ou de la voie PISBK/AKT/mTOR, a
été recherchée. Ainsi, 'influence des mutations des génes BRAF, PIK3CA ou encore de
l'expression de la protéine PTEN sont des facteurs déja trés étudiés. Globalement, la
présence de mutation sur BRAF, PIK3CA, tout comme sur KRAS ou NRAS, ainsi que la
perte d’expression de PTEN sont des facteurs diminuant la survie globale, mais seule la
présence de mutation sur les exons 2, 3 et 4 de KRAS ou de NRAS est un marqueur

prédictif reconnu de réponse aux anti EGFR.

RAS/RAF wildtype  KRAS exon 2
(40%) (40%)

Figure 22 : Fréquence des mutations KRAS, NRAS et BRAF chez les patients avec CCR. La moitié des
patients présentant des mutations KRAS et NRAS, c’est un biomarqueur prédictif négatif pour les
récepteurs EGF, et donc cela ne permet pas de thérapie avec les anticorps monoclonaux. Seuls les
patients avec RAS/RAF wild-type (sauvage) peuvent bénéficier d’'un traitement avec les anticorps

monoclonaux [Mouliere et al, 2013].
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1.3.1. Mutations des génes KRAS et NRAS

La protéine RAS est une protéine de membrane a activité GTPasique. Elle est impliquée
dans la voie des MAPKinases. Il existe 4 isoformes de RAS : KRAS A, KRAS B, NRAS et
HRAS, codées par les génes KRAS, NRAS et HRAS.

Depuis 2009, la recherche des mutations sur les génes KRAS et NRAS se fait

systématiquement dans le cadre des prescriptions des médicaments anti EGFR.

Le géne KRAS se situe sur le chromosome 12 et est retrouvé muté dans de nombreux
cancers. Une grande majorité des mutations de KRAS décrites se situent sur les codons 12
et 13 (exon 2). Les mutations recherchées aujourd’hui sur le géne KRAS se situent sur les
exons 2, 3 et 4 avec notamment la présence de hotspots sur les codons 12, 13, 59, 61, 117

et 146 correspondant aux sites de liaison au GTP (Tableau 2).

KRAS joue un grand réle dans le développement de tumeurs par la régulation de
I'expression des protéines qui sont impliquées dans la prolifération et survie de cellule et la

propagation des métastases et 'angiogenése [Bibeau et al, 2009] (Tableau 2).

Tableau 2 : Détection de mutation KRAS chez les patients avec un CCR métastatique. L’équipe de Li-Chen
Yen a montré que dans un groupe avec 76 patients ayant un CCR métastatique, 56.6% des patients n’ont
pas de mutation du géne KRAS, en revanche 43.4% présentent cette mutation, le plus souvent sur les
codons 12,13 et 15 [Yen et al, 2009].

Wild type 43 (56.6%)

Mutation KRAS 33 (43.4%)
Codon 12 11 (33.3%)
Codon 13 9 (27.3%)
Codon 15 7 (21.2%)
Codon 18 1 (3%)
Codon 20 2 (6.1%)
Codon 30 2 (6.1%)
Codon 31 1 (3%)

Ces mutations sont dites activatrices, c’est-a-dire qu’en cas de présence de cette mutation, il
y a abolition de I'activité GTPase intrinséque. La protéine KRAS liée au GTP provoque alors
une activation constitutive responsable d’'une suractivation de la voie de signalisation des
MAPKinases [Yen et al, 2009].
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Le géne NRAS est situé sur le bras court du chromosome 1 (1p13.2). NRAS est retrouvé

muté dans environ 10% des cas (Figure 23).

La présence d’une mutation sur les exons 2, 3 ou 4 des génes KRAS ou NRAS est un
facteur reconnu de résistance aux traitements anti EGFR (72), (41). En Europe, la recherche
de mutation sur les exons 2, 3 et 4 des génes KRAS et NRAS est ainsi obligatoire pour toute
prescription d’'un médicament anti EGFR. La présence d’'une mutation, quelle qu’elle soit, sur
'un des exons est une contre-indication a la prescription du Cetuximab ou du Panitumumab
(Figure 23).

1.3.2. Mutations du géne BRAF

Le géne BRAF est situé sur le bras long du chromosome 7 en position 34 (7q34). Ce géne
code la protéine BRAF, qui se trouve en aval de la protéine KRAS dans la voie des
RAS/RAF/MAPKinases. La protéine KRAS est responsable de la phosphorylation de BRAF

et de son activation (Figure 23).

La mutation du géne BRAF est reportée dans 5 a 10% des cas de CCR, et dans 90% des
cas il s’agit d’'une mutation V600E (valine en position 600 substituée par I'acide glutamique)
[Chapman et al, 2011].

Dans les mélanomes métastatiques, la présence d’une mutation V60OE sur le géne BRAF
est reconnue comme un facteur prédictif de réponse aux thérapies anti BRAF. Dans le CCR
métastatique, il n’a pas été établi de relation entre la présence de mutation sur le géne BRAF
et la réponse a une thérapeutique ciblée. La présence de mutation est cependant synonyme
de mauvais pronostic et d’'une survie globale moindre que chez les patients non mutés pour
les exons 2, 3 et 4 de KRAS et NRAS.

Les mutations KRAS et BRAF sont considérées mutuellement exclusives pour le CCR, la
mutation BRAF V600E est recherchée en cas d’absence de mutation du géne KRAS
[Chapman et al, 2011].
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Figure 23 : La localisation des mutations KRAS, NRAS et BRAF. La présence des mutations BRAF est un
signe de mauvais pronostic. Les mutations KRAS et BRAF sont considérées mutuellement exclusives.

1.3.3. Mutations du géne PIK3CA

Le géne PIK3CA se situe sur le chromosome 3 (39.26.3). Il code la sous-unité catalytique
p110a de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). Un certain nombre de mutations de
PIK3CA ont été décrites dans la littérature. Dans une minorité de cas, ces mutations sont
présentes sur les exons 1, 2,4, 5,7, 12, 13, 10, 18, 21.

Tout comme la présence des mutations V600 de BRAF, il semblerait que la présence de
mutations de PIK3CA soit en faveur d’'un mauvais pronostic pour le patient. L’existence d'un
lien entre résistance aux anti EGFR et présence de mutations de PIK3CA a été souvent
débattue. Certaines études concluent en effet en faveur d’'une relation entre I'existence de
mutation de PIK3CA, en particulier sur les exons 9 et 20, et la résistance au traitement par
Cetuximab ou Panitumumab [De Rock et al 2010]. [Sartore et al, 2009].
D’autres études, reposant sur des cohortes de patients plus anciennes et dont les patients
ont été traités indifféremment par Cetuximab quel que soit le statut RAS, ne retrouvent pas
de relation significative entre I'existence de mutation de PIK3CA et la réponse au traitement
par anti EGFR [Prenen et al, 2009].
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1.4.ADN circulants

1.4.1. Histoire et caractéristiques générales des acides

nucléiques circulants

Pour améliorer la surveillance des cancers et pour I'évaluation de la réponse a un traitement

donné, l'identification des biomarqueurs est devenue trés importante [Chau et al, 2008].
Malheureusement, trés peu de tumeurs solides ont des biomarqueurs valides.

Certains biomarqueurs, comme des protéines circulantes, sont utilisés pour l'identification de
certains cancers mais ils ont tous leurs limites et ils ont une trés faible sensibilité. En cas de
cancer du sein I'antigéne tumoral 15-3 (CA 15-3) est utilisé comme biomarqueur. Pour le
cancer de la prostate, I'antigéne spécifique de la prostate (PSA) est utilisé. Pour le cancer de

I'ovaire I'antigéne CA 125 est utilisé [Bates et al, 1985].

Pour le CCR I'antigéne carcinoembryonnaire (ACE) peut étre utilisé mais il a une faible
sensibilité ; des études ont montré que le niveau d’ACE a été augmenté (> 5 ng/mL)
uniquement chez les 4% de patients ayant un CCR de stade [, tandis qu’il a augmenté
respectivement de 25%, 44% et 65% chez les patients ayant un CCR de stade I, Ill et
IV [Mawan et al, 2016].

Les cellules tumorales circulantes (CTC) ont également été mises en avant comme des
biomarqueurs prometteurs. Dans le sang, il existe des milliers de cellules et détecter les CTC

nécessite une technique trés sensible [Ligthart et al, 2011].

En oncologie, la recherche de mutations somatiques a visée théranostique est devenue
essentielle pour la prescription de certaines thérapies ciblées. La caractérisation moléculaire
des tumeurs permet de prédire l'efficacité des thérapies ciblées. Lors de la croissance
tumorale, certaines cellules tumorales meurent et relachent leur contenu dans la circulation

sanguine.

Pour la premiére fois la présence des acides nucléiques dans le plasma et dans le sérum a
été décrite en 1947 par Mandel et Métais. lls ont montré qu’ils pouvaient étre détectés dans

le plasma de sujets malades et sains [Mandel et al, 1948].

Par des expériences de greffon sur les végétaux, en 1963, I'équipe de Straoun a montré que

'’ADN circule entre un greffon et la plante mére [Stroun et al, 1966].
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C’est en 1977 que Leon et son équipe mettent en évidence de ’ADN circulant dans le sérum
de patients atteints de cancer en quantité plus importante que chez des sujets non

cancéreux [Leon et al, 1977].

Dans les années 80, sauf dans des cas de maladies rhumatologiques, peu d’attention a été
portée sur la recherche de significativité de ces acides nucléiques circulants, mais depuis
1994 l'importance des ADN circulants libres (ADNcf) a été reconnue quand, dans le plasma
des patients présentant un cancer, il a été détecté des fragments d’ADNcf comportant les

mutations RAS.

En 1994, Sorenson et ses collaborateurs démontrent l'origine tumorale de 'ADN circulant
chez des patients atteints d’'un cancer du pancréas, en mettant en évidence la méme
mutation de I'oncogéne KRAS au niveau de 'ADN circulant et de la tumeur [Sorenson et al,
1994].

En 1997, I'équipe de Lo a montré la présence d’acide nucléique circulant d’origine fcetale
dans le sang maternel ; grace a ces travaux, la premiére méthode de diagnostic de la

trisomie 21 a été mise en place [Lo et al, 1997], [Chiu et, al 2011].

Les mutations et les translocations identifiées dans les tumeurs peuvent étre retrouvées
dans I’ADN circulant libre (ADNCcf) et signent la présence d’ADN d’origine tumorale (ADNCct).
L’'une des caractéristiques majeures de I'’ADNct est sa trés grande spécificité car les
altérations recherchées dans le sang sont somatiques. Le patient est son propre témoin et la
détection des anomalies moléculaires tumorales dans le sang confirme la présence d’ADNct.
Depuis, des altérations somatiques spécifiques de I'’ADN tumoral circulant ont pu étre

détectées dans le plasma dans de nombreux cas de cancers.

Les acides nucléiques circulants extracellulaires sont des ADN retrouvés hors des cellules
dans le sang, le plasma et la lymphe, mais aussi les acides nucléiques retrouvés dans les
fluides non circulants comme les ascites, le lait maternel, les fluides de lavages bronchiques,

la bile, et 'urine [Galeazzi et al, 2003].

Ces acides nucléiques peuvent étre les ARN, les petits ARN non codants, les micro ARN
(miARN) circulants, les ARN messagers circulants, les ADN mitochondriaux circulants et les

ADN nucléiques.

Dans ce manuscrit nous nous sommes intéresseés prioritairement aux ADNct (ADN tumoraux

circulants) libérés dans le sang.
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L’ADN circulant extracellulaire peut-étre détecté chez les témoins sains et chez les sujets
atteints de différentes affections non malignes comme par exemple le lupus érythémateux, la
polyarthrite rhumatoide, 'embolie pulmonaire et linfarctus du myocarde. Il a été montré
également que les différentes procédures thérapeutiques et les traumatismes peuvent
entrainer la libération d'ADN libre dans la circulation [Laktionov et al, 2004], [Bettegowda et
al, 2014].

Les ADN circulants sont principalement des molécules d’ADN double brin avec un poids
moléculaire qui varie entre des petits fragments a 0.18 kB et les grands fragments allant
jusqu'a 21 kB. Ces fragments d’ADN ont des poids moléculaires distinctement plus faibles

que les ADN génomiques [Jahr et al, 2001].

Les ADN circulants libres sont présents chez les individus sains a des concentrations
comprises entre 0 et 100 ng/ml de plasma avec une moyenne de 30 ng/ml de plasma et ils

ont essentiellement une origine hématopoiétique [Gormally et al, 2007].

Les ADN circulants libres ne circulent pas dans le sang « nus » mais ils forment des
complexes nucléoprotéiques ou nucléolipoprotéiques, et de plus chez les personnes saines
une autre partie des ADNCcf est trouvée absorbée sur la surface des cellules sanguines.
Pour permettre la circulation dans le sang des ADNCH, il existe trois catégories de structures
avec lesquelles 'ADNCcf peut se complexer et qui peuvent également assurer la protection
des ADNCcf contre lactivité nucléasique et I'environnement extracellulaire. Il s’agit des
particules a base de vésicules (vésicules apoptotiques, exosomes), des complexes

nucléosomes et des complexes vitrosomes [Florent Mouliére, 2012].

La demi-vie des ADN circulants feetaux dans le sang maternel a été observée et varie
entre 4 et 30 min [Lo et al, 1999].

L’élimination se fait en 2 étapes : une étape initiale plus rapide et une autre plus lente. Des
études chez les animaux ont montré que le foie, les reins et la rate peuvent étre
responsables de la disparition rapide de 'ADNcf [Korabecna et al, 2008] [Tamkovich et al,
2006]. En revanche une autre étude a montré que les ADNcf ne sont pas trouvés dans

l'urine chez les patients atteints d’'un cancer du pancréas [Sorenson et al, 2000].
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1.4.2. Source des ADN circulants

Chez les personnes saines, I'ADN circulant peut provenir des lymphocytes ou d'autres
cellules nucléées, ce qui pourrait expliquer la présence de trés faibles concentrations d’ADN

circulant chez les sujets sains.

Chez les sujets cancéreux, I'ADN circulant peut également provenir des cellules

cancéreuses ou des cellules stromales cancéreuses [Schwarzenbach et al, 2011].

Des études ont montré que, dans le plasma, nous pouvons avoir 2 sources différentes
d’ADN tumoral circulant, soit par lyse des cellules tumorales par micro-métastases soit par
les ADN circulants tumoraux libres. Différentes études ont été réalisées pour comparer les
quantités des CTC et des ADNCct et ont délivré des conclusions différentes. Par exemple un
groupe a conclu que les ADNct sont présents moins souvent que les CTC [Maheswaran et
al, 2008], mais ce groupe a utilisé une méthode de détection des ADNct ayant une faible
sensibilité ; en revanche, un autre groupe a conclu que les ADNct sont présents plus souvent
que les CTC, mais celui-ci a utilisé une méthode trés sensible pour la détection des ADNCct et
une méthode relativement moins sensible pour la détection des CTC, donc la question reste

encore sous l'attention des chercheurs [Dawson et al, 2013] (Figure 24).
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Figure 24 : Les différentes sources des ADN tumoral circulant dans le sang chez les patients avec un

cancer et leur importance biologique [Jung et al, 2010].
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La libération des ADN circulants libres dans le sang se fait par I'apoptose ou par la nécrose
des cellules cancéreuses mais également par l'apoptose des cellules normales ; ainsi
'ADNCcf est constitué a la fois d’ADN dérivé de la tumeur (ADNct) mais aussi d’ADN non
tumoral, provenant de la dégradation de cellules situées dans I'environnement immédiat de

la tumeur, secondaire a la croissance tumorale (Figure 24).

Les ADN circulants libres libérés par les cellules en nécrose présentent des tailles élevées et
supérieures a 10.000 bp [Wang et al, 2003]. En revanche de nombreuses études ont montré
que l'apoptose donne des petits fragments d’ADNcf, de 180 bp ou ses multiples, et il a
également été montré que les ADNcf ayant une taille de 170 paires de base proviennent des

cellules non tumorales [Jiang et al, 2015] [Mouliere et al, 2015].

Habituellement les cellules apoptotiques ou nécrotiques sont phagocytées par les
macrophages et d’autres acteurs cellulaires « cellules scavenger ». Les macrophages
englobent et digérent 'ADN et, aprés l'ingestion, le macrophage libére les ADN circulants
libres [Choi et al, 2005].

Récemment il a été montré que pour les patients ayant un cancer qui pése 100 g, cela
correspond a 3*10'° cellules cancéreuses, et jusqu'a 3.3% d’ADNct peut rentrer dans le sang
chaque jour [Diehl et al, 2005].
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Figure 25 : Les différentes sources d’ADN tumoral circulant dans le sang. Les différents types des
mutations, méthylations et altérations de ’ADN peuvent étre détectés a partir du plasma grace aux ADN
circulants. Les ADN tumoraux peuvent étre présents en différentes quantités et tailles, en simples ou
doubles brins et la libération de cet ADN peut se faire par 'apoptose ou par la nécrose [Schwarzenbach et
al, 2011].

1.4.3. Quantification des ADN circulants

La quantification de 'ADN circulant provenant d’un cancer représente un grand intérét.
L’ADN circulant tumoral représente une partie minuscule des ADN circulants libres [Diehl et
al, 2008].

Mais la seule quantification de la concentration des ADNcf ne peut pas étre un marqueur
optimal pour la détection du cancer pour plusieurs raisons : tout d’abord, la quantité d’ADN
circulant libre peut étre augmentée pendant des maladies non cancéreuses comme par
exemple pendant des maladies rhumatiques, par ailleurs les ADN circulants tumoraux ont
été détectés chez seulement 50% des malades avec un cancer métastatique de la prostate
ou la tyroide et finalement il n’existe pas de marqueurs hautement spécifiques pour les

différents types de cancers.

La quantification des ADN circulants tumoraux peut étre réalisée par la PCR real time ou par

les essais immunologiques.
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Il. Intérét

I.1. ADN circulant chez les sujets sains et dans les

pathologies autres que cancer

Les ADN circulants libres se trouvent dans le sang chez les sujets sains en faibles quantités,

car la mort cellulaire est efficacement prise en charge par les phagocytes.

L’augmentation d’ADNCcf lors d’exercices physiques (syndrome de surentrainement) a été

décrite et s’explique par la mort cellulaire massive [Breitbach et al, 2012].

La quantité d’ADNcf peut augmenter lors de sepsis, des travaux récents ont montré que
'augmentation de la quantité des ADNCcf est liée avec la gravité de maladie. Une autre étude
a montré que la quantité d’ADNcf ne varie pas en cas de présence ou d’absence

d’insuffisance rénale [Zeerleder et al, 2006].

Les ADNcf augmentent en cas de trauma et d’AVC (Accident Vasculaire Cérébral) et
également lors des maladies auto-immunes (lupus ou polyarthrite rhumatoide) [Geiger et al,
2006], [Amoura et al, 1997].

Les ADNcf sont de plus en plus utilisés dans le diagnostic prénatal d’aneuploidie chez les

femmes a haut risque.

L’équipe de Lo a montré que, chez les femmes enceintes porteuses de foetus male, il est
possible d’identifier les séquences foetales dérivées Y (dans un groupe de 30 femmes
enceintes, chez 21 (70%) ces séquences ont été identifiées dans le sérum et chez 24 (80%)

dans le plasma) [Lo et al, 1999].

Les ADNcf sont utilisés de plus en plus pour le diagnostic de la trisomie 21 (syndrome de
Down) chez les femmes a haut risque (4ge de la femme, cas dans la famille), ce qui permet
d’éviter le diagnostic existant pour cette maladie qui est trés invasif. Récemment, dans une
étude multicentrique, il a été montré que la détection de la trisomie 21 par les ADNcf a une
trés haute sensibilité et spécificité en comparaison avec les méthodes de screening standard
de détection de la trisomie 21 ; cette étude a montré que la probabilité de faux positif est 100

fois plus basse qu’avec les méthodes standards existantes [Norton et al, 2015].
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I1.2. ADN circulant et cancer

La prise en charge des patients avec un cancer colorectal métastatique passe aujourd’hui
par une évaluation clinique, anatomopathologique et biologique a la recherche d’altérations
moléculaires pouvant étre la cible de nouvelles thérapies. L’identification d’au moins une
altération génétique spécifique du tissu tumoral constitue un marqueur tumoral. La mise en
évidence d’'une mutation somatique dans le sang d’un patient peut alors étre évaluée dans le

cadre du suivi de la tumeuir.

L'utilisation des biomarqueurs pour guider les traitements anti tumoraux et améliorer le
pronostic de la maladie a montré un intérét assez marqué. Mais en pratique cette recherche
de biomarqueurs ne peut étre réalisée que chez 10 a 30% des patients en rechute (tissu non
disponible, nouvelle biopsie non réalisable) ce qui souligne la nécessité d’envisager des
alternatives au prélévement tissulaire pour accéder a 'ADN tumoral circulant. L'utilisation en
routine de ’ADN tumoral circulant, biomarqueur sanguin tumoral, non invasif, spécifique,
pourrait intervenir dans le dépistage, le diagnostic, la décision thérapeutique et le suivi des

patients atteints de cancer.

Différents travaux ont montré que le plasma sanguin contient de petites quantités d’ADN
circulant, de l'ordre d’une dizaine de nanogrammes par millilitre, cette concentration pouvant
s’élever significativement, jusqu’a 0,5 microgramme par millilitre, chez les patients atteints de
cancer. Le dosage radio-immunologique a montré que, chez les patients atteints d’un

cancer, la quantité des ADNcf a augmenté significativement.

Les ADN circulants trouvés chez les patients cancéreux ont des caractéristiques

quantitatives et qualitatives particulieres (Figure 26).
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Figure 26 : Facteurs influengant les changements quantitatifs et qualitatifs observés sur les ADN
circulants dans le sang de patients cancéreux. Chez les patients cancéreux nous pouvons distinguer les
changements quantitatifs et qualitatifs d’ADN circulant selon la taille, le type, le stade de cancer et la

présence des métastases [Jung et al, 2010].

Il a été montré également que la concentration d’ADNcf est corrélée avec le stade de
cancer : par exemple 'ADNCcf a été détecté chez 47% de patients avec un cancer de stade |
(cancer de différents types) et 82% chez les patients en stade Il, lll et IV. Ainsi plus le stade
est élevé plus la quantité d’ADNCcf est importante ; cette augmentation peut étre expliquée
par un probléme de vascularisation: avec l'augmentation de la taille du cancer, les
vaisseaux ne peuvent pas suivre 'augmentation de taille ce qui provoque une hypoxie qui
active les mécanismes d’apoptose p53-dépendante et p53-indépendante [Holdenrieder et al,
1999].

Par ailleurs, le plasma des patients avec des cancers métastasiques comporte beaucoup
plus d’ADN circulants que le plasma des malades avec des cancers non métastatiques.

En cas de cancer du poumon non a petite cellules (NSCLC), la quantité d’ADN tumoral
circulant est comprise entre 6 et 25 ng/ml et la détermination de cet ADN a 75% de
sensibilité et 86% de spécificité pour la détection de NSCLC.
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La proportion des ADN circulants varie en fonction du stade et de la taille du cancer. La
quantité de ces ADNCcf est également influencée par la clearance hépatique, par la filtration
rénale et par les autres processus physiologiques de I'organisme. Les acides nucléiques
sont éliminés par le foie et les reins et leur demi-vie peut varier entre 15 minutes et plusieurs
heures [Didelot A, mémoire, 2017] (Figure 28).

L’analyse de 'ADN circulant tumoral peut également étre intéressante pour la détection

précoce du cancer et pour son monitoring [Sozzi et al, 2001].

En général, la tumeur est un mélange de différents clones de cellules cancéreuses
(hétérogénéité génomique et épigénomique des tumeurs), les cellules hématopoiétiques et
les cellules stromales. Ainsi lors de la progression d’'une tumeur, différents types d’ADN
tumoral circulant peuvent étre libérés dans la circulation sanguine [Didelot A, mémoire,
2017].

En 1989, il a été montré qu'’il est possible de trouver la caractérisation néoplasique du cancer

dans le plasma des malades cancéreux [Stroun et al, 1989].

En 1994, les travaux ont montré que les mutations des génes KRAS peuvent étre trouvées
dans le plasma des malades qui ont un carcinome pancréatique. Le concept « biopsie

liquide » a été développé [Sorenson et al, 1994].

Ce concept consiste a isoler de 'ADN envoyé par la tumeur dans les systémes fluides (sang,

sécretion, urine....) et de détecter des mutations somatiques (Figure 27).
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Figure 27 : Application de « biopsie liquide ». Cette biopsie peut étre utilisée pour la détection de cancers
dans les stades précoces, pour le suivi de traitement, pour la détection de résistance aux traitements
[Bettegowda et al, 2014].

La « biopsie liquide » apparait comme le nouveau paradigme pour la caractérisation et le
diagnostic moléculaire de la tumeur au cours du traitement et elle a une application clinique
prometteuse. Le suivi du changement de quantité d’ADN circulant tumoral peut donner une
information importante pour I'évaluation de la tumeur, la détermination des résistances
acquises pour une thérapie ciblée et les altérations génétiques et épigénétiques de la
tumeur. L’avantage majeur de cette méthode est la possibilité de réaliser 'analyse sanguine
a tout moment du traitement et de présenter une invasivité nettement réduite
[Schwarzenbach et al, 2011].

L’ADN circulant comporte 'ADN codant et non codant qui peuvent étre utilisés pour
examiner linstabilité de microsatellites, les mutations, le polymorphisme, la méthylation et le
changement de lintégrité (la taille). Les derniéres années ont été marquées par lintérét
croissant porté sur les ADN non-codants, particuliérement les séquences répétitives comme
les séquences ALU (avec les courts éléments nucléiques intercalents (SINE) et avec les
longs éléments nucléiques intercalents (LINE1)). ALU et LINE1 sont distribués dans le
génome et ils sont moins méthyles dans les cellules cancéreuses que dans les cellules
normales [Tangkijvanich et al, 2007], [Naoyuki et al, 2006], [Schulz et al, 2006], (Figure 28).
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Timeline | Detection of various forms of cfDNA in patients with different types of cancer

= HBV DNAin = Owarian cancer DNA integrity
= Melanoma and breast = Lung cancer hepatecellular cancer * Lung cancer KRAS mutation and Nasopharyngeal
cancer microsatellite LOH microsatellite LOH Owarian and cervical = Prostate cancer and melanoma BRAF mutation carcinoma and
= Breast cancer CpGisland = HPV DNAin cancer Cplisland melanoma Cpl island * Oesophageal cancer CpG bladder cancer
methylation cervical cancer methylation methylation island methwdation DMNAintegrity

= Pancreatic cancer Detection of EBY DNA Colorectal cancer = Lung cancer CpGisland = Hepatocellular cancer = Hepatocellular cancer and
KRAS mutation in nasopharyngeal KRAS mutation methylation microsateliite LOH neuroblastoma CpQiisland
= Breast cancer carcinoma = Hepatocellular and ovarian = Breast cancer DNA integrity methylation
TP53 mutation cancer TP53 mutation = Lung cancer EGFR mutation * Prostate cancer
= Oral cancer microsatellite LOH microsatellite LOH

Figure 28 : Détection des différents types d’ADNct chez les patients avec différents types de cancer. Le
développement de la détection des différents types d’altérations génétiques et épigénétiques dans les
ADNct ont permis d’améliorer la détection de différents types de cancers au cours des 10 derniéres

années.

Les mutations comme KRAS, NRAS et BRAF représentent des biomarqueurs hautement
spécifiques pour la détection de cancers, mais ils peuvent étre exprimés également en haute

proportion en cas d’autres maladies.

L’analyse des ADNct pour les mutations spécifiques comme pour les génes de KRAS et
TP53 est trés intéressante car ces génes sont mutés trés fréquemment pour différents types

de cancers et ils participent a leur progression [De Roock et al, 2009].

Actuellement il est possible de révéler également les mutations de génes BRAF.
L’identification de la présence ou l'absence de ces mutations peut prédire la réponse aux
différents traitements. Dans ce contexte, les ADNct sont les seuls moyens pour réaliser un
monitoring des patients pendant le traitement, parce que les biopsies répétitives sont non

éthiques et invasives.

Le désordre épigénétique peut étre évalué par les ADNct et utilisé pour la détection précoce
de cancer. L’hyper méthylation des génes régulant est trés fréquente en cas de cancer
[Jones et al, 2002].

Pour la détection de ces ADN circulants nous avons besoin de techniques permettant leur
détection en trés faible quantité dans le sang. Ces techniques doivent étre simples a mettre
en ceuvre, reproductibles, peu colteuses mais surtout trés sensibles et spécifiques.
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11.3. ADN circulant et CCR métastatique

La cancérogénése du cancer colorectal est caractérisée par des altérations génétiques des
oncogénes et des oncosuppresseurs, notamment les génes KRAS et TP53.
Ces altérations peuvent devenir des marqueurs fiables pour détecter les CCR par les ADNct
dans le plasma [Zlobec et al, 2008], [Bazan et al, 2006].

D’actives recherches pour trouver les marqueurs prédictifs et pronostics pour les CCR ont
montré que la présence de mutations des genes KRAS et BRAF est responsable de la
résistance au traitement avec les anticorps monoclonaux. La présence des mutations BRAF

est associée avec un mauvais pronostic et des PFS et OS réduits [Liévre et al, 2006].

6INK4A est

Il a récemment été montré que I'hyperméthylation des ilots CpG dans le géne P1
corrélée avec la survie de plusieurs cancers. L’inactivation de ce géne en raison de
'hyperméthylation a été trouvée chez 20 a 50% de patients avec un CCR [Esteller et al,

2001].

Les mutations sur le géne KRAS2 sont les premiéres altérations génétiques détectées dans
les ADNct en cas de CCR. Ces marqueurs présentent un intérét particulier pour plusieurs
raisons. Tout d’abord parce qu’en cas de CCR, il existe une haute probabilité de présence
de mutation du géne KRAS (50%) : pour environ 80% de patients avec des mutations
KRAS2, la mutation est située sur le codon 12 ; de maniére moins fréquente, elle peut se
situer sur le codon 13 et de maniére encore moins fréquente sur le codon 61 [Andreyev et al,
2001].

L’équipe de Lecompte a montré que la mutation KRAS2 est détectable dans le plasma chez
25 a 30% de patients avec un CCR et cette mutation est détectable dans le plasma chez les

patients en stade trés avancé, avec des métastases.

Lors d’'un CCR, chez 60 a 70% des patients, le géne codant la protéine P53 est retrouvé
muté. L’équipe de Lecompte a trouvé ces mutations dans 'ADNcf chez 15% de malades
atteints d’'un CCR. Dans le groupe de patients avec un CCR exprimant les mutations de ces
génes, les mémes mutations ont été trouvées dans les ADNcf présents dans le plasma pour
40% des cas [Lecomte et al, 2010].

Actuellement la détection de la présence des mutations des genes KRAS, NRAS et BRAF

est devenue une étape trés importante pour la prise en charge des CCR non métastatiques
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et métastatiques. La présence de ces mutations est une contre-indication absolue pour le

traitement avec les inhibiteurs Anti EGFR.

Des études récentes ont montré qu’il y a une concordance entre la détection des mutations
KRAS, BRAF et NRAS dans la tumeur primaire et dans le plasma ; ces résultats ont été

confirmés par Lecompte et ses collégues [Lecomte et al, 2010] (Tableau 3) (Tableau 4).

L’équipe de Trevisiol s’est intéressée a la détection de la mutation KRAS2 sur le codon 12 et
la détection de cette mutation dans le plasma ; ils ont trouvé que 33% des patients ayant un
CCR avaient la mutation sur le géne KRAS2 codon 12 et chez 36% de patients ayant ces
mutations, les mémes ont été détectées dans le plasma; chez les 58 autres patients
sauvages, les mutations dans le plasma n’ont été trouvées que chez 1 patient.
lls ont également montré I'absence de lien entre la présence de la mutation KRAS2 et les
variables clinicopathologiques comme I'age, le sexe, le tabagisme et le niveau de CEA et CA
19-9 [Trevisiol et al, 2006].

Tableau 3 : Comparaison de détection de mutation des génes KRAS dans le cancer et dans le plasma.
L’étude a montré que la comparaison de détection de mutation KRAS dans la tumeur et dans le plasma a
une sensibilité de 78%, une spécificité de 100%, une valeur positive prédictive de 100% et une valeur

négative prédictive de 86% [Trevisiol et al, 2006].

Tumor KRAS Tumor

mutation WTKRAS Total
Plasma KRAS 32 0 32
mutation
Plasma WTKRAS 9 54 63
Total 41 54 95

Tableau 4 : Concordance entre les analyses de tissus tumoraux et les ADNct (n=95) ; I’analyse est faite
par test Inplex. L’étude a montré que pour la mutation KRAS la sensibilité est de 92%, la spécificité de
98% et la précision de 96% ; pour la mutation BRAF, la sensibilité, la spécificité et la précision sont toutes

de 100% [Thierry et al, 2014].
Tumor-tissue analysis

KRAS Mutant WT Sensitivity Specificity Accuracy
cfDNA analysis Mutant 36 1 92% 98% 96%

WT 3 55

Total 39 56

BRAF Mutant WT Sensitivity Specificity Accuracy
cfDNA analysis Mutant 5 0 100% 100% 100%

WT 0 90

Total 5 S0

All mutations Mutant WT Sensitivity Specificity Accuracy
cfDNA analysis Mutant 41 1 93% 98% 96%

WT 3 50

Total 44 51

KRAS indicates codon 12 and 13 mutations; BRAF indicates V600OE mutation.

64



En dehors de la possibilité de détecter rapidement et facilement les mutations impactant la
prise en charge du traitement du cancer, les taux d’ADNct peuvent apparaitre eégalement
comme des biomarqueurs sanguins pronostiques et dynamiques, permettant de suivre
I'évolution de la maladie dans le temps et de potentiellement dépister des récidives ou
progressions précoces ; ils peuvent donc avoir une valeur pronostique et une valeur

prédictive [Pietrasz et al, 2016].
Valeur pronostique :

Pour montrer la valeur pronostique des ADNct en cas de CCR métastatique, 2 études ont
été réalisées (N=100 et n=108). Dans la 1°"® étude les patients inclus étaient traités en 3°™
ligne par Irinotécan et Cetuximab ; les patients avec un taux d’ADN libre circulant inférieur a
la médiane présentaient une survie sans progression et globale significativement meilleure
que les autres : respectivement 5,7 versus 2,2 [p<0,001] et 12,2 versus 4,5 mois [p<0,001].
Dans la 2°™ étude les patients inclus étaient traités en 2°™ ligne par Irinotecan et I'analyse a
été réalisée en fonction du taux d’ADN libre circulant par quartiles ; les survies sans
progression et globale des patients du quartile le plus bas étaient respectivement de 5,8 et
18,9 mois, alors qu’elles étaient de 2,5 et 4,5 mois pour les patients du quartile le plus élevé.
Ces 2 études ont montré que le taux d’ADN libre circulant avait une valeur pronostique
indépendante forte dans les deux études, que ce soit pour la progression ou la survie
globale. Le taux d’ADN libre circulant était significativement corrélé au taux d’ADNct

[Pietrasz et al, 2016], [Spindler et al, 2014].
Valeur prédictive :

Le taux d’ADNct apparait également prédictif de I'efficacité thérapeutique. Dans une étude
récente, des mutations tumorales ont été identifiees a partir d’'un échantillon tissulaire chez
les patients traités en premiéere ligne métastatique. De 'ADNct était retrouvé avant traitement
chez 48 des 52 patients pour une concordance de 92,3%. Une réduction significative du taux
peme

d’ADNct était observée avant le cycle et I'importance de cette réduction a été corrélée a

la réponse radiologique. L’importance de la diminution du taux d’ADNct observée en 2°™
cycle était également associée a une survie sans progression plus longue [Morelli et al,

2015].

65



Chapitre Il

Techniques de détection




lll. Techniques de détection

L’extraction permettant d’isoler ’ADN tumoral circulant doit idéalement étre réalisée dans les
heures suivant le préléevement afin d’éviter toute dégradation. Le choix de la méthode

employée est trés important.

En 2013, El Messaoudi et ses collaborateurs ont proposé l'utilisation d’'un tube contenant de
'EDTA comme anticoagulant lors des prises de sang. Il permet une meilleure conservation
de I'ADN, évite une trop grande contamination par les globules blancs et n’inhibe pas la
réaction de PCR comme I'héparinate de lithium. La séparation entre le culot globulaire et le
plasma doit avoir lieu le plus tot possible car, dés la deuxiéme heure suivant le prélevement,
le taux d’ADN circulant augmente. Dans le meilleur des cas, une centrifugation dans les 4
heures est préférable et une conservation a -25°C ou -80°C est conseillée. Les étapes de
congélation / décongélation sont a éviter. Du sang laissé 6 heures a température ambiante
contient jusqu’a 4 fois moins d’ADN tumoral circulant qu’un prélévement stocké a 4°C. Il est
essentiel de conserver les échantillons au mieux et de les centrifuger au plus vite pour limiter

I'effet des DNAses et autres nucléases [Thierry et al, 2014].

Le dosage de 'ADN circulant tumoral doit étre rapide, exact et facile a réaliser. Les
méthodes standards existantes, comme par exemple la Réaction en Chaine par Polymérase
(PCR), ne montrent pas assez de sensibilité pour détecter les mutations somatiques chez les

patients.

De nombreuses techniques ont été appliquées a la détection d’altérations génétiques dans
les tumeurs. Le choix de la technique employée repose sur un compromis entre divers
critéres : le codlt, la sensibilité, la disponibilité et 'adéquation avec le type d’échantillon

analysé (Figure 29).

Le séquencage par la méthode Sanger a été longtemps le gold standard, mais il est de plus
en plus écarté en raison de sa faible sensibilité (la détection de I'allele muté est limitée a 15-
20%) et par conséquent on observe un nombre élevé de réponses fausses négatives (Figure
29).
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Méthode de détection Sensibilité Adaptée d ce type d’échantillon

Séquencage par la méthode Sanger > 10 % Tissu tumaoral
Pyroséquencage 5=-10% Tissu tumoral
High resolution melting (HRM) 5 % Tissu tumoral
Séquengage nouvelle génération 2 % Tissu tumoral
qPCR en temps réel* 1-10 % Tissu tumaoral
BEAMing, PCR digitale < 0,01 % ADN tumoral circulant,

variants rares dans le tissu tumoral

Figure 29 : Méthodes utilisées en recherche clinique pour la détection d’altérations génétiques dans les
tissus tumoraux. Malgré I'’existence de nombreuses méthodes ayant une sensibilité élevée, la sensibilité
de certaines méthodes reste insuffisante pour la détection d’ADN tumoral circulant extrait d’effluents

biologiques, incluant le plasma [Perez et al, 2014].

La détection d’ADN circulant tumoral est un défi, car ces ADN représentent une trés faible
fraction de 'ADN circulant libre, souvent moins de 0.01%. La recherche d’altérations
tumorales dans le plasma nécessite donc la mise en place de techniques moléculaires
suffisamment robustes, afin de pouvoir détecter la faible quantité d’ADN, et sensibles afin de

pouvoir distinguer '’ADN tumoral circulant parmi tout 'ADN circulant libre.

La quantité de mutations dans ’ADN circulant tumoral, exprimée en proportion des alléles
mutants dans I’ADN circulant libre, est trés variable, entre 0,5 et 64,1% (10,5% de médiane)
et environ 25% des patients avec les mutations présentent une quantité d’ADN circulant
tumoral en-dessous de 2%, qui est trés bas au regard de la sensibilité des méthodes
standards de détection, d’ou l'importance de trouver des méthodes plus sensibles. Les
récents développements de technologie ont crée des techniques avec une ultra-haute
sensibilité comme les méthodes BEAMing, digital PCR ou refined allele-specific PCR (Inplex)
[Thierry et al, 2015].

Aujourd’hui, le manque de sensibilité des techniques utilisées est la principale limite pour
détecter 'ADN tumoral circulant dans le plasma. Les méthodes classiques basées sur la
PCR en temps réel et la détection des mutations a I'aide de sondes (TagMan®) ou amorces
spécifiques (technologie CastPCR™) ont des seuils de sensibilité¢ de l'ordre de 0,1-1%
[Didelot et al, 2013]. Ces technologies d’analyse globale sont simples a mettre en ceuvre et
compatibles sans optimisation technologique pour I'analyse en routine de soin des plasmas.
Elles sont testées en premiére intention. Mais elles présentent des désavantages dans le
cas de mélanges complexes. En effet ’ADN issu du plasma est un mélange disproportionné

entre de 'ADN issu de cellules normales et cancéreuses. Si 'ADN tumoral circulant ne
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représente qu’une infime partie de cet ADN total libre circulant alors il risque d’échapper a

analyse.

Le développement de techniques comme la PCR digitale (dPCR) (limite de détection
théorique de 0,001%-0,05% d’ADN muté) pourrait permettre d’augmenter de fagon
importante la sensibilité [Taly et al, 2013].

Le séquencage haut débit (NGS) quant a lui permet de rechercher des mutations sur des

dizaines de locus en paralléle avec une limite de détection acceptable de 'ordre de 0.1%.

ll.1. PCR

La PCR est une technique d’amplification in vitro de matériel génétique, développée a la fin

des années 80. Actuellement, il existe plusieurs types de PCR :

PCR conventionnelle : le matériel génétique est amplifié dans un thermocycleur (appareil
capable de chauffer et refroidir trés rapidement) puis le produit d’amplification est déposé sur
un gel d’électrophorése contenant, le plus souvent, du bromure d’éthidium, agent intercalant
qui fluoresce sous les UV lorsqu’il est situé entre les bases des acides nucléiques ; aprés
migration des produits d’amplification dans le gel d’agarose, celui-ci est révélé sous les UV.
L’inconvénient majeur de cette technique est le risque de contamination des échantillons lors

de la manipulation des produits amplifiés.

PCR en temps réel : cette technique tend de plus en plus a remplacer la PCR
conventionnelle ; étant plus rapide, elle permet surtout de limiter le risque de contamination
entre les échantillons et également de quantifier le génome initialement présent aprés
extraction. La PCR classique présente de nombreuses limitations (amplification préférentielle
de petits fragments, production de séquences chimériques, difficulté de détecter des ADN
peu représentés) en particulier pour 'amplification de mélanges complexes d’ADN (Figure
31).

La PCR digitale : c’est une approche offrant une plus grande sensibilité et spécificité que
la PCR en temps réel. Elle permet la détection d’un alléle cible a partir d’'une faible quantité
d’'un échantillon en utilisant des quantités de réactifs plus faibles que la PCR

conventionnelle.

Le concept de PCR digitale a été proposé par Sykes et ses collégues en 1992, par la dilution

limitée et par I'analyse statistique en utilisant la loi de Poisson [Sykes et al, 1992].
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Elle permet la détection d’'une copie par population. Cette technique nécessite au préalable
lisolement de molécules d’ADN par répartition de I'échantillon dans de multiples puits selon
la méthode de dilution ultime. Une fois chaque molécule d’ADN isolée, une PCR est réalisée
dans chaque puits. Chaque puits contient in fine une seule molécule d’ADN, c’est-a-dire que
chaque puits contient zéro ou une copie de la séquence d’intérét.

Chacune des microgouttelettes est analysée individuellement pour détecter la présence ou
'absence d’'une mutation spécifique grace a la sonde de détection choisie a 'avance sur la

base d’'une connaissance préalable du profil moléculaire de la tumeur ou par choix arbitraire.

Cette technique permet lidentification des portions portant la mutation (positif) et des
portions ne portant pas 'anomalie recherchée (négatif). L’étude du rapport négatif/positif
permet également de quantifier avec précision le nombre de gouttes contenant un ADN muté
ou un ADN sauvage, d’identifier les échantillons mutés (résultat qualitatif) et de quantifier
avec précision le rapport allélique en cas de mutation (résultat quantitatif) [Pekin et al, 2011],
[Zhong et al, 2011].

Cette technique a été validée jusqu’a un seuil de détection de mutation de 0,0005% lorsque
la quantité d’ADN de départ est suffisante. En effet une limite de détection d’'une molécule
mutée parmi 100 000 non mutées a été démontrée. Il a été montré qu’il est possible de
trouver une mutation KRAS dans 200 000 molécules wild-type, en utilisant de I'ADN
génomique extrait d’'une lignée cellulaire de cancer colorectal. Dans le cadre de I'analyse de
'ADN tumoral circulant, ce niveau de sensibilité ne peut pas étre atteint car la quantité
d’ADN tumoral circulant présente dans le sang est faible (correspondant parfois a une
quantité de génome inférieur a 1000). La sensibilité du test en dPCR dépend du nombre de
compartiments et de la quantité de molécules analysables, ainsi que du taux de faux-positifs

inhérent a la technique utilisée [Heyries et al, 2011]. (Figure 30).
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99,9 % séquences non mutées
0,1 % séquences mutées
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Figure 30 : Comparaison des procédures de la PCR classique et de la PCR digitale. Détection d’une
séquence mutée (verte) au sein d’'un mélange de séquences non mutées (rouge). La PCR classique
amplifie un mélange complexe d’ADN, la détection de la séquence mutée est impossible car noyée dans
les séquences non mutées. La PCR digitale amplifie indépendamment toutes les séquences d’ADN
présentes dans le mélange, la détection de la séquence mutée est possible car chaque séquence est

analysée individuellement [Perez et al, 2015].

PCR digitale en émulsion: Elle consiste en [l'utilisation de gouttelettes aqueuses
dispersées dans de I'huile pour la compartimentation des réactions de PCR, ce qui permet
d’envisager un nombre de compartiments théoriquement illimité (qui dépend du volume des
gouttelettes et de celui de I'échantillon disponible). La phase aqueuse contient ’ADN cible et
le mélange réactionnel nécessaire a la PCR. Cette stratégie, appelée PCR en émulsion
(ePCR) permet de réaliser des tests trés sensibles et théoriquement moins colteux que les

plateformes utilisant des microchambres.

Les premiéres procédures d’ePCR créaient des gouttes par agitation mécanique, ce qui
entrainait la production de gouttes de tailles trés variables. Les gouttelettes générées par ces
procédures sont difficilement manipulables.

Afin de mieux controler le volume des émulsions, des systémes microfluidiques ont
également été développés pour la réalisation de réactions de dPCR en microgouttelettes. La

microfluidique est une technologie fondée sur la manipulation de trés faibles quantités de
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fluides (de 10° & 10™® L) dans des microcanaux. En utilisant des écoulements diphasiques
(combinaison d’'une phase aqueuse et d’'une phase d’huile), les systémes microfluidiques
permettent de produire, a haute fréquence, des gouttes micrométriques monodispersées.
L'utilisation de tensioactifs stabilise les gouttes en évitant leur coalescence lorsqu’elles
entrent en contact. Ces « microréacteurs » peuvent ensuite étre manipulés dans les
microcanaux grace a limplémentation de différents modules de fusion, de division,

d’incubation ou encore de tri [Teh et al, 2008].

Le choix de la méthode de détection est I'étape suivante et revét une trés grande
importance. L’implémentation des techniques de détection utilisées en qPCR (sondes
fluorescentes ou molécules s’intercalant dans 'ADN par exemple) permet une détection par
fluorescence, ainsi qu’en multiplex, avec une grande sensibilité. Les systémes
microfluidiques fabriqués a partir de matériaux compatibles avec une détection par
fluorescence sont particuliérement adaptés a ce type de détection [Baret et al, 2010]. (Figure
31).

1 Encapsulation des molécules d’ADN
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Figure 31 : Analyse par DPCR en microgouttelettes. Cette méthode consiste en [l'utilisation de
gouttelettes aqueuses dispersées dans de I'huile pour la compartimentation des réactions de PCR, ce qui

permet d’envisager un nombre de compartiments théoriquement illimité [Perez et al, 2015].
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La raindrop digital PCR : c’est une technique de PCR digitale qui permet la détection
d’alleles tumoraux peu fréquents. Il s’agit d’'une technique sensible, spécifique qui permet
une détection quantitative des mutations. L’utilisation de marqueurs de couleurs et
d’intensités différentes permet la détection des mutations spécifiques. Cette technique
genere 1 a 10 millions de gouttelettes d’une taille de I'ordre du picolitre. Chaque gouttelette
contient une molécule d’ADN. Cette technique mesure le ratio des gouttelettes présentant

une mutation spécifique aux gouttelettes ne contenant que de 'ADN sauvage.

La réaction PCR est réalisée par gouttelettes. Cette PCR en émulsion utilise les sondes
Tagman® spécifiques des génes mutés et non mutés en présence d’amorces et de
I'échantillon d’ADN. Les sondes spécifiques sont conjuguées a un fluorophore qui générera

un signal fluorescent.

Cette technique est réalisée en plusieurs étapes : mise en émulsion, recueil de I'émulsion
dans un tube PDMS (polydiméthylsiloxane), thermocyclage de I'’émulsion pour effectuer de la

PCR, puis dép6bt sur un dispositif microfluidique.

Lors de l'amplification, les sondes Tagman® sont clivées et le fluorophore est libéré.
L’amplification de '’ADN non muté génére un signal rouge fluorescent et celle de TADN muté
un signal vert fluorescent. L’émulsion est ensuite injectée sur une puce microfluidique et les
gouttelettes sont espacées par une solution huileuse, le signal de chaque gouttelette est
analysé avec calcul du ratio muté/non muté. Une fluorescence jaune est générée par les
gouttelettes contenant de 'ADN a la fois muté et non muté, 'absence de fluorescence

correspondra a I'absence de I'ADN.

Parmi les différents avantages de cette méthode, nous pouvons noter sa sensibilité et sa
spécificité élevée. Elle peut détecter 1 mutant parmi 250 000 molécules de type sauvage

avec une limite inférieure de détection de 1 pour plus de 1 000 000.

Cette technique permet de réaliser simultanément I'analyse de 10 mutations. La réaction est
réalisée dans un tube fermé afin d’éviter le risque de contamination [Day et al, 2013] [Merlin,
2014, pp153-166] (Annexe 2).
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lll.2. Le séquencgage de nouvelle génération (NGS)

Le séquencage de nouvelle génération (NGS), également connu sous le nom de
séquencage a haut deébit, est une technologie trés différente et complémentaire de la PCR
digitale. L’avantage du NGS est de pouvoir analyser simultanément un grand nombre de
genes. Cette technologie permet une analyse moléculaire précise des échantillons d’ADN
tumoraux [Schmitt et al, 2012] (Figure 32).

C’est une technique a la fois qualitative et quantitative qui permet d’évaluer la présence de
mutations et de quantifier la fraction d’allele mutée. Son systéeme de multiplexage permet
d’amplifier simultanément différentes régions du génome prédéfinies par avance, sur
plusieurs dizaines d’échantillons. Le développement de ['utilisation de cette technique a
permis de mettre sur le marché un large choix de panels commerciaux adaptés au typage
des hotspots de mutations de différents types de cancer. La possibilité d’utiliser ces panels
de génes optimisés ou de créer des panels « a fagcon » est un des atouts de cette

technologie.

On parle de NGS « ciblé » lorsque le séquengage est effectué sur un nombre défini de
génes. Actuellement, elle garantit une sensibilité de détection de 'ADNct suffisante, mais
celle-ci est en théorie plus faible que la dPCR pour 1 mutation donnée. Cependant, des
améliorations technologiques et d’analyse pourraient permettre d’augmenter la sensibilité du
NGS (Annexe 3 et 4).

Etapes communes aux différentes technologies [Voelkerding et al, 2010]
o Fragmentation enzymatique de 'ADN
e Préparation d’'une banque d’ADN (library) par ligation d’adaptateurs
¢ Amplification clonale
e Séquencgage générant des signaux (luminescents ou fluorescents)

o Détection des signaux émis et conversion en séquence (Figure 32)
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Input DNA
Fragmentation
End repair and adapter ligation
Fragment library

.........

Generation of luminescent or fluorescent images

Conversion to sequence

Figure 32 : Principales étapes de génération et d’analyse de données NGS. Les principales étapes de
NGS sont : la préparation de banques qui sont créées en utilisant une fragmentation aléatoire de I'ADN
suivie de la liaison avec des petites séquences spécifiques puis I'amplification (la banque est amplifiée
grace a des méthodes d'amplification clonale et de PCR) et finalement le séquengage (I'ADN est séquencé

en utilisant différentes approches en fonction de la technologie utilisée) [Voelkerding et al, 2010].
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l11.3. BEAMing

Le BEAMing a été décrit par Dressman en 2003. Le but de cette technique consiste en la
conversion de chaque molécule d’ADN en bille magnétique, chacune de ces billes
magnétiques contenant des milliers de copies de séquences d’intérét de la molécule d’ADN
originale. La consistance des perles correspond exactement aux molécules d'ADN de départ.
La variation dans les molécules d'ADN originales peut alors étre simplement évaluée en
comptant les particules marquées par fluorescence par cytométrie de flux [Dressman et al,
2003].

Les fragments d’ADN sont placés en émulsion sur des billes magnétiques, permettant la
création de billes monoclonales. Aprés amplification par PCR, les émulsions sont cassées et
les billes triées a l'aide d’un aimant. Un oligonucléotide fluorescent de séquence spécifique
est ensuite incubé avec les billes. Les fluorescences sont comptabilisées par cryométrie en

flux.

Cette approche s'appelle BEAMing sur la base de quatre de ses principaux composants
(beads, emulsion, amplification, and magnetics). Des millions de molécules d'ADN
individuelles peuvent étre évaluées de cette maniére avec des équipements de laboratoire
standard. Par ailleurs, le BEAMing peut étre utilisé pour l'identification et la quantification de
mutations rares, ainsi que pour étudier les variations dans les séquences de génes ou les

transcriptions dans des populations ou des tissus spécifiques.

Taniguchi et ses collegues ont appliqué la technologie BEAMing pour la premiére fois pour
l'analyse des mutations EGFR dans le cancer du poumon non a petites cellules. Les
mutations activatrices de I'EGFR se retrouvent dans les 10% des patients caucasiens et
dans les 50% des patients asiatiques avec un cancer du poumon non a petites cellules. Ces
mutations sont détectées plus souvent chez les femmes, les non-fumeurs et dans les

adénocarcinomes [Kazuya et al, 2011].
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La technique de BEAMing se réalise en 6 principales étapes :

1. Couplage des oligonucléotides aux billes magnétiques
Pour la réalisation de cette étape les billes de streptavidine sont utilisées, car le couplage
des oligonucléotides biotinylés est simple avec ce type de billes. Ce sont des billes
magnétiques de 1.05 £ 0.1 ym de diamétre qui sont liées par des liaisons covalentes avec le

streptavidin (Annexe 5).

Il a été montré que les oligonucléotides présentant uniquement un seul groupe 5'-biotine ne
sont pas stables et se dissocient des billes pendant le thermocyclage, tandis que les
oligonucléotides marqués avec deux groupes de biotine a leur extrémité 5' (les deux groupes
sont séparés par un linker de six atomes de carbone) restent indissociables pendant le

thermocyclage.

Il a été constaté que les oligonucléotides longs (41 pb) fonctionnent mieux pour I'amorgage
que les oligonucléotides plus courts (20 bases), ce qui peut s’expliquer par 'encombrement
stérique (steric hydrance) de la surface des billes magnétiques. Il a été montré également
que les oligonucléotides modifiés (amino-, sulfhydryle- ou carboxyle-) peuvent également
étre utilisés en les couplant de maniére covalente a des billes magnétiques [Dressman et al,
2003].

2. Préparation de microémulsion
Pour la préparation de microémulsion, plusieurs méthodes ont été décrites.

Cette microémulsion contient 2 phases :

e La phase huileuse qui peut contenir plusieurs huiles en différentes quantités (comme
par exemple 4,5% Span80, 0,40% Tween80, 0,05% Triton X-100 et les huiles
minérales). Il est conseillé de préparer fraichement la phase huileuse chaque jour.

e La phase aqueuse peut également contenir différents composants (comme par
exemple 67mM (pH 8,8) HCI, 6,6mM NH,SO4, 6,7mM MgCl,, 10mM 2-
mercaptoéthanol, 1mM d’ATP, 1mM d’CTP, 1mM d'GTP, 1mM dTTP, 0,05uM

d'amorce directe, 25uM d'amorce inverse, diverses quantités d'ADN etc).

La microémulsion est préparée habituellement en rajoutant goutte a goutte la phase aqueuse
dans la phase huileuse. Aprés l'addition de la phase aqueuse, le mélange doit étre agité

pendant 30 minutes [Dressman et al, 2003].
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3. Amplification d’ADN par PCR

La réaction de PCR sur les billes couplées par des oligonucléotides biotynilés s’est montrée
inefficace par rapport a la réaction de PCR sur les mémes oligonucléotides lorsqu'ils sont
libres en solution. Pour cette raison, il a été proposé de rajouter a la solution une petite
quantité d'amorce directe non biotinylée identique en séquence a I'oligonucléotide biotinylé
couplé aux billes magnétiques. Cela facilite les premiers cycles d'amplification dans cette
réaction. En I'absence des amorces supplémentaires libres, aucune amplification détectable
n’est produite sur les billes magnétiques, en revanche la quantité excessive de ces amorces
peut générer l'effet inverse, c'est-a-dire l'absence de [I'amplification sur les billes
magnétiques en raison de la concurrence avec les amorces en solution. La quantité ajoutée

de ces amorces doit étre donc bien contrblée.
4. Rupture d’émulsion

Plusieurs facons de briser les émulsions eau-dans-huile ont été décrites y compris
I'extraction avec des matiéres organiques. Il a été constaté également que le simple rajout
de détergents non ioniques peut produire des séparations de phase sans aucune

modification détectable des billes ou des molécules d'ADN liées a elles.
5. Différenciation des séquences d’ADN liées aux billes magnétiques

Pour distinguer les alléles capturés sur les billes magnétiques, la plupart des procédés sont
basés sur l'utilisation de la fluorescence. Ces méthodes comprennent une extension de

nucléotide unique, un amorgage spécifique d'un alléle ou une hybridation.
6. Cytométrie de flux

Les résultats optimums en cytométrie de flux dépendent des signaux fluorescents des billes
magnétiques. Pour améliorer la fluorescence, il est possible de réaliser une hybridation des
sondes avec des réactifs secondaires. Par exemple, des anticorps marqués par |'Alexa 488
peuvent étre utilisés pour améliorer les signaux émanant des sondes oligonucléotidiques
couplées a la fluorescéine. De méme, la streptavidine marquée par la R-phycoérythrine peut
étre utilisée pour générer un signal provenant de sondes oligonucléotidiques marquées par

la biotine.

Les cytométres de flux équipés de deux ou trois lasers et des filtres appropriés ont la
capacité de distinguer les locus multi-alléliques et d'effectuer une analyse multiplex de
plusieurs génes simultanément. La derniere génération de cytometres de flux peut

également analyser plus de 70 000 événements par seconde. En plus de la puissance
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analytique de la cytométrie de flux, les agents de tri de cellules activés par fluorescence
peuvent séparer des populations spécifiques de billes pour une analyse plus approfondie
[Dressman et al, 2003], [Tawfik et al, 1998] (Figure 33).
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Figure 33 : Les principales étapes de la méthode BEAMing. BEAMing est réalisé par 6 étapes principales.
Etape 1 : les billes magnétiques qui sont liées par les liaisons covalentes avec la streptavidine sont liées
avec les oligonucléotides biotinilés. Etape 2 : préparation d’une microémulsion comportant 2 phases
(aqueuse et huileuse), les billes magnétiques se trouvent dans le compartiment aqueux. Etape 3:
réalisation de la réaction PCR pour I'amplification de I’ADN fixé sur les billes. Etape 4 : rupture
d’émulsion ; ’émulsion est cassée et les billes magnétiques sont récupérées en utilisant un aimant. Etape
5 : différenciation des séquences d’ADN liées aux billes magnétiques ;aprés la dénaturation, les billes
magnétiques sont couplées avec les séquences fluorescentes. Etape 6: cryométrie de flux:

quantification des billes liées avec les amorces mutées [Dressman et al, 2003].
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La méthode BEAMing est une méthode fiable et sensible pour évaluer les variations de
genes du génome. Au niveau de la faisabilité le BEAMing est assez facile a réaliser en
tenant compte des instruments nécessaires : il ne demande aucune instrumentation autre
qu'un agitateur magnétique, les instruments pour la réalisation de la réaction PCR et un

cytomeétre de flux, tous largement disponibles dans les laboratoires.

L’avantage important du BEAMing est la possibilité d’augmenter la sensibilité en augmentant
simplement le nombre de billes analysées afin de répondre aux spécifications de
I'expérience. Cette méthode offre non seulement la possibilité de mettre en évidence la
présence des mutations spécifigues mais aussi de quantifier ces mutations rares. Cette
quantification devient également possible car, grace a cette méthode, on n’ignore pas les

molécules de type sauvage dans le cadre de 'analyse.

Un autre avantage de cette méthode consiste en la possibilité de réutilisation ou recyclage
des billes magnétiques, qui peuvent étre facilement purifiées et utilisées pour une
expérimentation ultérieure, réduisant nettement le colt de la méthode. Une telle récupération
est difficile avec des techniques numériques qui comptent les molécules déposées sur des
lames de microscope. Enfin I'approche BEAMing, en principe, est totalement automatisée et
ne demande pas une grande équipe ou la présence permanente de professionnels
[Dressman et al, 2003].
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Chapitre IV

Conclusion




IV. Conclusion

Le cancer est la principale cause de la morbidité et de la mortalité dans le monde. Le cancer
colorectal est I'un des cancers les plus fréquents et les plus mortels en France et dans le

monde ; prés de la moitié des patients décédent dans les 5 ans suivant le diagnostic.

Pendant les dix derniéres années, des avancées significatives dans les domaines de la
chirurgie, chimiothérapie et de la thérapie ciblée ont nettement diminué la mortalité de ce
cancer mais, malgré tout, le CCR reste un probléme important pour la santé publique.
Malgré des avancées dans le domaine de la thérapie ciblée, la survie a 5 ans continue a

stagner aux alentours de 10%, donc le pronostic reste assez sombre.

Le CCR n’a pas de signes cliniques accentués et, pour cette raison, ces cancers ne sont pas
souvent diagnostiqués dans les stades précoces mais déja en stade bien avanceés ; dans
certains cas, ce sont les métastases qui révélent les CCR primitifs. Le CCR est un cancer
trées agressif et il donne trés rapidement des métastases, notamment des métastases

hépatiques.

La survie face au CCR dépend fortement du stade de découverte de la maladie : plus le
cancer est découvert dans les stades précoces, plus la prise en charge est complete et plus
la survie est longue. Le dépistage de masse de la population générale est une nécessité

pour tenter de diagnostiquer les cancers dans les stades plus précoces.

La classification clinique en stade histologique et la classification moléculaire selon les
formes d'instabilité du génome (l'instabilité des microsatellites (MSI), [instabilité
chromosomique (CIN) et I'nyperméthylation des promoteurs (CIMP)) ne suffisent pas a
définir des entités homogénes du point de vue moléculaire et a prédire de maniéere efficace
la récidive. L’hétérogénéité de tumeur (hétérogénéité inter- et intra-tumorale) et I'évolution
clonale sont des challenges significatifs pour désigner les stratégies effectives de traitement.
Pour améliorer la prise en charge des patients, il apparait indispensable de mieux
appréhender la diversité de la maladie afin de trouver des marqueurs pronostiques et

prédictifs efficaces.

La prise en charge du cancer colorectal métastatique a évolué grace a l'apparition des
thérapies ciblées, notamment celles anti EGFR. La survie globale et la survie sans
progression ont été améliorées. Dans la prise en charge de ce cancer, le statut RAS est trés

important (la présence des mutations sur les génes KRAS, NRAS et BRAF).
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Le Cetuximab et le Panitumumab sont deux anticorps monoclonaux anti EGFR qui sont
prescrits si le patient ne présente pas les mutations et le Bevacizumab, qui est un anticorps

anti VEGF, peut étre prescrit que la tumeur soit mutée ou pas.

En oncologie, la recherche de mutations somatiques a visée théranostique est devenue la
régle pour la prescription de certaines thérapeutiques ciblées. Dans le cas du CCR, la
recherche des mutations RAS est devenue essentielle pour la décision thérapeutique, le
statut RAS sauvage étant nécessaire pour assurer l'efficacité des anti EGFR (Cetuximab,
Panitumumab). C’est le seul facteur prédictif de réponse au traitement par anticorps

monoclonaux anti EGFR validé.

Actuellement, toute recherche de mutation somatique nécessite au préalable la réalisation
d'un prélévement tumoral (piéce opératoire, biopsie, cytoponction), au sein de plateformes
de biologie moléculaire labellisées par 'INCA et nécessite la présence de nombreux
intervenants (cliniciens, pathologistes, biologistes moléculaires). Le matériel prélevé est
ensuite fixé, conformément aux recommandations de I'INCA, dans du formol tamponné ou
plus rarement dans d’autres fixateurs comme I'AFA (acide acétique, formol et alcool) puis

inclus en paraffine.

Cette organisation est relativement complexe et peut occasionner un délai dans I'obtention
d’un résultat. Deux enquétes nationales (en 2011 puis en 2014) ont montré que le délai pour
obtenir un statut RAS chez un patient avec un cancer colorectal métastatique était d’environ
3 semaines en France. Outres les problémes liés au pré-analytique (temps d’ischémie
chaude et froide, fixation des tissus ...), la réalisation de biopsie présente parfois certains
inconvénients, notamment les contraintes liées a l'accessibilité du site a biopsier mais
surtout relatives a l'invasivité et a la douleur que peut provoquer ce geste médical. De plus, il
est considéré comme non éthique et, pour le moment, non scientifiquement fondé de
pratiquer une seconde biopsie chez un patient pour lequel un premier résultat contributif
aurait été obtenu. Ces différents points justifient I'intérét de développer des techniques
innovantes pouvant apporter les mémes informations que les techniques de biopsies
conventionnelles, moins invasives, moins douloureuses et moins contraignantes pour le

patient.

Plusieurs types de biomarqueurs moléculaires peuvent étre analysés a partir d'un
prélévement de sang périphérique. Parmi eux 'ADN tumoral circulant (ADNct) est 'un des
plus prometteurs. Les cellules cancéreuses libérent des fragments d’ADN tumoral dans la
circulation sanguine, aprés I'apoptose ou nécrose, ou il pourrait provenir de la lyse des

cellules tumorales circulantes ou de micrométastases. L’ADN portant les mutations
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spécifiques de la tumeur peut se retrouver fortement dilué dans ’ADN libre circulant total du
malade, provenant de cellules saines de l'organisme. D’ou I'importance de trouver des
méthodes de détection trés sensibles, qui seront capables de mettre en évidence la quantité

minime d’ADN tumoral circulant.

Il a été montré que la quantité d’ADN tumoral circulant augmente dans les stades avancés
de cancer et en cas de métastase. L’'augmentation du nombre de copies d’ADNct apparait
donc comme un facteur de mauvais pronostic et posséderait un impact sur la survie globale.
L’évaluation réguliére du nombre de copies permettrait donc un monitoring de I'efficacité des

thérapies anticancéreuses, qu’elles soient standards ou ciblées.

La détection et la recherche de mutation sur 'ADNCct seraient également essentielles dans
I'évaluation de la réponse au traitement et permettraient 'adaptation des traitements en
fonction de I'apparition des résistances. Le suivi moléculaire par biopsie liquide permettrait le

suivi de I'évolution des variations génomiques du cancer en réponse aux thérapies.

La mise en place de ce type d’analyse en routine serait donc une avancée majeure dans le
domaine du diagnostic moléculaire en oncologie et représente un défi, au moment ou se
développent les traitements personnalisés. Il pourrait également intervenir dans le dépistage,
le diagnostic, la décision thérapeutique et le suivi des patients atteints d’'un cancer.
Cependant, ceci nécessite au préalable une standardisation des techniques afin d’assurer
des résultats de qualité et des comparaisons entre laboratoires (procédures sur les
conditions de collecte de sang, le traitement du plasma ou du sérum, le stockage, la

conservation, les conditions cliniques, les variations diurnes, etc).

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses techniques de diagnostic moléculaire
ultrasensible destinées a I'analyse de '’ADNct ont fait leur apparition sur le marché, parmi
lesquelles nous pouvons citer le digital PCR, le droplet digital PCR (BioRad ®) (sensibilité :
0.001-0.05%) le BEAMing (Sysmex ®) (sensibilité : 0.001%), la raindrop digital PCR
(RainDance ®) et la méthode Intplex (INSERM). Toutes ces technologies permettent la

détection et 'énumération de variations génétiques a partir d’ADNCct.

L’ADN tumoral circulant comporte différents types d’anomalie moléculaire (mutations
ponctuelles, délétion, insertion, translocation, amplification, méthylation) présentes dans la
tumeur primitive ou dans les métastases. Il est donc important d’avoir une technique capable

de mettre en évidence 'ensemble de ces anomalies en une seule fois.
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La dPCR, malgré sa sensibilité élevée, a ses limites car elle ne permet d’analyser qu'un
nombre restreint de mutations a la fois. Le séquencage de nouvelle génération (NGS)
permet d’étudier plusieurs centaines d’anomalies moléculaires simultanément, mais la

sensibilité de la détection du NGS (de I'ordre de 2%) est moins élevée que celle de la dPCR.

Le BEAMing (Bead, Emulsion, Amplification and Magnetics) (Sysmex®) est une technique
réalisée en six étapes. Aprés extraction, purification et pré-amplification, I'émulsion d’eau en
huile est préparée. L'’émulsion contient les séquences des oligonucléotides biotinylés, les
différents primers et les billes magnétiques entourées par la striptavidine, Il s’agit d’'une
technique de PCR sur molécules d’ADN fixées sur billes magnétiques sur lesquelles se
trouvent les amorces spécifiques du géne d’intérét. La PCR est réalisée sur les billes en
émulsion. Des sondes fluorescentes marquées spécifiques de la séquence sauvage ou de la
mutation sont ensuite ajoutées et s’hybrident a 'ADN amplifié. La derniére étape de la
technique consiste en la détection de la fluorescence par cytométrie de flux et donc en la
qualification du nombre de billes contenant de 'ADN muté. Le seuil de détection d’ADN
circulant est de 0.01%. La sensibilité de cette méthode est d’environ 1 allele muté pour
10 000 non mutés et elle est limitée par le niveau des erreurs des polymérases (limited by

error rate of polymerase).

Il a été montré que, chez les patients présentant un cancer colorectal en stade IV, les

mutations somatiques sont détectées par la méthode BEAMing avec 100% de sensibilité.

La méthode BEAMing présente plusieurs avantages par rapport aux méthodes existantes.
Tout d’abord il s’agit d’'une méthode sensible et trés fiable qui permet de mettre en évidence
des changements génétiques des cellules cancéreuses et la présence ou l'absence de
différentes mutations. La réalisation de BEAMing ne demande pas la présence de
laboratoires trés élaborés, cette méthode ayant une faisabilité assez importante, qui diminue
nettement les frais de mise en ceuvre et enfin c’est une méthode assez automatisée ne
demandant pas la présence d’'une grande équipe. Le fait de pouvoir réutiliser ou recycler des
billes magnétiques diminue également le colt de cette méthode. Le BEAMing est donc a la

fois efficace, sensible et présente un colt médico-économique intéressant.

L'utilisation de la méthode BEAMing dans la routine de diagnostic et dans I'organisation de

traitement des différents cancers peut étre trés intéressante pour plusieurs raisons.
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Tout d’abord, il est possible d’intégrer cette méthode dans la routine du dépistage de cancer
chez les personnes saines, en évaluant la quantité des ADN circulants dans le sang avec
une simple prise de sang. Chez les personnes malades cette méthode peut étre utilisée pour
suivre 'avancement du cancer, la présence des métastases ou pour évaluer l'efficacité des
traitements réalisés en mettant en évidence l'apparition de résistances aux différents
traitements, tout ceci en diminuant la souffrance des patients et en rendant la surveillance

plus accessible et économiquement plus intéressante.
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Annexe 1 : La classification du CCR

Stade 0 (carcinome in situ)

TNM Description

Tis Les cellules cancéreuses sont seulement dans le revétement interne, ou muqueuse,
NO du célon ou du rectum. On pourrait les observer dans I'épithélium, ou elles

MO pourraient avoir envahi la couche de tissu conjonctif de la muqueuse appelée

lamina propria. Les cellules cancéreuses ne se sont pas développées au-dela de la

couche musculaire de la muqueuse appelée musculaire muqueuse

Stade |
Description
T1 ou T2 La tumeur a envahi la couche de tissu conjonctif qui entoure la muqueuse, soit la
NO sous-muqueuse, ou la couche musculaire externe épaisse du cdlon ou du rectum
MO appelée musculeuse
Stade Il
Stades TNM ‘ Description
A T3 La tumeur a envahi la sous-séreuse (une des couches externes entre la
NO musculeuse et la séreuse) du cdlon ou du rectum, ou elle a envahi les
MO tissus mous entourant le célon et le rectum, soit les tissus péricolorectaux
B T4a La tumeur a traversé la membrane qui recouvre et soutient le cblon et le
NO rectum, soit le péritoine viscéral
MO
lic T4b La tumeur a traversé la paroi du cbdlon ou du rectum jusque dans d’autres
NO organes ou structures
MO
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Stade IlIA
TNM

Description

T1 ou T2 La tumeur a envahi la couche de tissu conjonctif qui entoure la muqueuse, soit la
N1 sous-muqueuse, ou la couche musculaire externe épaisse du colon ou du rectum
MO appelée musculeuse
Il'y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des
cellules cancéreuses dans 1 a 3 ganglions situés prés du c6lon ou du rectum
T La tumeur a envahi la couche de tissu conjonctif qui entoure la muqueuse, soit la
N2a sous-mugqueuse.
MO
Il y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des
cellules cancéreuses dans 4 a 6 ganglions situés prés du célon ou du rectum.
Stade 1lIB
TNM Description
T3 ou T4a L’un des énoncés suivants s’applique :
N1 e la tumeur a envahi la sous-séreuse (une des couches externes entre la
Mo musculeuse et la séreuse) du colon ou du rectum;
e latumeur a envahi les tissus mous entourant le cdlon et le rectum, soit les
tissus péricolorectaux;
e latumeur a traversé la membrane qui recouvre et soutient le colon et le
rectum, soit le péritoine viscéral.
Il y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des
cellules cancéreuses dans 1 a 3 ganglions situés prés du célon ou du rectum.
T20uT3 L’un des énoncés suivants s’applique :
N2a e la tumeur a envahi la couche musculaire externe épaisse du célon ou du
MO rectum appelée musculeuse;
e la tumeur a envahi la sous-séreuse (une des couches externes) du célon ou
du rectum;
e la tumeur a envahi les tissus mous entourant le colon et le rectum, soit les
tissus péricolorectaux.
Il y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des
cellules cancéreuses dans 4 a 6 ganglions situés prés du cblon ou du rectum.
T1 ou T2 La tumeur a envahi la couche de tissu conjonctif qui entoure la muqueuse, soit la
N2b sous-mugqueuse, ou la couche musculaire externe épaisse du célon ou du rectum
MO appelée musculeuse.

Il'y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des

cellules cancéreuses dans au moins 7 ganglions situés pres du célon ou du rectum

101




Stade lliIC

TNM Description
T4a La tumeur a traversé la membrane qui recouvre et soutient le célon et le rectum, soit
N2a le péritoine viscéral.
MO
Il y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des
cellules cancéreuses dans 4 a 6 ganglions situés prés du cblon ou du rectum.
T3 ou T4a L’'un des énoncés suivants s’applique :
N2b e latumeur a envahi la sous-séreuse (une des couches externes) du colon ou
MO du rectum;
e latumeur a envahi les tissus mous entourant le cdlon et le rectum, soit les
tissus péricolorectaux;
e |atumeur a traversé la membrane qui recouvre et soutient le cOlon et le
rectum, soit le péritoine viscéral.
Il y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux. On a observé des
cellules cancéreuses dans au moins 7 ganglions situés prés du célon ou du rectum
T4b La tumeur a traversé la paroi du cdlon ou du rectum jusque dans d’autres organes
N1 ou N2 ou structures.
MO
Il y a des métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux (présence de
cellules cancéreuses dans des ganglions situés prés du célon ou du rectum).
Stade IV
Stade TNM ‘ Description
Stade IVA | Tout T La tumeur a traversé n’importe quelle couche du célon ou du rectum
Tout N Il peut y avoir des métastases dans les ganglions lymphatiques
M1 régionaux (présence possible de cellules cancéreuses dans des
ganglions situés prés du colon et du rectum).
Il y a des métastases a distance (le cancer s’est propagé a d’autres
parties du corps). Le cancer a envahi 1 seul organe, comme le foie ou
un poumon, ou des ganglions lymphatiques éloignés
Stade IVB ToutT La tumeur a traversé n’importe quelle couche du célon ou du rectum.
Tout N Il peut y avoir des métastases dans les ganglions lymphatiques
M1b régionaux (présence possible de cellules cancéreuses dans des

ganglions situés prés du cdlon et du rectum).

Il y a des métastases a distance (le cancer s’est propagé a d’autres
parties du corps). Le cancer a envahi plus d’'un organe ou bien le
péritoine (membrane qui tapisse les parois de 'abdomen et du bassin et

qui recouvre et soutient la plupart des organes abdominaux).
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Annexe 2 : Représentation schématique de différents types de PCR digitale
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e | V//{/( 7’2
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Génération des données de séquencage
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construction de la librairie

W (si multiplexage d'échantilions)
WAWWAWWYW
T — T T

_ B Enrichissement des
i séquences cibles:
WA WY Exome,
7 R Panel de génes...
WY VAW
WARMARRWAWYWY
l Amplification clonale
WYWWARA AW

MAMW AW
MAARE AW,
MAAMN AW, WA AR,

MWRARRAAWN

VWY
MWAANAVAWAANW,

Analyse des données de séquencage

Séquence de référence de la région d’intérét
| (..) TTACCT G ATCGGGTCATGCTAGCTACCGC {(...) |

CLCECLTTERITETETTT I

R

TTACCT GATCGGATC>
TGCTAGTTACCT G ATCGGGTCATGCT>

Séquences <‘ . . .
<GGGTCATGCTAGCTACCGC

<TACCT LATCGGGTCATGCTAGCTACCGCGCTAGC
TTACCT LATCGGGTCATGCTAGCTACCGC>

v / générées par rapport a la séquence
CCT LATCGGGTCATGCTAGCTAC> de référence => Fichiers « .bam »

<T G ATCGGATCATGCTAGCTACCG |
Identification des
Variants de séquence :

¢ Ixauuy

Alignement :
Positionnement des séquences

|
Contrdle qualité
% de bases couvertes par rapport
au nombre total de bases de la
région d’intérét (pour une
profondeur de lecture donnée)

Comparaison séquences
générées / séquence de
référence => Fichiers « .vcf »

Annotation :

Recueil d'informations

relatives aux variants

- Type de variant

- Statut

- Données de descriptions préalables
et de fréquence (databases)

SON 9p sajediourid sadejs sa

‘
—

L8] U

Logiciel d’analyse
(VarAFT: http:/lvaraft.eu)

- Données prédictives de pathogénicité
d'effet délétére de variants
faux-sens; effets sur I'épissage;...)

(.)
I

Filtrage des variants
et interprétation
des données mutationnelles

}

[

Compte-rendu des résultats
d’analyse




Company/Platform  Sequencing  Amplilication  Read length Max. Output  Run time Pros/Cons
Roche 454 GS SBS Pyro emPCR 700 bp* (SE. PE) 700 Mb 10-23h Pro: Long reads, short run time
FLX+ Con; High Mb cost, homopolvmer errors
Roche 434 GS SBS Pyro emPCR 400 bp* (SE, PE) 35 Mb 11k Same as GS FLX+ Additional Con: Lowest
Junior output of small scale instruments
lNlumina HiSeq 1000 5BS RDT Bridge PCR 36-101 bp (SE.PE)  <150Gh 1.5-8.5days  Pro: Ultra high output, ease of use
Con; No run scalability like SOLiD 5500
Mumina HiSeq 2000 SBS RDT Bridge PCR 36-101 bp (SE, PE) =300 Gh 25-11 days Same as HiSeq 1000
Numina GAllx SBS RDT Bridge PCR 36-151 bp(SE. PE) =95Gh 2-14 davs Pro; Mature platform
Con; Superseded by HiSeq, higher Mb cost
lumina Mi5eq 5B5 RDT Bridge PCR 36-151 bp (SE, PE) =1 Gh 427 h Pro: Froven chemistry, fully auntomated workfow
Con: Unproven instrument
Mumina HiScanSQ  SBS RDT Bridge PCR 100 bp (SE, PE} <150 Gh =R dms Pro; Dugl use instrument (microarray )
Con: Higher Mb cost than HiSeq
Life Technologies SBL emPCR 35-75bp(SE. PE} 77 Gb 2-7 davs Pro: Ultra high output. scalable runs allow
3300 sequencing on part flow cell
Con: Shorter reads than other platforms, longer
time to clonal template prep than Humina
Life Technologies SBL emPCR 35=-Tabp(SE, PE)  155Gh =7 days Same as 5500
S500XL (4hp)
Life Technologies SBS H+ emPCR 316+318 chip Jo-=100Mb| 2 ht Priv: Label-free chemistry— cheap and fast,
lon Tomrent =100 bp (SE) J18-=1Gbh highly scalable, long read length potential

Con: Homopolvmer errors, no PE vel. laborious
templale preparation bul semi-automatable

Note: Specifications for all platforms were derived from company websites. *Mode read length: the individual fragment read length is variable, SBS = Sequencing-hy-
synthesis; Pyro = Pyrosequencing; RDT = reverse dye terminator chemistry; H+ = Hydrogen ion detection; SBL = Sequencing-by-ligation; emPCR = emulsion PCR;
SE = Single-end read: PE = Paired-end read: Mb = Megabases; Gb = Gigabases: bp = base pairs,
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Annexe 5:

streptovidine

Les principales caractéristiques des billes magnétiques

User Guide

PureProteome™ Streptavidin Magnetic Beads

Intraduction

PureProteome Streptavidin Magnetic Beads are para-magnetic
beads covalently coupled with recombinant stregtavidin for the
binding of biotinylated molecules. They are idesl for a range

of applications, including purification of prateins and nucleic
acids, immunaprecipitation, drug discavery, cell isolation, pratein
interaction studies, and organelle isolation

The beads are added to a sample containing biotinylated molecules
[e.g., proteins, DNA/RNA, antibodies, peptides, sugars, or lectins).
During & short incubation, the biotinylated molecule will bind to
the beads. The beads are then isolated using the PureProteome
Magnetic Stand, followed by several wash steps to remove
unbound molecules.

Benefits
Wm Ready to use
m High binding capacity
B Low non-specific binding
B May be wsed over broad pH range (4.5-9.0]
amd temperature range (4-25 *C)
The beads are not blocked ond the user may choose o black
appropriate for their opplicotion.

Materials Required but Not Supplied

Biotinylated protein or figand of interest

Wash Buffer: Tris-buffered saline with Tween® 20 surfactant (TBST)
or buffer of choice

Storage Buffer: Tris-buffered saline (TBS) or buffer of choice
1.5 mL microcentrifuge tubes
PureProteome Magnetic Stand (B-well)

For optimal performance, the PureFroteame Magne tic
Stand {8-well] is recommended far use with PurcProteome
Streptavidin Mognetic Beads.

Procedure for Using PureProteome
Streptavidin Magnetic Beads

Coupling of a biotinylated protein or ligand to the
Streptavidin Magnetic Beads

This pratocol is a general guide and may be modified and optimized
by the user to reflect a specific application.

1

Ensure that the magnetic beads are uniformby resuspended by
vortexing or imverting. Mix the bead slurry between aliguots
to ensure that the beads do not settle.

Aliquot 100 pL of magnetic bead suspension inte a 1.5 mL
microcentrifuge tube. This volume may be scaled up or down
as required.

Flace the tube into the PureProteome Magnetic Stand to
collect the beads. Carefully remove storage buffer with a
pipette.

Add 500 uL TBST or wash buffer of choice to the tube. Mix
for 10 seconds, then place tube into magnetic stand. Allow
the beads to migrate to the magnet, then carefully remove
residual buffer without disturbing the beads.

Add 100-200 pL of biotinylated protein or ligand and incubate
with gentle mixing for 15-60 minutes at room temperature.
Flace tube into magnetic stand and allow beads to migrate

to the magnet. Remove the unbound fraction and save for
anakysis. Bound material can be calculated by subtracting
unbound fraction from the input material.

Wash the magnetic beads in 500 pl TBST or wash buffer of
choice. Place the tube back into the magnetic stand and allow
the beads to migrate to the magnet. Remowe the TEST or wash
buffer of choice.

Repeat the wash step 3 times.

Add 100 pl of TBS ar storage buffer of choice to the washed
beads and store at 2-8 *C.
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Specifications

Presentation 50 slury (vlv] B 10 mM Tris with 0.05%
sodium azide, pH 8.0

Matrin Fecombinant streptavidin covalently coupled
to silica-based beads

Particle form Spherical

Bead diameter 10 pm [nominal]

Storags 2-8 "C Do not freeze.

Ulp to OGS g biatimplated BSA per ul of bead

SAFSPETTSoN

Up to 1.0 pg biotinylated Igh per pl of bead

SUSPENLIDA

Finte: Berfoemanre will vory drprading o ihe

propestles o Ehe individ ued peoee biveg uved
Up to & pmoles oligonuclestide per ul of bead
suspension

Hote: Binding enpority i ieeersely redoted ho molecule
sizr. For applics fons wink eliponucieotides,
e e guaner sal eeduced binding copocity
Far lnrge DINA frugsests may e dur 12 sheric
hindrance.

Shelf life Refer to expiration date on product label

PureProtrome Streptandin Magneht Beads are for reseanch use
onby. They are not for use in disgnostic procedures.

Disposal

Coblect and dispose of used materinl acconding to all applicable
international, federal, state, and local requlations,

Safety Data Sheet

Safery Dats Sheets (SOS) are available on our web site. Go o
e millipore com and enter your catalogue mumber in the search
b

Product Ordering Information

Deseription Qty/Pk Cat. No.
PureProteome Streptavidin Fwuiml  LSKEMAGTOZ
Magnetic Beads 1= 10mL  LSEMAGTI0
PurePratenme Magnetic Stand, 8-well i LSEMAGS0E
PurcProteome Magnetic Stand, 15 ml L LSKEMAGS 15
Purefroteome NHS FlexiBind 1 LSEMAGNOT
Magnetic Beads Kit (contains 0.5 mL

magnetic beads, equilibration, wash|

coupling. snd guench buffers, and

Amacon® Ultra-05 deders)

PurcPrateame NHS FlewB nd 4 x0Sml  LSKEMAGNOA
Magnctic Beads

PurePrateome Nickel Iwiml  LSKMAGHOZ
Magnetic Beads 1 widml  LSKMAGH0
PurePrateome Protein A Taiml  LSKMAGADZ
Magnetic Beads 1 xidml  LSEMAGAND
PurePrateame Protein G Tximl  LSKMAGBEOZ
Magnetic Beads 1=10mL LSKMAGE10
PureProteome Mbumin I = W0ml LSKMAGLIO
Magnetic Beads

PurcProtrome AlbuminflgG Depletion 1 LSKMAGD12
Kit [contain magnetic beads, buffer

concentrate, and Amicon Ultra—4

devicri)

Notice

The infarmation in this decument is subject to change wihaut
notice and should not be construed as a commitment by Millipore
Corporation (*Millipore™) or an affiliate. Neither Millipore
Caporation noe any of its affiliates assumes responaibility for any
errors that may appear in this document.

Technical Assistance

For more information, contact the Millipore office nearest you In
the LS., call 1-800-MILUIPDRE (1-800-645-5476). Dutside the
U5, go to our web site at www millipore. comfpffices for up-to-
date worldwide contact information. You can slse visit the tech
service page on our web site ot wowsnillece comiiechscrooce.

Standard Warranty

The applicable warranty for the products listed in this publication

may be found at wew. millipore comecfcpdftermy (within the
*Term andd Conditiond of Sake” applicable: to your purchase
transaction),
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KE}' Applicatinns Volume

Purification de 10 mL

molécules

biotinylées,

Purification de

protéines

DESI‘.‘I‘ipﬁﬂn

Reference LSKMAGT10

Nom de marque « PureProteome

Description Systéme 3 base de billes magnétigues PureProtzome™ Streptavidine
Apergu Les billes magnétigues PureProteome™ Streptavidine mettent 3 1a disposition des chercheurs

un systéme 3 base de billes puissant pour contribuer & purifier les molécules biotinylées. Cette
bille convient aux immunoprécipitations, 2 la purification des acides nucléigues et 3 l'isolement
de cellules et d'organelles.

Materials Required Support magnétigue PureProteome™ (8 puits) (Ref. LSKMAGS03)
but Not Delivered

Applications

Application PureProteome Sireptavidin Magnetic Beads provide researchers with a powerful bead system
o help purify biotinylated molecules. This bead is suitable for immunoprecipitations, purifying
nucleic acids, isolating cells and organelles.

Principales « Purification de molécules biotinylées

applications « Purification de protéines

Informations physico-chimiques

Capacité de fixation = 20 pg de protéines par mg de billes incubées

Dimensions

Taille des particules 10 pm

Volume 10 mL
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Notifications sur l'utilisation du produit

Motification sur « Unless otherwise stated in our catalog or other company documentation accompanying the

l'utilisation product{s), our products are intended for research use only and are not to be used for any
offher purpose, which includes but is not limited to, unauthorized commercial uses, in vitro
diagnostic uses, ex vivo or in vivo therapeutic uses or any type of consumption or application
to humans or animals.

Informations relatives au stockage et i I'expédition

Température de A 3 réception, stockez 3 2-58 °C
stockage

Informations sur I'emballage

Quantité 10 ml
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Résumé
Le cancer colorectal se forme dans le cblon ou dans le rectum, dans la derniére partie du

gros intestin.

Le cancer colorectal donne trés rapidement des métastases, notamment hépatiques et son
apparition est asymptomatique. Ainsi, ce cancer est généralement diagnostiqué trés
tardivement, dans des stades avancés et avec plusieurs métastases. Pour assurer la
meilleure prise en charge, il est trés important de diagnostiquer ce cancer dans les stades
précoces. Plusieurs types de biomarqueurs moléculaires ont été étudiés ; parmi eux '’ADN

tumoral circulant est I'un des plus prometteurs.

Le BEAMing (Bead, Emulsion, Amplification and Magnetics) (Sysmex®) est une technique
de PCR sur molécules d’ADN fixées sur billes magnétiques sur lesquelles se trouvent les
amorces spécifiques du géne d’intérét. Le seuil de détection d’ADN circulant est de 0.01%.
L’utilisation de la méthode BEAMing dans la routine de diagnostic et dans I'organisation de

traitement des différents cancers représente une piste trés intéressante et prometteuse.

Mots-clés : Cancer colorectal, ADN circulants, BEAMing
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