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1. INTRODUCTION 

 Eléments cellulaires présents dans la circulation sanguine 1.1.

dans un contexte tumoral ………. 

 Cellules tumorales circulantes  1.1.1.

Les cellules tumorales circulantes (CTCs) ont été observées pour la première fois par 

Ashworth en 1869 dans une biopsie d’un patient atteint d’un cancer métastatique (Ashworth, 

1869). Les CTCs correspondent à des cellules cancéreuses qui se détachent de la tumeur 

primaire ou d’une métastase et qui peuvent être présentes dans la circulation sanguine des 

patients atteints d’un cancer métastatique à une concentration comprise entre 1 et 10 CTCs/ 

10 mL de sang (Alix-Panabières et Pantel, 2014). Les CTCs peuvent être des cellules 

apoptotiques ou des cellules viables mais seules ces dernières ont de nombreuses 

propriétés qui vont participer à la progression tumorale (figure 1). La transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) correspond à un mécanisme moléculaire et cellulaire par lequel 

les cellules épithéliales perdent leurs caractéristiques de cellules différenciées pour acquérir 

des caractéristiques mésenchymateuses de mobilité et d’invasion. Dans un contexte 

tumoral, ce phénomène contribue à la progression et à l’hétérogénéité intra-tumorale (Polyak 

et Weinberg, 2009). Ce phénomène conduit, entre autres, à la résistance à l’anoïkis et à 

l’apoptose. L’anoïkis est une mort programmée induite par le détachement d’une cellule de 

sa matrice cellulaire. Ce phénomène permet d’éviter la progression cellulaire sans support et 

l’attachement à une matrice inappropriée. La résistance des CTCs à ce phénomène 

d’anoïkis participe à la dissémination et au processus métastatique. De plus, les CTCs ont 

des capacités d’invasion et d’intravasation qui vont leur permettre de pénétrer dans la 

circulation sanguine puis de disséminer dans des organes à distance (Alix-Panabières et 

Pantel, 2014).  
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Figure 1 : Caractéristiques cellulaires et moléculaires des CTCs 

Les CTCs sont résistantes à l’anoïkis. Cette propriété est liée au phénomène de transition 

épithélio-mésenchymateuse (EMT). Les CTCs présentent aussi une hétérogénéité 

phénotypique liée à l’expression de protéines relatives à l’apoptose, à la prolifération, à 

l’invasion ou au chimiotactisme. Une certaine hétérogénéité génomique des CTCs a aussi 

été rapportée. De plus, les CTCs ont des capacités d’invasion ou d’intravasation individuelles 

ou en cluster. Toutes ces caractéristiques participent à la dissémination et au processus 

métastatique.  

(D’après Alix-Panabières et Pantel, 2014)  

La progression tumorale se fait ensuite par division des cellules tumorales. 

Cependant, une autre hypothèse suggérant la transformation des cellules normales par les 

cellules tumorales est aussi à envisager. Parmi les mécanismes de transformation des 

cellules saines en cellules tumorales, le mécanisme le plus fréquemment suggéré est la 

fusion spontanée entre la cellule hôte et une cellule cancéreuse. Trois mécanismes semblent 

impliqués dans cette fusion cellulaire : fusion suite à la phagocytose des cellules 

cancéreuses ou des corps apoptotiques par les macrophages associés à la tumeur ou 

d’autres phagocytes. Les macrophages pourraient aussi fusionner avec les cellules 

cancéreuses par leur capacité intrinsèque de fusion. Enfin, les cellules cancéreuses 

pourraient être prédisposées à la fusion par expression aberrante de récepteurs ou de 

ligands de fusion (García-Olmo DC et al., 2012). 
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 Plaquettes éduquées par la tumeur 1.1.2.

La libération des cellules tumorales dans la circulation sanguine mène à la formation 

de plaquettes éduquées par la tumeur (tumor-educated platelets (TEPs)). 

Les mécanismes conduisant à la formation de ces TEPs peuvent être directs, via des 

récepteurs plaquettaires (sélectine P) ou indirects via des molécules de signalisation (Sol et 

Wurdinger, 2017). Les plaquettes peuvent alors libérer des molécules pro-angiogéniques et 

pro-tumorigéniques qui vont participer au processus tumoral (figure 2). Lors de leur passage 

dans la circulation sanguine, la majorité des cellules tumorales est rapidement éliminée. 

Néanmoins, plusieurs mécanismes de survie, impliquant notamment les plaquettes, 

permettent de protéger les CTCs. Les plaquettes protègent les CTCs de la mort induite par 

le TNF-α et ont la capacité de transférer le complexe majeur d'histocompatibilité de classe I à 

la surface des CTCs, les rendant ainsi invisibles au regard des lymphocytes natural killer 

(NK) (Haemmerle et al., 2018). 

Les plaquettes participent aussi à l’adhésion et à l’extravasation des cellules tumorales, 

facilitant ainsi le processus métastatique (Sol et Wurdinger, 2017 ; Haemmerle et al., 2018). 

L'angiogenèse tumorale résulte d’interactions entre les cellules tumorales et les cellules du 

microenvironnement tumoral auxquelles les plaquettes vont participer. En effet, les 

plaquettes libèrent des facteurs contenus dans les granules alpha et denses (protéines, 

lipides, facteurs de croissance, cytokines, protéases) qui vont participer à l’angiogenèse et à 

la formation de niches métastatiques (Haemmerle et al., 2018). L’importance des TEPs dans 

le processus tumoral est consolidée par des études sur des modèles murins et chez des 

patients atteints d'un cancer et qui ont évalué l’influence du taux de plaquettes sur la réponse 

à la chimiothérapie montrant que le taux de mauvaise réponse à la chimiothérapie était plus 

élevé quand les plaquettes étaient présentes à un taux élevé (Haemmerle et al., 2018). 
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Figure 2 : Implication des plaquettes dans la croissance tumorale et le processus 

métastatique  

a : A leur sortie de la moelle osseuse, les plaquettes contiennent plusieurs types d’ARN et de 

protéines. 

b : Pendant toute leur durée de vie, les plaquettes interagissent avec les cellules 

immunitaires, les cellules tumorales et les cellules stromales. Ces interactions, directes ou 

indirectes modifient le contenu des plaquettes et leurs fonctions. 

c : Ce processus conduit à la production des plaquettes éduquées par la tumeur qui peuvent 

alors influencer le processus métastatique en stimulant ou bloquant les cellules 

immunitaires, les cellules endothéliales, les cellules stromales et les cellules cancéreuses 

par contact direct ou par libération d’éléments extracellulaires.  

d : Les métastases peuvent alors influencer les ARN et les protéines qui seront libérés dans 

les plaquettes par les mégacaryocytes. 

(D’après Sol et al., 2017) 
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 Neutrophils extracellular traps 1.1.3.

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent 50 à 75% des leucocytes 

circulants. En réponse à une attaque par un micro-organisme ou à une inflammation 

aseptique, les PNN peuvent déclencher un processus appelé NETose. Il en résulte la 

libération, dans l’espace extracellulaire d’une structure « en filet » composée d’ADN 

décondensé issu du noyau, de protéines histones, de protéines granulaires et de protéines 

cytoplasmiques. Ces structures, capables de piéger les micro-organismes sont appelées 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs). Ce mécanisme peut se faire selon deux modalités : la 

première va conduire à la mort du PNN tandis que la seconde libérera des NETs tout en 

permettant la survie du PNN (figure 3) (Papayannopoulos, 2018 ; Duvvuri et Lood, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 3 : Modes de formation des Neutrophils Extracellular Traps  

Les NETs peuvent être produits via deux mécanismes différents. Le premier mécanisme, dit 

mort-cellulaire dépendant, débute par la délobulisation du noyau et par le désassemblage de 

l’enveloppe nucléaire. La cellule se dépolarise, la chromatine se décondense puis il y a 

rupture de la membrane plasmique. Cela induit la mort de la cellule et la libération des NETs.  

Le deuxième mécanisme est une forme non-lytique de NETose. Les filaments de chromatine 

ainsi que des granules protéiques sont libérés à l’extérieur du PNN. Le cytoplasme anucléé 

continue alors à phagocyter les microorganismes. 

(D’après Papayannopoulos, 2018)  
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Au-delà de leur capacité à piéger les micro-organismes, des travaux ont été menés 

sur les NETs afin de décrire de nombreux états pathologiques dans lesquels ils seraient 

impliqués, notamment le processus tumoral (figure 4). Cools-Lartigue et al. ont mis en 

évidence, dans un modèle murin de sepsis sévère post-opératoire, la capacités des NETs à 

piéger les CTCs et à promouvoir leur adhésion sur des organes distants de la tumeur 

primitive contribuant ainsi à la formation de métastases (Cools-Lartigue et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Mécanismes des pathologies médiées par les Neutrophils Extracellular 

Traps 

En fonction des conditions et via plusieurs mécanismes, les NETs sont impliqués dans 

plusieurs états pathologiques. Les NETs peuvent altérer directement les tissus, entraînant 

des situations d’infection, de sepsis, d’auto-immunité ou de diabète. L’inflammation, par 

l’intermédiaire des macrophages, entraîne des situations d’athérosclérose. La formation des 

NETs dans la circulation favorise la coagulation, la vaso-occlusion et la thrombose. Les 

NETs peuvent aussi capturer les CTCs et promouvoir la formation de métastases. 

Contradictoirement, une accumulation de NETs permet la dégradation des cytokines et des 

chemokines conduisant à la résolution de l’inflammation.  

(D’après Papayannopoulos, 2018) 
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 Eléments non-cellulaires présents dans la circulation 1.2.

sanguine dans un contexte tumoral  

 ADN libre circulant 1.2.1.

 Historique  1.2.1.1.

 La présence d’acides nucléiques libres circulants dans le plasma humain a été 

décrite pour la première fois en 1948 par Mandel et Métais. Le terme acide nucléique libre 

circulant regroupe les ADN libres circulants (ADNlc) et les ARN libres circulants (ARNlc) 

(figure 5) (Mandel et Métais, 1948). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Première identification des acides nucléiques extracellulaires  

(D’après Mandel et Métais, 1948) 

Ces acides nucléiques libres ont d’abord été considérés comme de simples produits 

de dégradation libérés par les cellules au cours du processus d’apoptose ou de nécrose, ne 

suscitant donc que peu d’intérêt. C’est d’abord dans le domaine des maladies auto-immunes 

que l’ADNlc a été étudié. Tan et al. ont montré que la présence d’ADNlc dans le système 

circulatoire de patients atteints de lupus érythémateux disséminé entraînait l’apparition 

d’anticorps anti-ADN double-brin (Tan et al., 1966). Dans le domaine du cancer, il aura fallu 

attendre les travaux de Leon et al. qui rapportent dans les années 70 une augmentation de 

la concentration en ADNlc dans la circulation des patients atteints de cancer (Leon et al., 

1977). Alors que la majorité des sujets sains présente des concentrations faibles en ADNlc, 
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le nombre de patients avec des concentrations élevées en ADNlc augmente en cas de 

cancer non métastatique et en proportion plus élevée en cas de cancer métastatique (figure 

6). Les concentrations en ADNlc peuvent atteindre 1 000 à 1 500 ng/mL chez les patients 

atteints d’un cancer alors que les concentrations rapportées chez les sujets sains sont plutôt 

comprises entre 0 et 100 ng/mL (Thierry et al., 2016 ; Domínguez-Vigil et al., 2017). Avec 

cette découverte, l’ADNlc semblerait donc être un marqueur potentiel de pathologie 

tumorale. Néanmoins, la concentration en ADNlc peut augmenter dans des contextes non 

tumoraux très variés autres que les maladies auto-immunes tels que la grossesse (utilisation 

pour le diagnostic prénatal non invasif), un traumatisme, une pathologie cardiaque (Leon et 

al., 1977 ; Thierry et al., 2016). La seule mesure de la concentration en ADNlc ne peut donc 

pas être utilisée comme marqueur spécifique de cancer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Concentrations plasmatiques en ADN libre circulant chez des patients 

atteints d’un cancer non métastatique, d’un cancer métastatique et chez des sujets 

sains 

La majorité des sujets sains (à droite) présente des concentrations faibles en ADN libre 

circulant. Le nombre de patients avec des concentrations élevées en ADN libre circulant 

augmente en cas de cancer non métastatique (à gauche) et dans une proportion plus grande 

en cas de cancer métastatique (au centre). (D’après Léon et al., 1977)  

Sujet sain 

Cancer 
métastatique 

Cancer non 
métastatique 
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 Caractéristiques de l’ADN libre circulant présent chez les 1.2.1.2.

patients atteints d’un cancer solide 

Chez les patients atteints d’un cancer solide, la concentration en ADNlc est donc plus 

élevée que chez les sujets sains. L’étude de cet ADN chez les patients atteints d’un cancer a 

permis de mettre en évidence des caractéristiques particulières qui diffèrent de celles de 

l’ADNlc des sujets sains. Stroun et al. ont qualifié cet ADN comme étant double brin avec 

des fragments de taille hétérogène (Stroun et al., 1987 ; Stroun et al., 1989). Après 

exposition à certaines substances cancérigènes ou à certains anticancéreux, la séparation 

des brins d’ADN (mesurée par l’augmentation de l’absorbance dans l’UV) se fait à une 

température plus faible que celle de l’ADN issu de sujets sains et suggère une diminution de 

la stabilité des brins d’ADN quand ils sont d’origine cancéreuse. En utilisant ces propriétés, 

Stroun et al. ont montré qu’une partie de l’ADNlc est d’origine cancéreuse (Stroun et al., 

1989). Dans les années 1990, la recherche par PCR de mutations dans le plasma de 

patients atteints de cancer a permis la mise en évidence de mutations sur des gènes 

suppresseurs de tumeurs ou sur des oncogènes. Des mutations du gène KRAS ont été 

mises en évidence chez des patients atteints d’un cancer du pancréas ou d’un cancer 

colorectal et des mutations du gène NRAS ont été détectées chez des patients atteints d’un 

syndrome myélodysplasique ou d’une leucémie myéloïde (Hibi et al., 1998 ; Sorenson et al., 

1994 ; Vasioukhin et al., 1994). D’autres aberrations telles que l’instabilité des ADN 

microsatellites ou des méthylations de l’ADN ont été mises en évidence sur l’ADNlc (Shaw 

JA et al., 2000 ; Wang JY et al., 2004 ; Fujiwara et al., 2005). Cet ADNlc d’origine tumorale 

est appelé ADN tumoral circulant (ADNtc). En 2014, une étude menée par Bettegowda et al. 

chez des patients atteints de différents types de cancers de stade avancé a permis de mettre 

en évidence que le pourcentage de patients avec de l’ADNtc détectable varie en fonction du 

type de tumeur (figure 7a) et que la concentration en ADNtc varie non seulement en fonction 

du type de tumeur mais aussi entre les patients atteints d’un même type de tumeur (figure 

7b) (Bettegowda et al., 2014). Si la concentration en ADNlc n’est pas suffisante pour évaluer 

la présence d’un cancer, les caractéristiques particulières et tumeurs-spécifiques des ADNtc 

pourraient donc en faire un biomarqueur intéressant pour l’étude des cancers.  
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Figure 7 : ADN tumoral circulant et cancer de stade avancé  

a : Le pourcentage de patients avec de l’ADNtc détectable varie en fonction du type de 

cancer. 

b : Les concentrations en ADNtc varient en fonction du type de cancer mais aussi au sein 

d’une population atteinte d’un même type de cancer. 

(D’après Bettegowda et al., 2014) 

 Origine de l’ADNlc et mécanismes de libération  1.2.1.3.

Chez un patient atteint d’un cancer, l’ADNlc provient à la fois des cellules non 

tumorales du patient, des cellules de l’environnement tumoral mais aussi des cellules 

tumorales elles-mêmes (figure 8). Les mécanismes de libération des ADNlc sont différents 

en fonction du tissu d’origine et conduisent à la libération de fragments de tailles différentes 

(figure 9). La totalité de l’ADNlc n’est donc pas d’origine tumorale et l’ADNtc peut 

représenter, en fonction du type de tumeur et du stade de la maladie, entre 0,003 et 95% de 

l’ADNlc total (Thierry et al., 2016). La demi-vie de l’ADNtc dans le sang varie entre 15 

minutes et plusieurs heures. Il est ensuite éliminé par le foie et les reins (Domínguez-Vigil et 

al., 2017).  
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Figure 8 : Origine de l’ADN libre circulant dans le sang des patients atteints d’un 

cancer 

L’ADN libre circulant provient à la fois des cellules non tumorales du patient, des cellules de 

l’environnement tumoral mais aussi des cellules tumorales elles-mêmes. Ce sont les cellules 

tumorales qui libèrent (par apoptose, nécrose ou sécrétion active) l’ADN tumoral circulant qui 

porte les caractéristiques de la tumeur.  

(D’après Thierry et al., 2016) 

 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
Figure 9 : Lien entre la taille des ADN libres circulants, leur tissu d’origine et les 

mécanismes de libération 

Les fragments de moins de 200 paires de bases sont considérés comme des fragments de 

petite taille (short sized) et sont libérés par les cellules tumorales ainsi que par les cellules du 

microenvironnement tumoral. Les fragments de plus de 1 000 paires de bases, considérés 

comme ceux de grande taille (long sized) sont quant à eux libérés par les cellules du 

microenvironnement tumoral. (D’après Moulière et Thierry, 2012)  
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Plusieurs mécanismes permettent la libération d’ADN par les cellules conduisant à la 

présence de différentes entités détectables dans la circulation (figure 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Eléments libérés par les cellules tumorales et anomalies génétiques 

détectables dans la circulation sanguine  

Suite aux phénomènes d’apoptose, de nécrose ou de sécrétion active, des éléments tels que 

des corps apoptotiques ou des anomalies telles que des mutations ponctuelles de l’ADN, 

des variations du nombre de copies, des réarrangements chromosomiques, des profils de 

méthylation particuliers ou encore des exosomes contenant de l’ADN sont détectables dans 

la circulation sanguine.  

(D’après Wan et al., 2017) 

Apoptose 

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée est un phénomène qui, en éliminant les 

cellules endomagées, participe à l’homéostasie cellulaire. L’apoptose est médiée par un 

ensemble d’enzymes, les caspases, qui sont activées via les récepteurs de mort (voie 

extrinsèque) ou par des stimuli intracellulaires comme le stress oxydatif ou les dommages 

causés à l’ADN (voie intrinsèque). S’ensuit une cascade protéolytique qui conduit à des 

changements morphologiques et biochimiques dans les cellules apoptotiques (contraction de 

la cellule et du noyau, fragmentation de l’ADN et redistribution des lipides). La fragmentation 

de l’ADN entre les nucléosomes est un phénomène caractéristique de l’apoptose. Cela 

entraîne la libération d’ADN double brin de bas poids moléculaire, hautement fragmenté 

avec une taille de fragments située entre 150 et 200 paires de bases. Cette taille correspond 

à celle de l’ADN présent autour d’un nucléosome. La fragmentation peut aussi s’effectuer 

entre deux ou trois nucléosomes ce qui libérera des fragments de taille correspondant à un 
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multiple d’un tour de nucléosome (aspect caractéristique en barreaux d’échelle sur un gel 

d’électrophorèse) (Duvvuri et Lood, 2019). Une partie de l’ADNlc présente ces mêmes 

caractéristiques ce qui permet de conclure qu’une partie de l’ADNlc est de l’ADN issu de 

l’apoptose.  

Il a aussi été montré que l’espacement entre les nucléosomes n’est pas homogène dans 

toutes les cellules et peut informer sur le tissu d’origine de l’ADNlc (Snyder et al., 2016). De 

la même manière, la taille des fragments d’ADNlc varie en fonction de la présence ou de 

l’absence d’une tumeur et du type de tumeur (Moulière et al., 2018). 

Nécrose 

La nécrose est une forme de mort cellulaire qui se déclenche en réponse à une 

attaque physique ou chimique. Il en résulte un gonflement de la cellule et une perte de 

l’intégrité de la membrane plasmique conduisant à la libération du contenu cellulaire. Lors de 

la nécrose, la digestion de la chromatine est non spécifique ce qui conduit à la libération de 

fragments de haut poids moléculaire (plusieurs centaines de paires de bases).  

Parmi l’ADNlc, certains fragments ont un haut poids moléculaire ce qui permet d’ajouter le 

phénomène de nécrose aux mécanismes de libération de l’ADNlc (Duvvuri et Lood, 2019). 

NETose 

L’ADN libéré lors de la NETose étant double brin, il vient augmenter les 

concentrations en ADNlc total lors d’une NETose excessive ou d’un défaut de clairance.  

Sécrétion active 

Les cellules peuvent sécréter activement des vésicules extracellulaires qui 

contiennent de l’ADN. Les caractéristiques de cet ADN issu de la dégradation des différents 

types de vésicules extracellulaires seront développées dans la partie dédiée aux vésicules 

extracellulaires.   

Libération par les CTCs  

Les CTCs étant présentes dans la circulation sanguine, on pourrait logiquement 

penser que l’ADNtc serait issu des CTCs. Néanmoins, si on considère qu’une cellule diploïde 

humaine contient 6 pg d’ADN, il faudrait, pour atteindre les concentrations en ADNlc 

rapportées dans le plasma, 2 000 cellules / mL de plasma. Or, comme vu précédemment, les 

CTCs ne dépassent pas 1 à 10 cellules pour 10 mL. L’ADNlc est donc présent en quantité 

100 et 1000 fois plus élevée que la quantité présente dans les CTCs (Thierry et al., 2016). 
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 Rôle de l’ADN libre circulant comme messager inter-cellulaire 1.2.1.4.

Suite à la mise en évidence de l’ADNlc, de nombreux travaux ont cherché à 

comprendre le rôle de cet ADNlc dans différents états pathologiques. Plusieurs études 

publiées entre 1975 et 1977 par Anker et al. ont mis en évidence la libération active et 

spontanée d’ADN nouvellement synthétisé par les lymphocytes, stimulés ou non (Anker et 

al., 1975 ; Anker et al., 1976 ; Anker et al., 1977). De plus, en mettant en contact des 

lymphocytes B naïfs d’exposition au virus de l’herpès avec de l’ADN de lymphocytes T 

précédemment exposés, Anker et al. ont mis en évidence la capacité des lymphocytes B à 

produire des anticorps contre le virus de l’herpès (Anker et al., 1980). Les conclusions de 

cette étude in vitro ont ensuite été observées in vivo sur un modèle murin avec la production 

d’anticorps contre le virus de l’herpès chez les souris dans lesquelles de l’ADN de 

lymphocytes T précédemment exposés avait été injecté (Anker et al., 1984). Il a été montré 

plus tard que cet ADN est libéré dans une structure appelée virtosome et qui correspond à 

un complexe lipoprotéique contenant de l’ADN, de l’ARN et des ADN polymérases 

dépendantes de l’ADN et de l’ARN et qui joue le rôle de messager inter-cellulaire (Thierry et 

al., 2016).  

 ADN tumoral circulant et concept de génométastase 1.2.1.5.

Le rôle de l’ADNtc dans le processus tumoral a aussi été étudié et mène au concept 

de « génométastase » qui repose sur l’idée que l’ADNtc pourrait conduire à la formation de 

métastases. Cette hypothèse a été émise dès 1965 par l’équipe de Bendich et al. en 

démontrant que l’injection d’ADN tumoral dans la circulation de souris était à l’origine du 

développement d’une tumeur (Bendich et al., 1965). En 1994, Anker et al. ont montré que 

l’adjonction d’ADN extrait de la lignée cellulaire tumorale SW480 porteuse d’une mutation 

KRAS au milieu de culture d’une lignée cellulaire d’embryoblastes murins NIH3T3 induisait la 

transformation néoplasique de celle-ci (Anker et al., 1994). Suivant ce même concept, 

l’équipe de García-Olmo D. a montré, au début des années 2000, que la mise en contact de 

plasma issu d’un modèle murin avec xénogreffe tumorale dans le milieu de culture de la 

lignée cellulaire NIH3T3 induisait une transformation néoplasique de cette dernière (García-

Olmo D et al., 1999 ; García-Olmo D et al., 2000). La même équipe a ensuite observé des 

résultats similaires mais à partir du plasma de patients avec un cancer colorectal. En effet, 

l’injection de cellules NIH3T3 précédemment mises en contact avec du plasma de patients 

atteints d’un cancer colorectal induit la formation de carcinome indifférencié chez les souris 

NOD-SCID (García-Olmo DC et al., 2010). Les ADNtc pourraient ainsi participer à la 

génométastase en transformant les cellules par transfection.  
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 Concept d’ADN lié aux cellules sanguines  1.2.1.6.

Une fois libéré par les cellules, l’ADNlc va être, dans la circulation sanguine, au 

contact des différents composants du sang, notamment des cellules sanguines.  

On peut donc s’interroger sur les interactions entre les cellules sanguines et l’ADNlc. Une 

série de travaux a rapporté la présence d’ADN et d’ARN à la surface des cellules sanguines 

(Rykova et al., 2012 ; Tamkovich et Laktionov, 2019) (tableau I). Une fraction de l’ADN 

circulant ne serait donc pas vraiment libre dans la circulation mais serait plutôt de l’ADN lié 

aux cellules ou cell-surface-bound DNA (csbDNA). Pour identifier les mécanismes de liaison 

de ces ADN, les cellules ont été traitées soit par une endoprotéase comme la trypsine soit 

par un chélateur d’ions, l’EDTA. L’ADN récupéré avec le premier traitement permet de 

suggérer des liaisons de type protéique (récepteur-ligand) et le second traitement suggère 

l’implication de liaisons aux phospholipides et à d’autres anions de la membrane plasmique 

par des ponts entre ions métalliques bivalents ou des interactions de faible affinité (Laktionov 

et al., 2004). Pour évaluer l’implication de ces mécanismes de liaison, quantifier cet ADN lié 

aux cellules et étudier sur quelles cellules l’ADN se fixe préférentiellement, plusieurs travaux 

ont été menés chez des sujets sains et chez des patients atteints de plusieurs types de 

cancers (tableau I). 

La méthode utilisée, équivalente pour chaque étude, consiste à séparer, à partir d’un 

tube de sang total, le plasma, les leucocytes et les érythrocytes. L’ADN est extrait du plasma 

puis dosé. Les leucocytes et les érythrocytes sont traités de deux manières. Une partie des 

cellules est lavée avec une solution de PBS-EDTA (afin de rompre les liaisons ioniques) et 

l’autre partie est incubée avec une solution de trypsine (afin de rompre les liaisons 

protéiques). L’ADN est ensuite extrait et dosé (Laktionov et al., 2004). La première étude a 

inclus des sujets sains, des patients atteints d’un cancer du sein et des patients avec un 

fibroadénome. Alors que chez les sujets sains et chez les patients avec un fibroadénome, la 

majorité de l’ADN est adsorbée à la surface des cellules sanguines, la majorité de l’ADN 

circulant se trouve libre dans le plasma des patients atteints d’un cancer du sein (figure 11). 

En effet, on retrouve de l’ADN à la surface des cellules uniquement pour 20% des 

prélèvements issus des patients atteints d’un cancer du sein (Laktionov et al., 2004). Une 

étude similaire effectuée chez des patients atteints d’un cancer gastrique a montré que la 

répartition entre l’ADN libre et l’ADN lié aux cellules était comparable à celle des sujets sains 

(figure 11) (Kolesnikova et al., 2008). Il en est de même dans les cancers bronchiques non à 

petites cellules (Tamkovich et al., 2008). Le même type d’étude, réalisé à partir de 

prélèvements issus de patients atteints d’un cancer de la prostate, montre qu’en moyenne 

41% de l’ADN est libre dans la circulation alors que le reste est lié aux cellules (Bryzgunova 

et al., 2015). Les résultats de ces études sont résumés dans le tableau I.   

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bryzgunova%20OE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26085953
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Certains de ces travaux ne se sont pas limités à la quantification de l’ADN lié aux 

cellules mais ont aussi cherché à le caractériser. Seule l’étude de Laktionov et al. a étudié la 

fragmentation de ces ADN, mettant en évidence des fragments de grande taille aux 

alentours de 20 000 paires de bases (Laktionov et al., 2004). L’étude des profils de 

méthylation réalisés à partir de l’ADN lié aux cellules dans la même série de patients a 

montré la présence de promoteurs aberrants de méthylation qui n’avaient pas été détectés 

dans le plasma, suggérant ainsi la possibilité d’utiliser cet ADN lié aux cellules pour détecter 

des anomalies spécifiques aux cancers (Rykova et al., 2004 ; Skvortsova et al., 2006). 

 

Tableau I : Résultats des principaux travaux ayant étudié la notion d’ADN lié aux 

cellules sanguines chez des patients atteints de différents cancers 

(D’après Tamkovich et Laktionov, 2019) 

  Concentration moyenne en ADN (ng/mL) (rang) n=effectif 

  Sujets sains Patients 
 Type de 

tumeur 
ADN libre 
circulant 

ADN lié aux 
cellules 

ADN libre 
circulant 

ADN lié aux 
cellules 

Laktionov et al. 
2004 Sein 

23,3 
(0-74) 
n=10 

1016 
(0-2 030) 

n=10 

284,8 
(0-1 296) 

n=20 

7,75* 
(0-90) 
n=20 

Tamkovich et al. 
2005 
 

Colon 
13 +/- 13 

(0-26) 
n=26 

283 
(0-2 110) 

n=26 

115* 
(0-297) 
n=10 

504 
(219-2 130) 

n=10 
Tamkovich et al. 
2008 
 

Poumon 
16 +/-7 
n=15 

1 021 +/- 377 
n=15 

13+/- 7 
n=42 

86+/-36* 
n=42 

Kolesnikova et 
al. 2008 
 

Gastrique 
15+/- 13 

n=22 
508 

(45-1 530) 
n=22 

205* 
(8-852) 
n=20 

669 
(74-1 464) 

n=20 
Bryzgunova et 
al. 2015 Prostate 

n=40 
13% 

 

n=40 
87% 

n=16 
41% 

n=16 
59% 

*différence significative entre les concentrations obtenues chez les sujets sains et chez les patients 

 
 

 

 

 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skvortsova%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16641902
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Figure 11 : Concentrations en ADN libre circulant et en ADN lié aux cellules dans le 

sang de sujets sains et de patients atteints d'un cancer gastrique, du sein ou du 

poumon 

Chez les sujets sains, l’ADN est principalement lié aux cellules sanguines (cell-surface-

bound cirDNA, cercles gris) alors que dans le sang des patients atteints d’un cancer du sein 

il est majoritairement sous forme libre (cirDNA, cercles blancs). Chez les patients atteints 

d’un cancer gastrique ou d’un cancer du poumon, l’ADN est reparti à la fois dans la 

circulation et sur les cellules sanguines. 

(D’après Rykova et al., 2012) 

L’ensemble de ces études a permis de décrire plus précisément les mécanismes 

impliqués dans la liaison des ADN aux cellules sanguines et de définir 3 modalités de liaison. 

Liaison non spécifique de l’ADN aux membranes cellulaires 

Les ADN liés aux cellules interagissent d’abord de manière non spécifique avec les 

phopholipides membranaires via des ions métalliques bivalents, principalement Ca2+ et Mg2+. 

Les protéines membranaires contenant de la lysine et de l’arginine ont aussi montré leur 

capacité à interagir avec les ADN de manière non spécifique (Tamkovich et Laktionov, 

2019). 

Liaison de l’ADN aux cellules sanguines via des protéines membranaires 

Plusieurs protéines de liaison de l’ADN ont été identifiées sur les leucocytes. Ces 

récepteurs à l’ADN ont été mis en évidence sur 67% des lymphocytes et 98% des 

monocytes. Le gène RC3H2 code pour une protéine de 130 kDa capable de lier l’ADN à la 

surface des cellules (Tamkovich et Laktionov, 2019). En revanche, les protéines de liaison 

de l’ADN à la surface des plaquettes et des globules rouges n’ont pas encore été identifiées.  
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Liaison de l’ADN via des récepteurs aux protéines associés aux acides nucléiques  

Comme précédemment énoncé, l’ADNlc est généralement enroulé autour des 

nucléosomes. De plus, certains complexes contiennent des protéines sériques ayant une 

haute affinité pour les ADN comme le lysozyme, la lactoferrine, la protéine C réactive, les 

immunoglobulines ou encore l’albumine. Ces différents complexes vont permettre des 

interactions ADN – cellule via des récepteurs tels que les récepteurs aux fragments Fc des 

immunoglobulines ou des récepteurs à l’albumine. 

Un mécanisme de liaison via les protéines histones pourrait aussi contribuer à la liaison des 

ADN aux cellules (Tamkovich et Laktionov, 2019).  

 Vésicules extracellulaires 1.2.2.

 Définition  1.2.2.1.

Les vésicules extracellulaires sont des vésicules membranaires composées de 

cytosol provenant de cellules sécrétrices et contenu dans une bicouche lipidique. Le terme 

« vésicule extracellulaire » est un terme générique qui regroupe un ensemble de vésicules, 

classées en fonction de leur taille et de leur origine (Colombo et al., 2014). Les vésicules 

extracellulaires sont libérées par de nombreux types cellulaires, d’origine hématopoïétique 

ou non (Xie et al., 2019). La composition exacte de chaque sous type de vésicules 

extracellulaires n’est pas connue mais les éléments suivants sont habituellement retrouvés : 

protéines, lipides, acides nucléiques (figure 12). Certaines protéines sont présentes dans la 

plupart des vésicules extracellulaires, indépendamment du type cellulaire alors que d’autres 

sont spécifiques du type cellulaire qui a sécrété les vésicules extracellulaires. Ces protéines 

sont habituellement issues de l’endosome, de la membrane plasmique ou du cytosol 

(Colombo et al., 2014). Les rares études menées pour étudier la composition lipidique des 

vésicules extracellulaires ont montré un enrichissement de la membrane des vésicules 

extracellulaires en sphingomyéline, phosphatidylsérine et cholestérol par rapport à la 

membrane cellulaire (Colombo et al., 2014). Les acides nucléiques présents dans les 

vésicules extracellulaires peuvent être des ARN messagers (ARNm) ou des ARN non 

codants comme des micro ARN (miARN). 
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Figure 12 : Représentation globale d’une vésicule extracellulaire 

La bicouche lipidique qui constitue la membrane des vésicules extracellulaires est composée 

de sphingomyéline, de phosphaditylsérine, de cholestérol ou encore de céramide.  

Les acides nucléiques présents à l’intérieur des vésicules extracellulaires sont en majorité 

des ARNm, et des ARN non codants comme les miARN. Les protéines sont membranaires 

(protéines de transport), transmembranaires (molécules d’adhésion, complexe majeure 

d’histocompatibilité) ou cytosoliques (protéines ESCRT, enzymes, protéines du 

cytosquelette, signaux de transduction).  

(D’après Colombo et al., 2014) 

Les vésicules extracellulaires peuvent être classées en trois grands types : 

exosomes, microvésicules (ou microparticules) et corps apoptotiques (figure 13). Décrits 

pour la première fois en 1983, les exosomes sont les plus petites vésicules extracellulaires et 

résultent de la fusion entre les corps multivésiculaires (dérivés des endosomes) et la 

membrane plasmique des cellules (figure 14). De taille comprise entre 30 et 100 nm, ils sont 

composés de protéines et de lipides et transportent principalement des ARNm et des miARN 

(Siravegna et al., 2017). La présence d’ADN double brin fixé à l’extérieur de l’exosome mais 

aussi dans une moindre mesure présent à l’intérieur a été rapportée (Rykova et al., 2012; 

Thierry et al., 2016). Les corps multivésiculaires sont formés avec la participation d’un 

complexe protéique ESCRT, composé d’une trentaine de protéines (figure 14). 
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Les microvésicules résultent quant à elles du bourgeonnement de la membrane plasmique 

des cellules en réponse à leur activation, à une blessure ou à l’apoptose et ont un diamètre 

compris entre 200 et 1000 nm (figure 14). Les microvésicules transportent de l’ADN et de 

l’ARN (Thierry et al., 2016 ; Xie et al., 2019). 

Enfin, les corps apoptotiques sont formés pendant la dernière étape de la mort cellulaire 

programmée et transportent de l’ADN et de l’ARN. Ce sont les plus grosses vésicules 

extracellulaires avec une taille comprise entre 1 et 3 µm (Rykova et al., 2012 ; Thierry et al., 

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Types de vésicules extracellulaires libérés par une cellule  

Les corps apoptotiques sont formés lors de la dernière étape de mort cellulaire, les 

microvésicules sont issues du bourgeonnement de la membrane des cellules activées et les 

exosomes résultent de la fusion des corps multivésiculaires à l’intérieur de la cellule.  

(D’après Rykova et al., 2012) 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Formation des vésicules extracellulaires 

a : Les microvésicules sont issues du bourgeonnement de la membrane plasmique (PM) des 

cellules. Les exosomes sont quant à eux libérés suite à la fusion des corps multivésiculaires 

(MVB) avec la membrane plasmique.  

b : Les exosomes sont libérés dans la circulation sanguine via différentes voies qui 

impliquent le complexe ESCRT, les tétraspanines, les lipides ou les trois combinés.  

(D’après Colombo et al., 2014)  
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 Fonctions des vésicules extracellulaires : exemple des 1.2.2.2.

exosomes  

Les exosomes sont classiquement composés d’une bicouche lipide qui porte des 

protéines transmembranaires et qui contient des protéines cytosoliques, des lipides et des 

acides nucléiques. Les protéines contenues dans les exosomes sont majoritairement 

ubiquitaires et ne dépendent donc pas du type de cellules dont elles sont issues. C’est le cas 

des protéines RAS, ou encore des protéines du cytosquelette comme la tubuline (Fu et al. 

2019). Initialement considérés comme des « poubelles » cellulaires, les exosomes sont 

maintenant reconnus comme un moyen important de communication cellulaire. En effet, ils 

véhiculent des molécules bioactives telles que des protéines, des ADN, des ARNm, des 

ARN circulaires ou des ARN non codants (ARN longs non codants, miARN). Dans un 

contexte non tumoral, les fonctions attribuées aux vésicules extracellulaires sont 

nombreuses. Par exemple, lors de la maturation des réticulocytes en érythrocytes, certaines 

molécules de surface (récepteurs à la transferrine par exemple) sont libérées de la 

membrane via les exosomes. Après internalisation dans les endosomes, les récepteurs, 

couplés aux corps multivésiculaires sont libérés dans la circulation sous forme d’exosomes 

lors de la fusion entre les corps multivésiculaires et la membrane plasmique (Colombo et al., 

2014). Les vésicules extracellulaires sont aussi impliquées dans la médiation de la réponse 

immunitaire, dans le processus de coagulation sanguine ou dans la liaison des bactéries 

(Colombo et al., 2014). Pour induire des modifications dans la cellule réceptrice, les 

exosomes vont soit délivrer leur message à la surface des cellules (liaison à des protéines 

de surface) ou être internalisés (par fusion directe ou endocytose) et libérer leur contenu à 

l’intérieur de la cellule réceptrice (figure 15). 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Figure 15 : Rôle des exosomes comme messagers inter-cellulaires  

Les exosomes peuvent libérer leur contenu dans la cellule réceptrice par fusion directe (a), 

liaison aux protéines de surface (b) ou endocytose (c). (D’après Fu et al., 2019)  
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 Présence des vésicules extracellulaires dans un contexte 1.2.2.3.

tumoral  

Les cellules tumorales sécrètent à la fois des exosomes et des microvésicules. La 

proportion entre les deux n’est pas encore clairement établie. De même, il n’a pas encore été 

montré que les cellules tumorales sécrètent plus de vésicules extracellulaires que les 

cellules non tumorales (Colombo et al., 2014). Les fonctions attribuées aux vésicules 

extracellulaires d’origine tumorale sont nombreuses, leur permettant ainsi de participer aux 

processus de tumorigenèse, de métastase, d’angiogenèse, d’échappement immunitaire et 

de résistance au traitement (figure 16) (Fu et al., 2019). Néanmoins, il a aussi été montré 

que les vésicules extracellulaires permettent le transfert des antigènes tumoraux aux cellules 

dendritiques et donc l’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale. Les exosomes 

issus des cellules cancéreuses transportent des ARNm, des miARN ou des protéines qui 

peuvent moduler l’activité des cellules réceptrices en activant des oncogènes ou en 

inactivant des gènes suppresseurs de tumeur. Les exosomes sont aussi impliqués dans 

l’accélération de la progression tumorale en induisant la transformation maligne de cellules 

cibles et en régulant la migration des cellules tumorales. Les exosomes facilitent aussi 

l’angiogenèse par transfert de protéines (VEGF, FGF, IL-6, IL-8, angiopoiétine) et par 

stimulation des cellules vasculaires endothéliales via les miARN. Ils peuvent aussi contribuer 

à la formation des niches pré-métastatiques et à la promotion des métastases. Enfin, les 

vésicules extracellulaires contiennent des métalloprotéases qui peuvent aider à la migration 

des cellules tumorales à travers des tissus solides (Colombo et al., 2014 ; Liu S et al., 2018). 

La proportion de vésicules extracellulaires dans les organes à distance de la tumeur primaire 

est différente en fonction du type de cancer. Les travaux de Takahashi et al. rapportent que 

les vésicules extracellulaires dérivées d’un mélanome sont retrouvées majoritairement dans 

la rate, le foie, les poumons et la moelle osseuse alors que Rana et al. ont montré que les 

vésicules extracellulaires issues d’une tumeur du pancréas sont retrouvées 

préférentiellement dans le pancréas, les poumons et les reins (Takahashi et al., 2013 ; Rana 

et al., 2011).  

Les microvésicules dérivées des plaquettes représentent un groupe de particules 

hétérogènes en taille (entre 50 et 1 000 nm) et en composition. Elles sont une source de 

facteur tissulaire qui participe à la coagulation. Une forte concentration en microvésicules 

d'origine plaquettaire est associée à une tumeur agressive, à un mauvais pronostic et à des 

métastases chez les patients atteints d'un cancer de la prostate. Dans les cancers 

gastriques, la concentration est significativement supérieure chez les patients atteints d’un 

cancer de stade IV par rapport aux patients atteints d’un cancer de stade inférieur. En plus 

des facteurs pro-coagulants, les microparticules dérivées des plaquettes libèrent des miARN 



 
 

29 
 

qui peuvent promouvoir ou inhiber la croissance tumorale. De plus, dans les cancers de 

l’ovaire, un changement du profil lipidique des microparticules a été observé. En effet, on 

observe une augmentation des lipides pro-coagulants et une diminution des lipides 

anticoagulants entraînant donc possiblement un fond d’hypercoagulabilité (Haemmerle et al., 

2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Rôle des exosomes issus des cellules tumorales dans la progression des 

cancers gastriques 

Les exosomes dérivés des cellules tumorales gastriques modulent l’immunité en activant le 

phénotype pro-tumoral des PNN et des macrophages et en induisant la différenciation des 

lymphocytes T en lymphocytes Th17 et en lymphocytes T régulateurs. L’angiogenèse 

tumorale et la formation de métastases sont facilitées par les exosomes qui convertissent les 

péricytes, les fibroblastes et les cellules mésothéliales en myofibroblastes. Les cellules 

endothéliales peuvent être activées par les exosomes dérivés des cellules tumorales 

gastriques afin de supporter l’angiogenèse tumorale et de promouvoir l’adhésion entre les 

cellules mésothéliales et les cellules tumorales. Les exosomes créent aussi un 

microenvironnement favorable aux métastases hépatiques. Enfin, les exosomes favorisent la 

différenciation des adipocytes en sous-type brun. 

(D’après Fu et al., 2019) 
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 Rôle des acides nucléiques issus des vésicules 1.2.2.4.

extracellulaires 

ADN issus des vésicules extracellulaires 

Des travaux visant à étudier le contenu des exosomes chez des sujets sains ont mis 

en évidence qu’après déplétion du sérum en exosomes, l’ADN amplifiable devenait absent, 

suggérant que la majorité de l’ADNlc serait en fait contenue dans les exosomes (Kahlert et 

al., 2014). Une autre étude va dans le même sens en mettant en évidence que 93% de 

l’ADNlc serait contenu dans les exosomes et libéré lors de la dégradation de ceux-ci 

(Fernando et al., 2017). Ces travaux rapportent néanmoins des résultats contradictoires sur 

la taille des fragments isolés. Alors que la première étude met en évidence de l’ADN de haut 

poids moléculaire composé de fragments de plus de 10 000 paires de bases, les fragments 

d’ADN mesurés dans la seconde étude sont majoritairement inférieurs à 200 paires de 

bases. 

 

ARN non codants issus des vésicules extracellulaires : exemple du cancer gastrique  

Une étude menée dans les cancers gastriques a mis en évidence l’implication des 

ADN non codants issus des vésicules extracellulaires dans différentes étapes du processus 

tumoral (figure 17). Certains miARN sont surexprimés dans les exosomes issus des cellules 

tumorales gastriques. En fonction du type de miARN contenu dans les exosomes, ceux-ci 

vont pouvoir être internalisés dans les cellules tumorales et promouvoir la migration et la 

prolifération cellulaire.  

Les miARN sont aussi impliqués dans la résistance à la chimiothérapie. En effet, il a 

été montré que les miARN miR-155-5p issus des cellules tumorales résistantes au paclitaxel 

pouvaient être transférés via les exosomes aux cellules sensibles au paclitaxel et diminuer 

ainsi leur chimiosensibilité (Fu et al., 2019). 

Certains miARN sont aussi impliqués dans la promotion de l’angiogenèse. Les 

exosomes transportent aussi miR-27a et induisent la transformation des fibroblastes en 

fibroblastes associés au cancer qui, à leur tour, favorisent la prolifération, la mobilité et la 

formation de métastases par les cellules cancéreuses gastriques. Le transfert de miR-451 

aux cellules T entraîne leur différenciation en T helper 17 par activation de la mTOR. De la 

même manière, les exosomes issus de cellules non tumorales peuvent transférer des 

miARN aux cellules cancéreuses. Par exemple, miR-21 issu des macrophages peut 

promouvoir la migration cellulaire, réduire l’apoptose, conférer une résistance au cisplatine, 

inhiber l’expression de PDCD4 et activer la voie PI3K/AKT par la régulation de PTEN (Wang 

JJ et al., 2015 ; Zheng et al., 2017). miR-221 issu des cellules souches mésenchymateuses 

facilite la prolifération et la migration cellulaire (Wang M et al., 2014 ; Ma et al., 2017).  
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La surexpression d’autres ARN non codants tels que LINC00152 , mise en évidence 

dans le plasma de patients atteints d’un cancer gastrique, entraîne des propriétés de 

protection des exosomes contre la dégradation par les RNases. lncRNA ZFAS1 est présent 

en plus grande quantité dans les exosomes de patients avec un cancer gastrique et son 

transfert augmente la prolifération et la migration des cellules tumorales gastriques (Fu et al., 

2019). 

Comme vu précédemment, la transition épithélio-mésenchymateuse a un rôle 

prédominant dans l’infiltration et la migration des cellules tumorales et leur échappement à 

l’apoptose. Les miARN sont présents en quantités plus importantes dans les exosomes 

impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse et jouent un rôle dans la facilitation 

de l’entrée des cellules tumorales dans la circulation sanguine et la formation de niches 

prémétastatiques (Liu Y et al., 2016 ; Xie et al., 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Fonctions régulées par les ARN non codants exosomaux 

Les ARN exosomaux non codants, particulièrement les miARN, peuvent réguler la 

progression tumorale via différents mécanismes comme la transformation des cellules 

épithéliales en cellules mésenchymateuses, l’angiogenèse, la formation de niches pré-

métastatiques ou la résistance au traitement. 

(D’après Xie et al., 2019) 
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 Etude des éléments dérivés d’une tumeur par biopsie liquide  1.3.

 Les biopsies liquides : concept et intérêt  1.3.1.

La biopsie liquide est définie par l’Institut National du Cancer Américain comme « un 

test réalisé sur un échantillon sanguin pour analyser les cellules circulantes issues d’une 

tumeur ou des fragments d’ADN libérés par la tumeur dans la circulation sanguine ». Il s’agit 

d’une alternative potentielle à la recherche d’anomalies directement sur une biopsie ou une 

pièce opératoire (biopsie dite « solide »). Dans certains cas, la recherche des 

caractéristiques génétiques d’une tumeur est requise pour la prise en charge du patient. Par 

exemple, dans un contexte de mélanome métastatique, la présence d’une mutation sur le 

codon 600 du gène BRAF est nécessaire pour la prescription des inhibiteurs de kinase (IK) 

anti-BRAF (vémurafénib et dabrafénib) (Sullivan et al., 2018). Au contraire, chez les patients 

atteints d’un cancer colorectal métastatique, la présence d’une mutation sur le gène KRAS 

ou sur le gène NRAS contre-indique la prescription des anticorps monoclonaux anti-EGFR 

(cétuximab, panitumumab) (Van Custem et al., 2016). La recherche de ces altérations 

génétiques se fait habituellement sur une biopsie tissulaire. Cependant, le caractère invasif 

de la biopsie tissulaire rend parfois le prélèvement difficile à réaliser et le suivi de l’évolution 

tumorale par biopsies itératives n’est souvent pas possible.  

L’augmentation récente du nombre de publications sur les biopsies liquides montre 

l’intérêt croissant pour cette potentielle nouvelle technique d’analyse du statut tumoral. 

Actuellement, plusieurs études cliniques prévoient dans leur protocole un ou plusieurs 

prélèvements sanguins. Son principal avantage est son caractère peu invasif permettant 

ainsi des prélèvements répétés. De plus, la facilité de prélèvement permet de réduire le délai 

de prise en charge. En effet, une biopsie tissulaire nécessite une prise en charge globale 

incluant une qualification du prélèvement par un anatomopathologiste alors que la biopsie 

liquide permet de s’abstenir de ces étapes préanalytiques. 

 Méthodes et intérêt de la recherche des CTCs 1.3.1.1.

L’étude des CTCs repose sur 3 étapes successives : l’enrichissement, la détection et 

la caractérisation. Les techniques d’enrichissement reposent sur des principes biologiques 

ou physiques. La sélection positive consiste à utiliser des anticorps contre des marqueurs 

épithéliaux ou mésenchymateux. La sélection négative consiste à retirer les leucocytes en 

utilisant des anticorps anti-CD45. L’enrichissement basé sur des méthodes physiques utilise 

les caractéristiques de taille, de déformabilité ou de charge des CTCs. 

Une fois isolées, les CTCs peuvent être détectées par des techniques de cytométrie, de 

biologie moléculaire ou des tests fonctionnels. Les plateformes de cytométrie permettent 

d’identifier les CTCs par marquage membranaire ou intra-cytoplasmique avec des anticorps 
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épithéliaux, mésenchymateux, tissus-spécifiques ou avec des marqueurs associés à la 

tumeur. Les techniques de biologie moléculaire permettent l’identification des CTCs via des 

tests basés sur la détection de l’ARN.  

Les tests fonctionnels utilisent l’activité biologique des CTCs viables. Les CTCs peuvent être 

caractérisées de manière plus précise via le niveau en ADN, en ARN ou en protéines et les 

propriétés fonctionnelles des CTCs peuvent être étudiées in vivo en formant des modèles de 

xénogreffe (figure 18) (Pantel et Alix-Panabières, 2019).  

 

Les CTCs ont montré leur intérêt comme marqueur pronostique notamment dans le 

cancer du sein mais aussi dans les cancers de la prostate, du poumon et dans les cancers 

colorectaux (Alix-Panabières et Pantel, 2014). Des études cliniques sur la recherche de 

CTCs pour le suivi de la maladie résiduelle dans le cancer du sein ont montré que la 

présence de CTCs 2 ans après la chimiothérapie était prédictive d’une survie sans 

progression et d’une survie globale plus courtes (Pantel et Alix-Panabières, 2019). De 

même, dans les cancers colorectaux, la présence de CTCs 2 à 3 ans après la chirurgie 

prédit une mauvaise progression. Dans les cancers bronchiques non à petites cellules, la 

présence de CTCs après un cycle de chimiothérapie est de mauvais pronostic (Pantel et 

Alix-Panabières, 2019). 

Un outil de recherche des CTCs, le CellSearch system (Menarini Silicon Biosystems, 

Castel Maggiore, Italie) est approuvé par la FDA pour les patients atteints d’un cancer 

métastatique du sein, de la prostate ou colorectal. Il sélectionne les cellules qui expriment 

des epithelial cell adhesion molecules (EpCAM) sans expression du CD45 (marqueur 

leucocytaire ubiquitaire). Malgré les résultats obtenus sur la prédiction de la progression, ce 

test n’a pas encore démontré d’utilité clinique et reste donc très peu utilisé (Heitzer et al., 

2019).  
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Figure 18 : Techniques d’enrichissement, de détection et de caractérisation des CTCs 

et des ADN tumoraux circulants 

Il est possible d’isoler les CTCs et les ADNtc à partir d’un même prélèvement sanguin.  

La quantification des ADNtc (en orange à droite) est basée sur l’identification de différentes 

aberrations génétiques ou épigénétiques spécifiques de la tumeur principalement par 

techniques de séquençage.  

L’étude des CTCs est quant à elle réalisée en 3 étapes : enrichissement, détection et 

caractérisation. 

L’enrichissement (en rouge à gauche) peut reposer sur des principes biologiques (sélection 

positive ou négative) ou physiques (densité, taille, charge). 

Une fois isolées, les CTCs peuvent être détectées (en bleu au milieu) par des techniques de 

cytométrie, de biologie moléculaire ou par des tests fonctionnels.  

Les CTCs peuvent aussi être caractérisées de manière plus précise (en vert à gauche) via le 

niveau en ADN, en ARN ou en protéines et les propriétés fonctionnelles des CTCs peuvent 

être étudiées in vivo en formant des modèles de xénogreffe.  

CNAs, altérations du nombre de copies ; DEP, diélectrophorèse ; FISH, hybridation in situ en 
fluorescence ; NGS, séquençage haut-débit ; qRT-PCR, RT-PCR quantitative ; WGA, analyse du 
génome complet.  

(D’après Pantel et Alix-Panabières, 2019)  
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 Méthodes et intérêt de l’étude des exosomes d’origine 1.3.1.2.

tumorale   

La connaissance des propriétés biophysiques et biochimiques des exosomes a 

permis de mettre au point des techniques d’isolement basées sur les principes de 

précipitation ou de microfluidique ou encore sur la densité des particules (ultracentrifugation), 

leur taille (ultrafiltration, chromatographie d’exclusion de taille) ou leur contenu en marqueurs 

protéiques spécifiques (CD63, CD9, CD81) (Siravegna et al., 2017 ; Fu et al., 2019).  

Néanmoins, l’étude des exosomes est encore au stade de recherche et n’est pas utilisée en 

pratique clinique. 

 Intérêt de la recherche de l’ADN tumoral circulant   1.3.1.3.

Si la biopsie tissulaire reste pour le moment la référence pour diagnostiquer et 

orienter le traitement des cancers, la recherche d’ADNtc suscite de plus en plus d’intérêt. En 

effet, le caractère peu invasif de la biopsie liquide permettrait de recherche la présence 

d’ADNtc à plusieurs étapes de la prise en charge d’un cancer (figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Applications de l’analyse de l’ADN tumoral circulant dans la prise en 

charge d’une pathologie tumorale 

a : L’analyse de l’ADN tumoral circulant présente un intérêt tout au long de la prise en charge 

d’une pathologie tumorale. D’abord comme moyen non invasif de dépistage ou de diagnostic 

précoce, ensuite pour définir les altérations génétiques de la tumeur. Après chirurgie, l’ADN 

tumoral circulant permettrait de suivre la maladie résiduelle. En cas de mise en place d’un 

traitement, le suivi de l’ADN tumoral circulant permet d’évaluer la réponse au traitement et 

enfin de suivre l’évolution clonale en cas d’échappement au traitement.  

b : Le suivi quantitatif permet d’évaluer la réponse au traitement ou à la chirurgie. L’analyse 

génomique permet de définir le profil mutationnel de la tumeur, de choisir le traitement et de 

suivre l’évolution clonale. (D’après Wan et al., 2017)  
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Dépistage  

Le dépistage, selon l’OMS, consiste à « identifier de manière présomptive à l’aide de 

tests, d’examens ou d’autres techniques susceptibles d’une application rapide, les sujets 

atteints d’une maladie ou d’une anomalie passée jusque-là inaperçue. » Les tests de 

dépistage doivent permettre d’identifier les personnes apparemment en bonne santé mais 

qui sont probablement atteintes d’une maladie donnée et celles qui en sont probablement 

exemptes. Le dépistage n’a pas pour objectif de poser un diagnostic et les personnes pour 

lesquelles les résultats sont positifs ou douteux doivent être orientées vers leur médecin pour 

vérification du diagnostic et, si besoin est, pour la mise en place d’un traitement. Les 

techniques de dépistage sont destinées à être réalisées sur un grand nombre de personnes 

et doivent donc être, dans la mesure du possible, simples à réaliser. La facilité d’obtention 

d’un prélèvement sanguin s’accorderait donc avec les contraintes du dépistage. Cependant, 

les études menées jusqu’à présent ont montré que la recherche d’ADNtc dans un contexte 

de dépistage se heurte à un manque de sensibilité et de spécificité. Cela s’explique 

notamment par le fait que l’ADNtc est surtout détectable dans les cancers de stade avancé 

qui ont alors déjà des manifestations cliniques. Le caractère non invasif et la facilité de mise 

en place d’un tel test permettraient tout de même d’envisager la possibilité d’en faire un test 

d’orientation afin de proposer à certains patients des tests plus spécifiques (Franczak et al., 

2018).  

Diagnostic précoce  

Le diagnostic précoce s’applique à des patients qui présentent, par exemple, un test 

de dépistage positif ou des signes d’alerte. La comparaison des concentrations et de l’index 

d’intégrité de l’ADN obtenus chez des patients atteints d’un cancer de la prostate, d’une 

hypertrophie bénigne de la prostate et chez des sujets sains a mis en évidence la possibilité 

de discriminer les patients atteints d’un cancer de la prostate de ceux n’ayant pas de 

pathologie ou une pathologie bénigne, laissant ainsi la possibilité d’utiliser la concentration 

en ADNlc et l’index d’intégrité comme marqueur dans le diagnostic du cancer de la prostate 

(Khani et al., 2019).  

Diagnostic moléculaire 

L’efficacité d’une thérapie ciblée est souvent dépendante de mutations sur les gènes 

qui codent pour la cible thérapeutique ou pour une protéine de signalisation située en 

dessous ou au-dessus de la cible. Dans certains cas, la présence ou l’absence de certaines 

mutations va permettre d’orienter le traitement (principe de théranostic).   

La biopsie liquide permet de pallier la difficulté à obtenir un génotypage tumoral à partir d’un 

prélèvement tissulaire notamment chez les patients atteints d’un cancer bronchique non à 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franczak%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30414710
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petites cellules de stade avancé ou métastatique. L’AMM des IK anti-EGFR de 1ère et 2ème 

génération (géfitinib, erlotinib et afatinib) précise qu’en absence d’un échantillon tumoral 

tissulaire analysable, la recherche des mutations activatrices du gène EGFR peut être 

réalisée à partir d’un prélèvement sanguin. Dans les autres types de cancers, l’utilisation de 

la biopsie liquide pour le diagnostic moléculaire fait l’objet de plusieurs études cliniques 

notamment dans les cancers colorectaux de stades avancés ou métastatiques mais cette 

application n’est pas encore validée (Bachet et al., 2018).  

L’ADNtc permet aussi de mettre en évidence l’hétérogénéité tumorale. En effet, au 

sein d’une même tumeur, toutes les cellules tumorales n’ont pas le même profil génétique. 

La tumeur primitive ainsi que les métastases sont composées de différents clones cellulaires 

aux caractéristiques différentes. Lors d’une biopsie tissulaire, il est possible d’isoler l’un de 

ces clones tout en négligeant ceux qui se trouvent en dehors de la zone de prélèvement 

(figure 20) (Dominguez-Vigil et al., 2018). La biopsie liquide permettrait donc de détecter 

des mutations absentes de la pièce tumorale étudiée mais présentes sur une métastase ou 

sur une partie de la tumeur non biopsiée ce qui pourrait ainsi expliquer la résistance au 

traitement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Intérêt de la biopsie liquide pour détecter l’hétérogénéité tumorale 

Sur cette figure, la tumeur primitive est composée des clones 1 et 2, la métastase hépatique 

des clones 1 et 2 et la métastase pulmonaire des clones 2 et 3. La biopsie tissulaire 

schématisée sur la figure n’a permis d’isoler qu’un seul clone et ne reflètera donc ni 

l’hétérogénéité de la tumeur primitive, ni celle des métastases. Au contraire, un prélèvement 

sanguin permet de détecter de l’ADN tumoral circulant issu de tous les types de clones et 

sera donc le reflet de l’hétérogénéité tumorale. (Adapté de Franczak et al., 2018)   
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Détection de la maladie résiduelle  

La maladie résiduelle (MRD) est définie par la persistance de cellules malignes en 

dessous du seuil de détection par les techniques conventionnelles. Déjà couramment utilisée 

dans le suivi de certaines hémopathies malignes comme par exemple la leucémie myéloïde 

chronique, la détection de la MRD permettrait d’identifier les patients atteints d’une tumeur 

solide et qui ont un fort risque de rechute après le traitement de première ligne. Le 

développement de techniques ultrasensibles pour la détection de l’ADNtc permet de 

l’envisager comme marqueur de la MRD (Pantel et Alix-Panabières, 2019). Plusieurs études 

cliniques ont évalué l’intérêt de l’ADNtc dans le suivi de la MRD. Dans les cancers du seins, 

la liste des gènes recherchés était soit établie de manière personnalisée en fonction des 

caractéristiques de la tumeur du patient soit composée d’un large panel de gènes liés au 

cancer. Les résultats ont montré que l’ADNtc pouvait être détecté avant l’apparition des 

métastases, en faisant donc un marqueur potentiel de la MRD (Pantel et Alix-Panabières, 

2019). Dans les cancers colorectaux, une étude a montré que le pourcentage de récurrence 

après 27 mois de suivi moyen était supérieur chez les patients qui avaient de l’ADNtc 

détectable (Pantel et Alix-Panabières, 2019). Les études disponibles dans les cancers 

bronchiques sont rares, néanmoins, une étude présente des résultats encourageants en 

montrant que la détection de mutations ponctuelles sur l’ADNtc est correlée avec les preuves 

cliniques de rechute des cancers bronchiques non à petites cellules (Abbosh et al., 2017).  

Evaluation de la réponse au traitement et identification d’un clone résistant en cas de 

rechute  

Dans la thérapie ciblée, la recherche de mutations sur l’ADNtc permet d’évaluer la 

réponse au traitement. Par exemple, dans les mélanomes métastatique, la disparition du 

clone muté V600E permet de suivre la réponse au traitement. Enfin, en cas de rechute, la 

biopsie liquide permettrait d’identifier le ou les clones responsables de la résistance (Wan et 

al., 2017). Par exemple, en cas d’apparition d’une résistance aux IK de 1ère ou de 2ème 

génération chez les patients atteints d’un cancer bronchique non à petites cellules et en vue 

de l’utilisation de l’osimertinib (IK de 3ème génération), la recherche de la mutation T790M du 

gène EGFR, responsable d’environ 50% des cas de résistance au IK anti-EGFR de 1ère et de 

2ème génération, peut être réalisée sans distinction sur un nouveau prélèvement tissulaire ou 

sur un prélèvement sanguin (Novello et al., 2016). 
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 Contraintes préanalytiques et analytiques liées à la biopsie liquide 1.3.2.

 L’ADNtc étant présent en faible quantité dans la circulation sanguine il est nécessaire 

de suivre un protocole préanalytique adapté afin de limiter la contamination des 

prélèvements par de l’ADN génomique fragmenté issu des cellules saines, cela afin 

d’augmenter la probabilité de détection des mutations somatiques c’est-à-dire celles 

présentes uniquement dans les cellules d’origine tumorale (à l’opposé des mutations dites 

constitutionnelles ou germinales). Plusieurs études ont été menées pour étudier l’influence 

de l’anticoagulant utilisé, celle du délai de traitement de l’échantillon, du protocole de 

centrifugation ou encore de la technique d'extraction (El Messaoudi et al., 2013). 

 

Lors du processus de coagulation, les leucocytes libèrent de l’ADN génomique 

fragmenté qui vient augmenter la quantité totale d’ADN dans le sérum. Il est donc 

recommandé de rechercher l’ADNtc sur du plasma plutôt que sur du sérum. Sur ce même 

principe et afin de réduire la contamination due à l’ADN des cellules saines deux types de 

tubes peuvent être utilisés. Les tubes EDTA, à condition de prendre en charge le 

prélèvement dans les 2 à 4 heures après la ponction, et les tubes avec conservateur (Streck, 

PAXgene, Norgen, Roche) qui stabilisent la membrane des cellules sanguines et qui 

permettent de différer la prise en charge du prélèvement jusqu’à 5 jours (Franczak et al., 

2019).  

 

Concernant la centrifugation, il est actuellement recommandé d’effectuer une 

première centrifugation du sang total à faible vitesse puis une seconde centrifugation du 

plasma après décantation à grande vitesse. Le protocole de centrifugation influence aussi le 

pourcentage d’ADNlc récupéré par rapport à la totalité de l’ADNlc présent dans le 

prélèvement sanguin ainsi que sa pureté. En effet, la fraction contenant l’ADNlc peut contenir 

une quantité substantielle de contaminants comme par exemple un autre biomarqueur 

(CTCs, vésicules extracellulaires). Globalement, plus la vitesse de la seconde centrifugation 

est élevée plus on s’affranchit de la contamination par les vésicules extracellulaires. Par 

contre, cette vitesse de centrifugation élevée élimine une proportion non négligeable 

d’ADNlc. Il est donc nécessaire d’utiliser un protocole qui permet un équilibre maximal entre 

purification de l’ADN et maintien de sa concentration (Rikkert et al., 2018). Après double 

centrifugation des prélèvements, le plasma peut être indifféremment congelé ou utilisé 

directement pour l’extraction. Les étapes de congélation / décongélation du plasma, si elles 

n’excèdent pas 2 fois, n’affectent pas la concentration en ADNlc (El Messaoudi et al., 2013). 
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L’étape suivante, nécessaire pour la plupart des techniques de recherche de 

mutations consiste à extraire l’ADNlc du plasma. Certains kits sont basés sur de l’extraction 

sur colonne alors que d’autres utilisent un procédé d’extraction sur billes magnétiques. Il en 

résulte une différence significative de concentrations en ADN et de taille des fragments 

préférentiellement isolés en fonction du principe utilisé et du kit utilisé (Diefenbach et al., 

2018). 

 

L’ADNtc pouvant représenter une très faible fraction de l’ADN libre circulant, il est 

nécessaire de savoir si de l’ADNtc est bien présent dans le prélèvement. Pour se faire, 

certaines équipes utilisent des biomarqueurs de méthylation spécifiques du type de cancer 

étudié (Bachet et al., 2018).  

 

Afin de pouvoir détecter l’ADNtc parmi le bruit de fond apporté par l’ADN libre 

circulant total, il est nécessaire d’utiliser des techniques de détection des mutations ayant 

une sensibilité élevée. Deux grandes approches sont disponibles : les techniques ciblées 

basées sur le principe de la PCR et qui permettent la détection d’une ou plusieurs mutations 

particulières sur un ou quelques gènes et les techniques non ciblées de séquençage haut 

débit qui permettent de séquencer l’intégralité d’un ou plusieurs exons pour un panel de 

gènes (pouvant aller d’une quinzaine de gènes au génome complet) (Franczak et al., 2019). 

Ces différentes techniques ont des sensibilités différentes et nécessitent donc d’être choisies 

en fonction du stade de la maladie afin d’être compatibles avec la sensibilité nécessaire 

(figure 21). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diefenbach%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30553469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diefenbach%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30553469
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Figure 21 : Principales méthodes de détection des anomalies génétiques de l’ADN 

tumoral circulant  

Ce schéma décrit la sensibilité des principales techniques utilisées pour l’étude de l’ADNtc. 

Dans les cancers métastatiques, les fréquences alléliques détectables sont élevées et 

nécessitent des techniques permettant de détecter des mutations entre 1% et 100%. En 

revanche, en cas de cancer non métastatique ou de lésions dites pré-cancéreuses, les 

fréquences alléliques sont plus faibles et nécessitent donc des techniques ultrasensibles.  

BEAming, beads-emulsion-amplification-magnetics, technique de PCR sur billes ; biPAP, bidirectional 

pyrophosphorolysis-activated polymerization ; ddPCR : PCR digitale en émulsion ; NGS, séquençage 

haut-débit.  

(D’après Pantel et Alix-Panabières, 2019) 

Les étapes comprises entre le prélèvement sanguin et le rendu des résultats sont 

donc nombreuses et nécessitent d’être contrôlées et optimisées afin d’obtenir une détection 

optimale des ADNtc. 

 Piste d’optimisation : l’ADN lié aux cellules sanguines 1.3.3.

L’extraction de l’ADNtc se fait donc classiquement à partir du plasma, après 

élimination du culot globulaire. Les travaux qui décrivent la présence d’ADNlc à la surface 

des cellules sanguines laissent donc penser qu’en éliminant le culot globulaire, on éliminerait 

aussi une partie de l’ADNlc et donc potentiellement une partie de l’ADNtc.   

Les études précédemment décrites ont consisté à traiter les échantillons sanguins avec une 

solution de trypsine ou de PBS-EDTA et à mesurer la concentration globale en ADN 

circulant. La taille des fragments d’ADN a été rarement évaluée. Si certaines études ont 

évalué les profils de méthylation de cet ADN, il n’y a pas eu de recherche de mutations 

ponctuelles spécifiques à certains types de cancers permettant d’affirmer que l’ADN fixé est 

de l’ADNtc. Enfin, ces études n’ont pas évalué l’utilisation en pratique de cet ADN lié aux 

cellules pour augmenter la quantité d’ADNtc analysable dans le contexte des biopsies 

liquides.   
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 Biopsie liquide et mélanome métastatique  1.3.4.

Avec 287 723 cas diagnostiqués en 2018, le mélanome cutané représente 1,6% des 

cancers détectés dans le monde et est responsable de 0,6% des décès liés au cancer (Bray 

et al., 2018). Le pronostic des mélanomes dépend principalement du stade auquel la 

pathologie est découverte. Alors que le taux de survie globale est plutôt élevé pour les 

stades I et II, il diminue drastiquement en cas d’extension locorégionale ou métastatique. 

L’évaluation du statut mutationnel du gène BRAF permet d’orienter le traitement des patients 

atteints d’un mélanome métastatique et de prescrire un IK anti-BRAF (vémurafénib ou 

dabrafénib) en association avec un anti-MEK (cobimetinib ou trametinib) en présence d’une 

mutation sur le codon 600 (Sullivan et al., 2018). La recherche de mutations sur le gène 

BRAF à des fins théranostiques ainsi que la recherche de mutations sur le gène NRAS à des 

fins pronostiques est habituellement réalisée sur une pièce opératoire ou une biopsie 

tumorale. Dans le champ du mélanome, l’ADNtc a montré son intérêt pour prédire la réponse 

à la thérapie ciblée, évaluer la réponse au traitement par l’évaluation de la charge tumorale, 

suivre l’évolution clonale et l’émergence de résistance à la thérapie ciblée (Calapre et al., 

2017). Néanmoins, son utilisation en pratique courante n’est pas encore validée et se heurte 

aux obstacles préanalytiques et analytiques communs aux biopsies liquides dans les 

contextes tumoraux. Des améliorations dans la prise en charge du prélèvement sont donc 

nécessaires et une des pistes d’optimisation serait la prise en compte de l’ADN lié aux 

cellules sanguines. Actuellement, il n’existe pas, à notre connaissance, d’étude publiée sur la 

répartition ADN libre circulant / ADN lié aux cellules sanguines chez les patients atteints d’un 

mélanome.  
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2. OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE 

 Ce projet consiste à évaluer la pertinence de l’utilisation de l’ADN lié aux cellules 

sanguines pour augmenter la quantité d’ADN tumoral circulant disponible afin d’optimiser la 

recherche de mutations du gène BRAF chez des patients atteints d’un mélanome 

métastatique. Le protocole sera mis au point sur des prélèvements sanguins issus de sujets 

sains puis appliqué à des prélèvements issus de patients atteints d’un mélanome 

métastatique. 

Premièrement, nous chercherons à isoler l’ADN présent à la surface des éléments figurés du 

sang chez des sujets sains et chez des patients atteints d’un mélanome métastatique.  

Nous quantifierons et qualifierons ensuite cet ADN afin d’évaluer la taille des fragments et de 

définir la proportion de fragments de petite taille pouvant correspondre à de l’ADN circulant 

et celle des fragments de grande taille pouvant correspondre à de l’ADN génomique 

fragmenté issu des cellules saines. 

La troisième étape sera la mise en évidence de l’ADN à la surface des éléments figurés du 

sang par microscopie à fluorescence.  

Enfin, nous évaluerons si le traitement du culot globulaire permettrait d’augmenter la quantité 

d’ADN tumoral circulant disponible pour les tests de biologie moléculaire.  
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3. MATERIEL ET METHODES 

 Echantillons sanguins 3.1.

 Sang total provenant de sujets sains 3.1.1.

Afin de mettre au point notre protocole et d’évaluer l’influence de l’anticoagulant 

utilisé sur la quantité d’ADN circulant extraite, nous avons travaillé sur du sang total issu de 5 

sujets sains, donneurs de sang bénévoles à l’Etablissement Français du Sang et ayant été 

informés de l’utilisation de leur don à des fins de recherche. Afin d’évaluer l’influence des 

anticoagulants sur les interactions ADN-cellule, le sang est prélevé sur 3 anticoagulants 

différents : l’EDTA, anticoagulant calcium dépendant irréversible ; le citrate, anticoagulant 

calcium dépendant réversible et l’héparine de lithium, anticoagulant calcium indépendant.  

Pour chaque sujet sain, un tube de 5 mL EDTA BD Vacutainer® (BD, Franklin Lake, Etats-

Unis), un tube de 5 mL citrate BD Vacutainer® (BD) et un tube héparine de lithium BD 

Vacutainer® (BD) ont été prélevés. 

La technique de coloration a également été mise au point à partir de prélèvements de 

donneurs de sang bénévoles à l’Etablissement Français du Sang. Les tubes prélevés sont 

des tubes EDTA BD Vacutainer® (BD) de 5 mL.  

 Sang total provenant de patients atteints d’un mélanome 3.1.2.

métastatique  

Les échantillons sanguins proviennent de patients inclus dans l’étude OPTIMEL 

(NCT03416933). Cette étude multicentrique, coordonnée par l’Institut de Cancérologie de 

Lorraine, recrute des patients atteints d’un mélanome métastatique et dont le statut 

mutationnel du gène BRAF, obtenu sur biopsie tissulaire, est connu. Seuls les patients avec 

une mutation V600 du gène BRAF sont inclus. L’étude OPTIMEL consiste à étudier l’intérêt 

d’associer la recherche de l’ADN tumoral circulant au suivi thérapeutique pharmacologique 

des IK chez des patients atteints d’un mélanome métastatique et traités par l’association 

dabrafénib et tramétinib. Un prélèvement sanguin est réalisé chez ces patients à différents 

temps : avant la mise en place d’un traitement par IK (J0), puis à J15, J30, M3, M6, M9, M12 

après la mise en place du traitement ou à progression. A chaque temps de prélèvement, un 

tube EDTA classique BD Vacutainer® (BD) de 10 mL et un tube Cell-free DNA BCT® (Streck, 

La Vista, Etats-Unis) de 10 mL contenant un stabilisateur de membrane sont prélevés 

simultanément. Pour faciliter la lecture, ce tube sera nommé tube Streck dans la suite du 

manuscrit. 
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 Protocole de traitement des échantillons sanguins  3.2.

 Prise en charge des tubes de sang total  3.2.1.

Le protocole de centrifugation du sang total suit le protocole optimal précédemment 

décrit (El Messaoudi et al., 2013). Le même protocole sera réalisé pour les sujets sains (tube 

ETDA, citrate et hépariné) et pour les patients inclus dans l’étude OPTIMEL (tube EDTA et 

tube Streck) (figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Protocole de prise en charge d’un tube de sang total pour l’étude de l’ADN 

circulant 

La figure représente le protocole à partir d’un tube Streck. Le même protocole sera réalisé 

pour le sang total prélevé sur EDTA, citrate ou héparine. Les tubes de sang total sont 

centrifugés 10 min à 1 600 g. Le plasma est alors décanté puis centrifugé une seconde fois 

10 min à 6 000 g. Il est alors utilisé immédiatement pour l’extraction de l’ADN ou congelé à -

80°C pour prise en charge ultérieure. 

 Prise en charge des culots globulaires 3.2.2.

Les culots globulaires sont traités en parallèle et de la même manière, quel que soit 

l’anticoagulant utilisé, chez les sujets sains (tube EDTA, citrate et héparine de lithium) et 

chez les patients (tube EDTA et tube Streck). Une fois la centrifugation du tube de sang total 

effectuée et le plasma décanté, le culot globulaire est suspendu dans 2 mL de PBS (Pan-

Biotech, Aidenbach, Allemagne). L’ajout de PBS permet de rendre le culot globulaire moins 

visqueux et plus facile à manipuler. Ce culot est alors réparti à volume égal dans deux tubes 

: un tube témoin et un tube test.   
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10 min à 6 000 g 

Extraction  
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Trois millilitres de PBS sont ajoutés au tube témoin qui est ensuite homogénéisé et 

incubé 5 min à température ambiante. Le tube est ensuite centrifugé 10 min à 1 600 g puis le 

surnageant récupéré dans un cryotube. 

Les études précédemment décrites utilisaient une solution de trypsine pour une partie 

du culot et une solution de PBS-EDTA pour l’autre partie du culot (Laktionov et al., 2004). 

Sur le même principe, mais afin de rompre simultanément les liaisons protéiques et les 

liaisons ioniques qui lient l’ADN aux cellules, on utilise pour le tube test une solution 

combinée de trypsine-EDTA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, États-Unis). Après ajout 

de 3 mL de solution de trypsine-EDTA, le tube est homogénéisé, incubé 5 min à température 

ambiante puis centrifugé 10 min à 1 600 g. Le surnageant est ensuite récupéré dans un 

cryotube (figure 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Protocole de traitement des culots globulaires 

La figure représente le protocole à partir d’un culot globulaire issu du tube Streck. Le même 

protocole sera réalisé pour les culots globulaires issus des tubes EDTA, citrate et héparine. 

Après ajout de 2 mL de PBS dans le tube contenant le culot globulaire, le contenu est réparti 

à volume égal dans deux tubes. Le premier tube dit « témoin » est incubé pendant 5 min 

avec 3 mL de PBS et le deuxième tube dit « test » est incubé pendant 5 minutes avec 3 mL 

d’une solution de trypsine-EDTA. Après incubation, les tubes sont centrifugés pendant 10 

min à 1 600 g. Le surnageant est ensuite récupéré pour en extraire l’ADN.   
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 Extraction de l’ADN  3.3.

L’ADN est extrait à partir des plasmas et des surnageants des culots témoins et tests 

avec le kit QIAamp® Circulating Nucleic Acid (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon le protocole 

commercial. Il s’agit d’une extraction sur colonne en 4 étapes : lyse, liaison, lavage et élution.  

Les acides nucléiques étant habituellement liés à des protéines plasmatiques ou 

enveloppés dans des vésicules, une étape de lyse est nécessaire pour libérer les acides 

nucléiques. Les échantillons sont incubés à haute température (60°C) en présence de 

protéinase K et d’un premier tampon pour permettre l’inactivation des DNases, des RNases 

et la libération complète des acides nucléiques liés aux protéines, aux lipides et aux 

vésicules. Un réactif présent dans le kit, le carrier RNA est ajouté au tampon de lyse afin 

d’augmenter le rendement d’extraction (Shaw KJ et al., 2009). 

Les échantillons sont ensuite incubés sur glace avec un second tampon qui permet 

d’obtenir des conditions optimales pour la liaison des acides nucléiques à la membrane de la 

colonne. Les lysats sont alors transférés dans des colonnes reliées à une pompe exerçant 

une pression de -800 mbar. C’est à cette étape que les acides nucléiques vont se fixer sur la 

membrane en silice de la colonne. Selon les données fournisseur, les colonnes peuvent 

retenir des acides nucléiques de petite taille jusqu’à 20 paires de bases. 

Trois étapes de lavage (à l’aide de deux tampons successifs puis d’éthanol) 

permettent d’éliminer tous les contaminants résiduels et de garder uniquement les acides 

nucléiques sur la colonne. 

La dernière étape consiste à éluer les acides nucléiques à l’aide de 40 µL de tampon 

d’élution. Les colonnes sont incubées 3 min à température ambiante puis centrifugées 1 min 

à 20 000 g afin d’éluer l’ADN. Le volume d’élution est repris puis redéposé sur la membrane. 

Suite à une nouvelle étape d’incubation de 3 min, une centrifugation 1 min à 20 000 g permet 

de récupérer l’ADN extrait dans un volume de 40 µL. 

 Dosage de l’ADN extrait  3.4.

Le dosage de l’ADN extrait est réalisé à l’aide du fluoromètre Qubit® 3.0 

(ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, États-Unis) associé au kit Qubit® dsDNA HS 

Assay (ThermoFisher) qui permet de détecter des concentrations en ADN allant de 0,01 à 

100 ng/µL. La fluorimétrie fait intervenir un fluorophore se liant spécifiquement à l’ADN 

double brin. Celui-ci émet un signal ayant une longueur d’onde de plus de 500 nm et 

d’intensité proportionnelle à la quantité d’ADN présente dans l’échantillon. Le dosage est 

réalisé à partir d’1 µL de solution d’ADN extrait.   
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 Traitement statistique des résultats 3.5.

Les figures et les tests statistiques ont été réalisés avec les modules ggplot et ggpubr 

du logicel R (R Core Team, 2019). Le calcul de la p-value est réalisé avec un test de 

Wilcoxon pour les boxplots qui comparent deux séries de données et avec un test ANOVA 

pour les comparaisons multiples (plus de 2 séries de données). 

 Comparaison de deux gels pour la qualification des ADN  3.6.

La taille des fragments d’ADN est évaluée avec le Fragment Analyzer® (Agilent, 

Santa Clara, Californie, États-Unis). Cet instrument possède un réseau de 12 capillaires 

permettant la réalisation simultanée de 12 profils électrophorétiques. Au cours de 

l’électrophorèse, les fragments d’acides nucléiques de l’échantillon migrent en se couplant à 

l’agent intercalant qui se fixe entre les bases de l’ADN. Les fragments se séparent en 

fonction de leur taille et une fenêtre de détection, présente en fin de capillaire, permet 

d’exciter l’agent intercalant par une lumière continue. Il en résulte une émission de 

fluorescence détectée et mesurée par une caméra.  

Le temps nécessaire aux fragments pour arriver à la fenêtre de détection est proportionnel à 

leur taille et l’intensité du signal d’émission indique la concentration des échantillons. Un 

calibrant appelé ladder permet d’étalonner l’appareil et des standards internes permettent 

d’évaluer la taille des fragments et leur concentration.  

Le Fragment Analyzer® a une haute sensibilité et permet de détecter des concentrations en 

ADN jusqu’à 5 pg/µL. Il existe plusieurs gels permettant de détecter les fragments dans des 

fourchettes différentes. Le gel DNF-464 HS Large Fragment 50kb Analysis Kit (Agilent) 

permet de faire migrer des fragments de tailles comprises entre 0 et 20 000 paires de bases. 

Ce gel permet donc théoriquement de visualiser à la fois les petits fragments (aux alentours 

de 150 paires de bases) qui vont correspondre à de l’ADN circulant ainsi que des fragments 

de plus grande taille (aux alentours de 6 000 paires de bases) qui vont correspondre à de 

l’ADN génomique fragmenté issu de la dégradation des cellules saines. Le gel DNF-477 

High Sensitivity Small Fragment Analysis Kit (Agilent) permet de faire migrer des fragments 

allant de 1 à 1 500 paires de bases. 

Dans un premier temps, les profils des ADN extraits à partir des plasmas des sujets sains 

seront réalisés sur les deux types de gels afin de pouvoir les comparer. Le gel permettant la 

meilleure visualisation des fragments sera retenu pour la suite des expérimentations.   
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 Recherche d’anomalies caractéristiques de l’ADN tumoral 3.7.

circulant  

 Recherche de mutations du gène BRAF dans le plasma par une 3.7.1.

plateforme automatisée de PCR en temps réel  

La recherche de mutations sur le gène BRAF dans le plasma des patients inclus dans 

l’étude OPTIMEL est réalisée par une plateforme automatisée de PCR en temps réel. La 

plateforme Idylla® (Biocartis, Mechelen, Belgique) est basée sur un système de cartouches à 

usage unique qui contiennent tous les réactifs nécessaires à la PCR. Les cartouches 

utilisées sont des cartouches ctNRAS-BRAF conçues pour détecter 18 mutations situées sur 

le gène NRAS et 5 mutations situées sur le codon 600 du gène BRAF à partir d’1 mL de 

plasma. Un millilitre de plasma est inséré directement dans la cartouche à usage unique qui 

est ensuite scellée et insérée dans la console. L’ADN tumoral circulant présent dans le 

plasma est alors amplifié par PCR en temps réel. Un système de détection de fluorophore 

couplé à une analyse automatique des courbes de PCR par la console permet de déterminer 

la présence ou l’absence d’une mutation (Harlé et al., 2016).  

 Recherche de mutations du gène BRAF sur l’ADN extrait des 3.7.2.

plasmas et des surnageants témoins et tests par la technique de 

PCR digitale en émulsion  

La technique de PCR digitale en émulsion ou droplet digital PCR (ddPCR) se base 

sur les principes de dilution limite, de PCR en point final et sur la loi de Poisson afin de 

permettre une quantification absolue de l’ADN. La technique de ddPCR intègre les 5 étapes 

suivantes : préparation des échantillons pour la PCR, production des gouttelettes, réalisation 

de la PCR, lecture des gouttelettes et analyse des résultats (figure 24) (Hindson et al., 

2011). 

La première étape consiste à préparer une plaque 96 puits contenant les échantillons 

dans le mélange réactionnel. Entre 1 µL et 10 µL d’ADN sont utilisés dans chaque puits (un 

échantillon par puits). On ajoute à l’ADN 11 µL de Supermix (BioRad, Hercules, Californie, 

États-Unis), 1 µL de solution contenant les amorces et les sondes fluorescentes (BioRad) 

ainsi que de l’eau ppi pour atteindre un volume final de 22 µL par puits. En plus des 

échantillons à tester, chaque plaque contient un blanc (10 µL d’eau ppi à la place de 

l’échantillon d’ADN) et un témoin positif (témoin Oncospan (Amplitech, Compiègne, France) 

avec une mutation BRAF V600E à 10%). Dans le cadre de notre étude, le kit utilisé permet 

de rechercher la mutation V600E du gène BRAF.  

Après préparation de la plaque, celle-ci est insérée dans l’automate « Automated 

Droplet Generator » (BioRad) qui génère automatiquement l’émulsion. Cette étape permet 
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de diviser le contenu de chaque puits en gouttelettes d’un volume de l’ordre du nanolitre. 

Environ 20 000 gouttelettes sont générées par puits. 

L’étape de PCR est ensuite réalisée dans un thermocycleur C1000 Touch® Thermal 

Cycler (BioRad). 

Après la PCR, la plaque est chargée dans le lecteur QX200 Droplet Reader (BioRad). 

Le lecteur isole chaque gouttelette et un détecteur deux couleurs permet de déterminer 

quelles gouttelettes contiennent les cibles et lesquelles ne les contiennent pas. Entre 15 000 

et 18 000 gouttelettes sont lues par puits. Le fluorochrome FAM est associé à la sonde qui 

cible la mutation V600E alors que le fluorochrome HEX est associé à la sonde qui cible 

l’allèle sauvage ou wild-type (WT). 

Enfin, les résultats sont analysés par le logiciel QuantaSoft (BioRad). La lecture avec 

le mode RED (rare events detection) permet de calculer le % de mutants détectés par 

rapport à la quantité d’ADN WT.  
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Figure 24 : Principe de la PCR digitale en émulsion 

a : Les échantillons sont disposés avec le mix de PCR et les sondes dans une plaque 96 

puits (un échantillon par puits). 

b : L’échantillon et l’huile à émulsion sont mis en contact dans un générateur de gouttelettes. 

c : Les gouttelettes générées sont récupérées dans une plaque 96 puits. Chaque gouttelette 

contient 0, 1 ou quelques fragments d’ADN. 

d : Une PCR en point final est réalisée afin d’amplifier les fragments d’ADN présents dans 

chaque gouttelette. Une gouttelette réagit comme un mini-réacteur indépendant des autres. 

e : Chaque gouttelette est lue une par une afin d’évaluer sa fluorescence. 

f : L’analyse est ensuite effectuée par un logiciel. (D’après Hindson et al., 2011)  

FAM + HEX+ 

FAM - HEX+ 

FAM + HEX- 

FAM – HEX- 
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 Séparation des différents types de cellules sanguines et 3.8.

coloration de l’ADN  

Afin d’évaluer à quels types de cellules l’ADN se fixe préférentiellement, les différents 

éléments figurés du sang sont séparés à partir de sang total prélevé sur EDTA. Les 

plaquettes sont obtenues par une méthode de centrifugation douce (10 min à 170 g) 

permettant d’obtenir du plasma riche en plaquettes. Les cellules mononucléées sont isolées 

après séparation sur coussin de Ficoll®. Afin de séparer les leucocytes des hématies sans 

les altérer, le tube de sang sera centrifugé à 820 g pendant 10 min. Après retrait de la 

couche de leucocytes, les hématies seront étalées en frottis mince sur une lame. Les frottis 

sont d’abord fixés à l’éthanol puis on ajoute par recouvrement 1 mL de colorant Hoechst 

33342 10µM (ThermoFisher). Les lames sont incubées 30 min à 37°C puis rincées avec du 

PBS. Les frottis sont ensuite observés en microscopie à fluorescence (figure 25). 

Le colorant Hoechst (longueur d’onde d’excitation maximale 346 nm, longueur d’onde 

d’émission 460 nm) colore spécifiquement l’ADN. 

Afin d’évaluer la sensibilité du colorant Hoechst pour la détection de fragments d’ADN de 

petite taille, un témoin sera créé. Cinquante nanogrammes d’ADN circulant témoin (EGFR 

multiplex témoin Horizon, Amplitech) seront ajoutés à 2 mL de plasma commercial (S4180-

500, Dutscher, Brumath, France). Dix microlitres de plasma seront alors déposés sur une 

lame (frottis et goutte) puis fixés à l’éthanol pour ensuite être colorés en suivant le même 

protocole que celui des frottis cellulaires. 
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Figure 25 : Protocole de séparation des lignées cellulaires et coloration de l’ADN 

Les plaquettes sont isolées après centrifugation douce du sang total, les lymphocytes sur 

coussin de Ficoll® et les hématies après un protocole de centrifugation permettant de retirer 

les cellules mononucléées sans altérer les hématies. Des frottis sont ensuite réalisés puis 

marqués par le colorant Hoechst pour mettre en évidence l’ADN présent à la surface des 

cellules. 
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4. RESULTATS 

 Choix du gel pour la migration des fragments 4.1.

Le profil de fragmentation de l’ADN extrait du plasma issu du tube héparine du sujet 

sain 1 a été évalué avec deux gels. Le profil obtenu avec le gel DNF-477 HS Small Fragment 

(figure 26a, courbe noire) met en évidence un seul pic situé aux alentours de 150 paires de 

bases et qui correspond à de l’ADN libre circulant. Le profil obtenu avec le gel DNF-464 HS 

Large Fragment met en évidence trois pics (figure 26b, courbe noire). Un premier pic 

autour de 150 paires de bases et qui correspond à de l’ADN libre circulant. Il s’agit du même 

pic que celui observé avec le gel 477 mais on obtient une meilleure résolution avec le gel 

464. Un second pic, situé aux alentours de 10 000 paires de bases correspond à de l’ADN 

génomique fragmenté et reflète la contamination de l’échantillon par de l’ADN issu des 

leucocytes présents dans le prélèvement. Il n’est pas visible sur le gel 477 car celui-ci 

détecte les fragments jusqu’à 1 500 paires de bases seulement. L’autre pic surnuméraire, 

situé autour de 355 paires de bases aurait par contre dû être détecté par le gel 477. Après 

des recherches bibliographiques, il apparaît que le carrier RNA, utilisé lors de la première 

étape d’extraction, peut interférer lors de la migration sur le gel 464, il en résulte un pic 

anormal qui est absent des profils réalisés avec le gel 477 (Pocernich et al.). Nous avons 

testé l’extraction sans carrier RNA sur le plasma hépariné du sujet sain 5. Le profil obtenu 

avec le gel 477 est inchangé, mettant toujours en évidence un petit pic d’ADN libre circulant 

de 150 paires de bases (figure 26a, courbe bleue). Le pic surnuméraire à 355 paires de 

bases est par contre absent du profil sur le gel 464 ce qui confirme bien l’interférence du 

carrier RNA (figure 26b courbe bleue). L’omission de ce réactif n’affectant pas 

significativement le rendement d’extraction, il a donc été décidé, pour les échantillons qui 

n’étaient pas encore extraits, de réaliser le protocole sans carrier RNA. Les profils ont 

ensuite été réalisés sur le gel DNF-464 HS Large Fragment pour sa meilleure résolution du 

pic d’ADN circulant et pour sa capacité à évaluer la contamination par de l’ADN génomique 

fragmenté.  
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Figure 26 : Profils obtenus avec le gel DNF-477 HS Small Fragment et avec le gel DNF-

464 HS Large Fragment après extraction avec ou sans carrier RNA 

a : Avec le gel 477, un seul pic est détectable sans (courbe bleue) ou avec (courbe noire) 

carrier RNA.  

b : Avec le gel 464, on observe un pic surnuméraire quand l’ADN est extrait sans carrier 

RNA (courbe bleue) et deux pics surnuméraires s’il est extrait avec le carrier RNA (courbe 

noire). Le pic situé aux alentours de 10 000 paires de bases correspond à de l’ADN 

génomique fragmenté. Le pic surnuméraire observé autour de 355 paires de bases, absent 

du profil avec le gel 477, correspond à une interférence entre le carrier RNA et le gel 464. 

 

  

ADN libre 

circulant 

ADN 

génomique 

fragmenté 

Artefact  

carrier RNA 

ADN libre 

circulant 



 
 

56 
 

 Profils et concentrations obtenus après extraction de l’ADN à 4.2.

partir des plasmas EDTA, citrate et héparine des sujets sains 

L’ADN a été extrait à partir de 2 mL de plasma issus des prélèvements sur tube 

EDTA, citrate, et héparine de 5 sujets sains. Au total 15 extraits d’ADN ont été analysés. Les 

concentrations en ADN mesurées avec le fluorimètre Qubit® se situent entre 0,16 et 0,46 

ng/µL pour les extraits issus des plasmas EDTA, entre 0,26 et 1,86 ng/µL pour les extraits 

issus des plasmas citrate et entre 0,53 et 4,66 ng/µL pour les extraits issus des plasmas 

héparine. Les profils de fragmentation de l’ADN ont été réalisés pour chacun des 15 extraits. 

Pour chaque sujet sain, les profils des ADN extraits de chaque type de tube ont été 

superposés, pour comparaison (figure 27). Pour chaque sujet sain, on observe un pic autour 

de 150 paires de bases correspondant à l’ADN libre circulant, et ce quel que soit le type 

d’anticoagulant utilisé. Néanmoins, l’amplitude de chaque pic, qui reflète la concentration en 

ADN, semble varier en fonction de l’anticoagulant utilisé.  

Les profils obtenus après extraction de l’ADN du plasma prélevé sur héparine (figure 

27, courbes rouges) mettent en évidence un pic supplémentaire autour de 10 000 paires de 

bases correspondant à de l’ADN génomique fragmenté chez tous les sujets sains. Une 

contamination similaire est observée à partir du plasma citrate du sujet sain 4 (figure 27d, 

courbe bleue). 

Pour les échantillons 1 à 3, extraits avec du carrier RNA, on observe un troisième pic 

correspondant à l’artefact du carrier RNA (figure 27a, b et c). 
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Figure 27 : Profils obtenus avec le gel DNF-464 après extraction de l’ADN du plasma 

des 5 sujets sains  

Cette figure représente les profils obtenus après extraction de l’ADN du plasma prélevé sur 

EDTA (courbes noires), citrate (courbes bleues) et héparine (courbes rouges) pour chaque 

sujet sain. On observe, quel que soit l’anticoagulant utilisé, la présence d’ADN libre circulant 

(pic autour de 150 paires de bases) et ce pour tous les sujets sains. L’amplitude du pic, qui 

reflète la concentration en ADN, semble différer en fonction de l’anticoagulant utilisé.  

Un second pic (entre 3 000 et 15 000 paires de bases), correspondant à de l’ADN 

génomique fragmenté, est présent uniquement dans le plasma issu du tube héparine des 

sujets sains 1, 2, 4 et 5 et dans le plasma issu du tube citrate du sujet sain 4.  

Un pic supplémentaire aux alentours de 300 paires de bases, décrit précédemment comme 

étant un artefact lié à l’utilisation du carrier RNA, est observé sur les profils des sujets sains 

1 à 3. 
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La concentration mesurée par le fluoromètre Qubit® représente donc la concentration 

totale en ADN extrait mais ne nous permet pas de distinguer l’ADN circulant de l’ADN 

génomique fragmenté qui correspond à de la contamination lors de la prise en charge du 

prélèvement. Nous avons donc quantifié, grâce au logiciel d’analyse des fragments, chacun 

des pics d’ADN circulant et d’ADN génomique fragmenté. Chez les 5 sujets sains étudiés, 

les concentrations en ADN circulant dans les prélèvements EDTA se situent entre 0,05 et 

0,33 ng/µL sans ADN génomique fragmenté. Pour les prélèvements sur citrate, les 

concentrations se situent entre 0,10 et 0,41 ng/µL sans ADN génomique fragmenté sauf pour 

le sujet sain 4 (3,13 ng/µL). Pour les prélèvements sur héparine, l’ADN circulant est présent 

entre 0,13 et 0,26 ng/µL avec une contamination par de l’ADN génomique fragmenté allant 

de 0,06 à 8,60 ng/µL (figure 28). On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) 

entre les concentrations en ADN libre circulant mesurées à partir des différents 

anticoagulants (figure 28a). En revanche, la différence est significative (p=0,0075) entre les 

concentrations en ADN génomique fragmenté dans les tubes EDTA et dans les tubes 

héparinés (figure 28b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Concentrations en ADN circulant (a) et en ADN génomique fragmenté (b) 

obtenues chez 5 sujets sains après extraction à partir du plasma prélevé sur un tube 

EDTA, citrate ou héparine 

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant obtenues après extraction à partir des plasmas issus des 3 anticoagulants. 

b : On observe une différence significative (p=0,0075) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté obtenues après extraction des plasmas EDTA et des plasmas 

héparine. 
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 Profils et concentrations obtenus après extraction de l’ADN à 4.3.

partir des surnageants des culots globulaires témoins et tests des 

sujets sains  

Le traitement des 15 culots globulaires des sujets sains a permis d’obtenir 30 

échantillons d’ADN : 15 extraits d’ADN issus des surnageants témoins traités avec du PBS 

et 15 extraits d’ADN issus des surnageants tests traités avec la solution de trypsine-EDTA. 

Les profils obtenus après extraction de l’ADN des surnageants des culots globulaires sont 

comparables à ceux obtenus dans le plasma.  

 Concentrations obtenues à partir des surnageants des culots 4.3.1.

globulaires témoins et tests prélevés sur EDTA 

Les concentrations en ADN circulant obtenues à partir des surnageants des culots 

EDTA sont comprises entre 0,03 et 0,10 ng/µL pour les tubes témoins et entre 0,01 et 0,18 

ng/µL pour les tubes tests. Les concentrations en ADN génomique fragmenté sont quant à 

elles comprises entre 0,75 et 2,76 ng/µL pour les tubes témoins et entre 0,40 et 11,60 ng/µL 

pour les tubes tests. Les concentrations obtenues ne sont pas significativement différentes 

(p > 0,05) entre les tubes témoins et les tubes tests que ce soit pour l’ADN circulant (figure 

29a) ou pour l’ADN génomique fragmenté (figure 29b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Concentrations en ADN circulant (a) et en ADN génomique fragmenté (b) 

obtenues après extraction des surnageants des culots globulaires témoins et tests 

des sujets sains prélevés sur tube EDTA  

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant obtenues après extraction des surnageants des culots EDTA témoins et tests. 

b : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté obtenues après extraction des surnageants des culots EDTA témoins 

et tests. 



 
 

60 
 

 Concentrations obtenues à partir des surnageants des culots 4.3.2.

globulaires témoins et tests prélevés sur citrate  

Les concentrations en ADN circulant obtenues à partir des surnageants des culots 

citrate sont comprises entre 0,02 et 0,06 ng/µL pour les tubes témoins et entre 0 et 0,11 

ng/µL pour les tubes tests. Les concentrations en ADN génomique fragmenté sont quant à 

elles comprises entre 0,09 et 3,86 ng/µL pour les tubes témoins et entre 0,12 et 3,85 ng/µL 

pour les tubes tests. Les concentrations obtenues ne sont pas significativement différentes 

(p > 0,05) entre les tubes témoins et les tubes tests que ce soit pour l’ADN circulant (figure 

30a) ou pour l’ADN génomique fragmenté (figure 30b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Concentrations en ADN circulant (a) et en ADN génomique fragmenté (b) 

obtenues après extraction des surnageants des culots globulaires témoins et tests 

des sujets sains prélevés sur tube citrate  

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant obtenues après extraction des surnageants des culots citrate témoins et tests. 

b : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté obtenues après extraction des surnageants des culots citrate témoins 

et tests. 

 

 Concentrations obtenues à partir des surnageants des culots 4.3.3.

globulaires témoins et tests prélevés sur héparine  

Les concentrations en ADN circulant obtenues à partir des surnageants des culots 

héparine sont comprises entre 0 et 0,07 ng/µL pour les tubes témoins et entre 0,02 et 0,06 

ng/µL pour les tubes tests. Les concentrations en ADN génomique fragmenté sont quant à 

elles comprises entre 0,32 et 1,82 ng/µL pour les tubes témoins et entre 0,13 et 1,41 ng/µL 

pour les tubes tests. Les concentrations obtenues ne sont pas significativement différentes 

(p > 0,05) entre les tubes témoins et les tubes tests que ce soit pour l’ADN circulant (figure 

31a) ou pour l’ADN génomique fragmenté (figure 31b).  
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Figure 31 : Concentrations en ADN circulant (a) et en ADN génomique fragmenté (b) 

obtenues après extraction des surnageants des culots globulaires témoins et tests 

des sujets sains prélevés sur tube héparine 

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant obtenues après extraction des surnageants des culots héparine témoins et tests. 

b : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté obtenues après extraction des surnageants des culots héparine 

témoins et tests. 

 Comparaison des concentrations obtenues dans les culots 4.3.4.

témoins et tests en fonction de l’anticoagulant 

Les concentrations en ADN circulant obtenues à partir des culots témoins prélevés 

sur les 3 anticoagulants ne sont pas significativement différentes (p > 0,05) (figure 32a). Il 

en est de même pour les ADN circulants des culots tests (p > 0,05) (figure 32b) et pour les 

ADN génomiques fragmentés des culots témoins (p > 0,05) (figure 32c) et tests (p > 0,05) 

(figure 32d). 

Le tableau II résume les concentrations obtenues pour chaque échantillon. 
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Figure 32 : Comparaison des concentrations en ADN circulant obtenues sans (a) ou 

avec (b) traitement par la solution de trypsine-EDTA et comparaison des 

concentrations en ADN génomique fragmenté obtenues sans (c) ou avec (d) traitement 

par la solution de trypsine-EDTA en fonction de l’anticoagulant utilisé chez 5 sujets 

sains 

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant extrait des surnageants des culots témoins quel que soit l’anticoagulant utilisé.  

b : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant extrait des surnageants des culots tests quel que soit l’anticoagulant utilisé. 

c : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté extrait des surnageants des culots témoins quel que soit 

l’anticoagulant utilisé. 

d : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté extrait des surnageants des culots tests quel que soit l’anticoagulant 

utilisé.  
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Tableau II : Concentrations (en ng/µL) en ADN circulant et en ADN génomique 
fragmenté obtenues après extraction à partir du plasma et des surnageants des culots 
globulaires témoins et tests des prélèvements sur tube EDTA, citrate et héparine de 5 
sujets sains 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Essais de coloration pour la mise en évidence de l’ADN à la 4.4.

surface des cellules 

La coloration de Hoechst, effectuée sur des frottis témoins de plasma contenant de 

l’ADN mimant l’ADN tumoral circulant n’a pas permis de mettre en évidence ces fragments.  

La coloration effectuée sur les leucocytes après séparation sur gradient de Ficoll® permet de 

mettre en évidence l’ADN des noyaux des leucocytes (figure 33a). Néanmoins, la résolution 

est insuffisante pour pouvoir distinguer la présence d’ADN en dehors des noyaux des 

leucocytes.  

 Le deuxième test, effectué sur un frottis de globules rouges ne montre aucune 

fluorescence sur le tapis de globules rouges situé au fond du frottis. On observe néanmoins 

quelques noyaux fluorescents, correspondant à la contamination du culot de globules rouges 

par quelques leucocytes (figure 33b).  

  

ADN

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

ADN

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

ADN

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

Plasma 0,05 0,00 0,10 0,00 0,13 0,32

Culot témoin 0,04 1,68 0,02 0,24 0,02 0,32

Culot test 0,04 1,70 0,01 0,15 0,02 0,98

Plasma 0,10 0,00 0,20 0,00 0,20 0,20

Culot témoin 0,04 0,75 0,02 0,09 0,07 1,45

Culot test 0,03 0,29 0,04 0,12 0,06 0,98

Plasma 0,16 0,00 0,20 0,00 0,15 0,06

Culot témoin 0,10 2,76 0,04 1,02 0,02 0,49

Culot test 0,09 3,10 0,11 2,38 0,04 0,90

Plasma 0,33 0,00 0,41 3,13 0,26 8,60

Culot témoin 0,05 1,64 0,06 3,86 0,04 1,82

Culot test 0,18 11,60 0,02 0,48 0,05 0,13

Plasma 0,06 0,00 0,21 0,00 0,15 0,25

Culot témoin 0,03 2,67 0,03 2,72 0,00 1,01

Culot test 0,01 0,40 0,00 3,85 0,03 1,41

Sujet sain 3

Sujet sain 4

Sujet sain 5

EDTA Citrate Héparine

Sujet sain 1

Sujet sain 2
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Figure 33 : Observation microscopique (x40) des leucocytes isolés sur un gradient de 

Ficoll® (a) et observation microscopique d’un frottis de globules rouges (b) après 

coloration au Hoechst 

a : La coloration met en évidence les noyaux des leucocytes. 

b : La coloration met en évidence la présence de quelques leucocytes. 
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 Profils et concentrations obtenus à partir des prélèvements 4.5.

des patients atteints d’un mélanome métastatique 

Les prélèvements de 8 patients inclus dans l’étude OPTIMEL ont été utilisés pour 

notre projet. Au total 26 culots globulaires issus de tubes EDTA, 6 plasmas issus de tubes 

Streck et 27 culots globulaires issus de tubes Streck ont été traités (tableau III).  

 

Tableau III : Détail des prélèvements OPTIMEL utilisés pour ce projet   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

J0 ✘ ✘ ✘

J15 ✔ ✘ ✔

J30 ✔ ✘ ✔

M3 ✘ ✘ ✘

M6 ✔ ✘ ✔

M9 ✔ ✘ ✔

J0 ✘ ✘ ✘

J15 ✔ ✘ ✔

J30 ✔ ✘ ✔

M3 ✘ ✘ ✘

M6 ✔ ✘ ✔

J0 ✔ ✔ ✔

J15 ✔ ✘ ✔

J30 ✘ ✘ ✘

M3 ✔ ✘ ✔

M6 ✔ ✘ ✔

PROGRESSION ✔ ✘ ✔

J0 ✔ ✔ ✔

J15 ✘ ✘ ✔

J30 ✘ ✘ ✘

M3 ✔ ✘ ✔

J0 ✔ ✔ ✔

J15 ✔ ✘ ✔

J30 ✔ ✘ ✔

M3 ✔ ✘ ✔

J0 ✔ ✔ ✔

J15 ✔ ✘ ✔

J30 ✔ ✘ ✔

M3 ✔ ✘ ✔

J0 ✔ ✔ ✔

J15 ✔ ✘ ✔

J30 ✔ ✘ ✔

02-008 J0 ✔ ✔ ✔

Culot

EDTA

Plasma 

Streck

Culot 

Streck

01-007

01-001

01-002 

01-003

01-004

01-005

01-006

N° 

inclusion

Optimel 

Prélèvement
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 Comparaison des profils et des concentrations obtenus dans les 4.5.1.

plasmas et dans les surnageants des culots globulaires témoins et 

tests Streck des patients à J0 

Les profils de fragmentation des ADN extraits des plasmas Streck de 6 patients 

OPTIMEL prélevés à J0 ont été comparés avec ceux des ADN obtenus à partir des 

surnageants des culots globulaires Streck témoins et tests de ces mêmes patients. 

La figure 34 présente les profils obtenus pour les 6 patients à J0.  

Les concentrations en ADN circulant et en ADN génomique fragmenté ont été 

évaluées sur les profils. Les concentrations obtenues après extraction de l’ADN à partir de 3 

mL de plasma Streck sont comprises entre et 0,11 et 4,05 ng/µL d’ADN libre circulant, sans 

ADN génomique fragmenté. Les concentrations en ADN obtenues après extraction de 3 mL 

de surnageant des culots globulaires témoins, se situent entre 0,02 et 0,21 ng/µL pour l’ADN 

circulant et entre 0 et 16,53 ng/µL pour l’ADN génomique fragmenté. Les concentrations 

obtenues après extraction du surnageant des culots globulaires traités avec la solution de 

trypsine-EDTA se situent entre 0,04 et 0,23 ng/µL d’ADN libre circulant et entre 0 et 7,56 

ng/µL d’ADN génomique fragmenté. On observe une différence significative entre les 

concentrations en ADN circulant dans le plasma et dans les surnageants des culots 

globulaires témoins (p=0,013) ainsi qu’entre les concentrations dans le plasma et dans les 

surnageants des culots globulaires tests (p=0,013). Il en est de même pour les 

concentrations en ADN génomique fragmenté (p=0,0096). En revanche, on n’observe pas de 

différence significative entre les concentrations obtenues dans les surnageants des culots 

tests et témoins et ce pour l’ADN circulant et pour l’ADN génomique fragmenté (p > 0,05) 

(figure 35). 
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Figure 34 : Profils des prélèvements à J0 de 6 patients OPTIMEL 

Sur les profils obtenus à partir de l’ADN extrait du plasma (en noir), on observe un pic d’ADN 

tumoral circulant aux alentours de 150 paires sans contamination par de l’ADN génomique 

fragmenté. Les profils obtenus après traitement des culots globulaires montrent pour les 

témoins (en bleu) et les tests (en rouge) la présence d’ADN tumoral circulant en plus petite 

quantité que dans le plasma ainsi qu’une contamination en ADN génomique fragmenté dans 

les tubes témoins et tests. Un pic artéfactuel est visible pour les ADN qui ont été extraits 

avec le carrier RNA (patients 3 à 7).  

Patient 5 J0 

Patient 3 J0 

Patient 6 J0 

Patient 8 J0 

Patient 4 J0 

Patient 7 J0 
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Figure 35 : Comparaison des concentrations en ADN circulant (a) et en ADN 

génomique fragmenté (b) obtenues dans les plasmas et les surnageants des culots 

globulaires témoins et tests de 6 patients OPTIMEL prélevés sur tube Streck à J0 

a : On observe une différence significative entre les concentrations en ADN tumoral circulant 

obtenues dans le plasma et dans les culots globulaires témoins ainsi qu’entre celles 

obtenues dans le plasma et dans les culots globulaires tests (p=0,013). On n’observe pas de 

différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN tumoral circulant obtenues 

avec les culots témoins et tests.  

b : On observe une différence significative entre les concentrations en ADN génomique 

fragmenté obtenues dans le plasma et dans les culots globulaires témoins ainsi qu’entre 

celles obtenues dans le plasma et dans les culots globulaires tests (p=0,0096). On n’observe 

pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN génomique 

fragmenté obtenues à partir des surnageants des culots témoins et tests. 

 Comparaison des profils et concentrations obtenus avec ou sans 4.5.2.

traitement par la solution de trypsine-EDTA dans les surnageants 

des culots globulaires EDTA et Streck  

Les 26 culots EDTA et les 27 culots Streck ont permis d’obtenir les surnageants 

témoins dont ont été extraits 26 échantillons d’ADN témoin EDTA et 27 échantillons d’ADN 

témoin Streck ainsi que les surnageants tests dont ont été extraits 26 échantillons d’ADN test 

EDTA et 27 échantillons d’ADN test Streck. Les profils de fragmentation de l’ADN ont été 

réalisés afin de pouvoir quantifier l’ADN circulant et l’ADN génomique fragmenté dans les 

échantillons témoins et tests.  

Les concentrations obtenues à partir des surnageants des culots témoins et tests 

EDTA ne sont pas significativement différentes (p > 0,05) à la fois pour l’ADN circulant 

(figure 36a) et pour l’ADN génomique fragmenté (figure 36b). De la même manière, les 

concentrations obtenues à partir des surnageants des culots témoins et tests Streck ne sont 

pas significativement différentes (p > 0,05) à la fois pour l’ADN circulant (figure 37a) et pour 

l’ADN génomique fragmenté (figure 37b). Le tableau IV résume les concentrations en ADN 

circulant et en ADN génomique fragmenté obtenues pour les 106 extraits.  
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Figure 36 : Comparaison des concentrations en ADN circulant (a) et en ADN 

génomique fragmenté (b) obtenues après extraction des surnageants des culots 

globulaires témoins et tests de 26 prélèvements sur tube EDTA 

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant obtenues à partir des surnageants des culots EDTA témoins et tests.  

b : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté obtenues à partir des surnageants des culots EDTA témoins et tests.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Comparaison des concentrations en ADN circulant (a) et en ADN 

génomique fragmenté (b) obtenues après extraction des surnageants des culots 

globulaires témoins et tests de 27 prélèvements sur tube Streck 

a : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

circulant obtenues à partir des surnageants des culots Streck témoins et tests.  

b : On n’observe pas de différence significative (p > 0,05) entre les concentrations en ADN 

génomique fragmenté obtenues à partir des surnageants des culots Streck témoins et tests.  
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Tableau IV : Concentrations (en ng/µL) en ADN circulant et en ADN génomique 
fragmenté obtenues après extraction des surnageants des culots témoins et tests des 
tubes EDTA et Streck des patients OPTIMEL 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ADN 

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

ADN 

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

ADN 

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

ADN 

circulant

ADN 

génomique 

fragmenté

J0 / / / / / / / /

J15 0,17 0,55 0,20 3,22 0,16 1,99 0,20 3,54

J30 0,00 0,44 0,00 3,08 Absence 12,32 0,09 10,25

M3 / / / / / / / /

M6 0,09 0,90 0,04 1,36 0,05 1,81 0,08 2,28

M9 0,10 0,00 0,10 0,00 0,12 0,00 0,15 0,00

J0 / / / / / / / /

J15 0,08 0,59 0,07 0,61 0,10 1,75 0,06 6,78

J30 0,16 0,43 0,00 0,33 0,00 18,19 0,00 17,28

M3 / / / / / / / /

M6 0,10 0,00 0,08 0,00 0,07 0,00 0,07 0,00

J0 0,06 0,43 0,04 2,10 0,06 0,08 0,05 0,11

J15 0,00 14,33 0,00 10,78 0,00 31,97 0,00 26,61

J30 / / / / / / / /

M3 0,00 2,65 0,00 1,52 0,00 5,54 0,01 2,55

M6 0,02 0,00 0,00 0,20 0,04 0,00 0,80 0,00

PROGRESSION 0,03 0,67 0,03 0,30 0,04 0,04 0,02 0,09

J0 0,05 0,64 0,04 0,32 0,07 0,48 0,05 0,88

J15 / / / / 0,15 0,00 0,22 0,17

J30 / / / / / / / /

M3 0,07 0,00 0,10 0,00 0,12 0,00 0,06 0,00

J0 0,00 0,30 0,03 0,09 0,02 0,17 0,04 0,15

J15 0,00 3,38 0,00 10,52 0,00 6,53 0,00 55,46

J30 0,00 11,41 0,00 7,74 0,00 22,36 0,00 26,31

M3 0,04 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00 0,06 0,00

J0 0,04 0,00 0,07 0,00 0,09 0,00 0,09 0,00

J15 4,83 0,00 4,69 0,00 8,70 0,00 4,54 0,00

J30 2,21 0,00 2,91 0,00 2,48 0,00 2,48 0,00

M3 0,58 0,27 0,53 0,14 0,79 0,55 0,83 0,39

J0 0,13 6,45 0,27 2,89 0,21 16,53 0,14 7,56

J15 0,02 0,20 0,00 0,65 0,00 6,06 0,00 3,38

J30 0,05 2,05 0,03 0,84 0,03 0,62 0,04 0,50

02-008 J0 0,22 1,67 0,20 0,32 0,20 0,63 0,23 1,27

01-007

01-001

01-002 

01-003

01-004

01-005

01-006

N° inclusion

Optimel 
Prélèvement

Tube EDTA Tube Streck

Culot globulaire témoin 

(ng/µL)

Culot globulaire test

(ng/µL)

Culot globulaire témoin

(ng/µL)

Culot globulaire test 

(ng/µL)



 
 

71 
 

 Recherche de mutations sur les prélèvements des patients 4.6.

atteints d’un mélanome métastatique 

La recherche de mutations sur le gène BRAF a été réalisée par la technique Idylla® 

sur 14 des 27 prélèvements déjà inclus dans l’étude OPTIMEL directement à partir d’1 mL 

de plasma issu des tubes Streck. 

Cent vingt échantillons d’ADN extrait ont été testés en ddPCR. La figure 38 présente 

les résultats de manière graphique pour un échantillon muté (figure 38a) et un échantillon 

non muté (figure 38b). Le détail des échantillons passés en ddPCR et en Idylla® et les 

résultats obtenus sont présentés dans le tableau V. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 38 : Représentation graphique des résultats de ddPCR pour un échantillon 

muté et pour un échantillon non muté 

Le premier canal Ch1 permet de détecter la sonde BRAF V600E. Toutes les gouttelettes en 

bleu, situées au-dessus du cut-off (ligne horizontale rose) sont des gouttelettes contenant de 

l’ADN portant la mutation BRAF V600E. Le deuxième canal Ch2 permet de détecter la sonde 

BRAF WT. Toutes les gouttelettes en vert situées au-dessus du cut-off (ligne horizontale 

rose) sont des gouttelettes contenant de l’ADN WT pour le codon 600 du gène BRAF.  

a : Résultats obtenus à partir de l’ADN extrait du plasma du patient 4 : on observe des 

gouttelettes bleues signifiant la présence d’une mutation BRAF V600E.  

b : Résultats obtenus à partir de l’ADN extrait du plasma du patient 5 : on observe 

uniquement des gouttelettes vertes signifiant la présence d’ADN ne portant pas la mutation 

V600E sur le gène BRAF.  
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Tableau V : Résultats de la recherche de mutations sur le gène BRAF par la technique 
Idylla® à partir des plasmas des patients OPTIMEL et par la technique de ddPCR à 
partir de l’ADN extrait des plasmas et des culots globulaires témoins et tests des 
patients OPTIMEL  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
WT : wild-type 
Muté : quand la mutation n’est pas précisée dans le tableau, il s’agit de la mutation V600E du gène BRAF 
NI : non interprétable 
 

 

  

EDTA 

témoin

EDTA 

test

Streck 

témoin

Streck

test

ddPCR Idylla

J0 / / / / / WT

J15 WT WT WT WT / /

J30 WT WT WT WT / /

M3 / / / / / /

M6 WT WT WT WT WT WT

M9 WT WT WT WT WT WT

J0 / / / / / /

J15 WT WT WT WT / /

J30 WT WT WT WT / /

M3 / / / / / /

M6 WT WT WT WT / /

J0 WT WT WT WT WT WT

J15 WT WT WT WT / /

J30 / / / / WT WT

M3 WT WT WT WT WT WT

M6 WT WT WT WT WT WT

PROGRESSION WT WT WT WT Muté 1,8% Muté

J0 Muté 4,4% Muté 8,3% Muté 8,1% Muté 3,9% Muté 40,1% Muté V600E

J15 / / WT WT WT WT

J30 / / / / / /

M3 WT WT WT WT WT WT

J0 WT WT WT WT WT WT

J15 WT WT WT WT / /

J30 WT WT WT WT / /

M3 WT WT WT NI / /

J0 WT WT WT WT Muté 1,3% WT

J15 WT WT WT WT / /

J30 WT WT WT WT / /

M3 WT WT NI NI / /

J0 NI NI Muté 0,1% Muté 0,5% Muté 25,7% Muté V600E

J15 WT WT WT WT / /

J30 NI WT WT WT / /

02-008 J0 WT WT WT WT WT Muté V600K/R

N° inclusion

Optimel 
Prélèvement

ddPCR

Culot globulaire 

Plasma Streck

01-007

01-001

01-002 

01-003

01-004

01-005

01-006
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5. DISCUSSION ET CONCLUSION 

 Dans ce projet, nous avons cherché à évaluer, chez des sujets sains, l’influence de 

plusieurs anticoagulants sur l’interaction entre l’ADN circulant et les cellules sanguines puis à 

étudier cette liaison chez des patients atteints d’un mélanome métastatique et ce afin 

d’évaluer la possibilité d’isoler cet ADN pour optimiser la recherche de mutations du gène 

BRAF dans le sang de ces patients. 

 Lors de la mise en place du protocole et du choix du gel de migration des fragments 

nous avons été confrontés à la présence d’une interférence liée à l’utilisation de carrier RNA 

dans le protocole d’extraction. On pourrait donc s’interroger sur l’influence de cet artefact sur 

la mesure des concentrations en ADN. Pour chaque échantillon, nous avons évalué les 

concentrations en ADN circulant et en ADN génomique fragmenté à partir de chaque pic 

présent sur les profils de fragmentation. Le pic artéfactuel correspondant au carrier n’est 

donc pas pris en compte et n’affecte pas les concentrations évaluées. 

 Dans un premier temps, l’influence de l’anticoagulant utilisé a été étudiée à partir 

d’échantillons de plasma de sujets sains. L’utilisation des tubes EDTA, citrate et héparine a 

permis d’isoler de l’ADN circulant à des concentrations faibles comme précédemment décrit 

chez les sujets sains (Wan et al., 2017). Dans les conditions préanalytiques normales, 

aucune contamination par de l’ADN génomique fragmenté n’est présente avec les tubes 

EDTA et citrate alors que la concentration en ADN génomique fragmenté augmente avec 

l’utilisation des tubes héparinés. La différence de mécanisme d’action de ces 3 

anticoagulants explique le phénomène. L’EDTA et le citrate vont chélater le calcium et 

bloquer la cascade de coagulation en amont de la génération de thrombine. Au contraire, 

l’héparine inhibe la coagulation après la génération de thrombine et de facteur Xa, lesquels 

activent les leucocytes qui peuvent ainsi libérer de l’ADN génomique fragmenté qui va 

contaminer l’ADN libre circulant et augmenter sa concentration de manière artéfactuelle dans 

le tube. Le cas du sujet sain 4 nous montre néanmoins qu’un défaut de prise en charge 

préanalytique du tube citrate peut conduire à une contamination par de l’ADN génomique 

fragmenté. Il pourrait s’agir, par exemple, d’un délai trop important entre le prélèvement et la 

centrifugation du tube. Les tubes EDTA sont donc ceux qui permettent de limiter au mieux la 

contamination en ADN génomique fragmenté ce qui est cohérent avec les résultats des 

études précédemment réalisées sur le plasma (El Messaoudi et al.,2013). 
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 Notre projet est centré sur les culots globulaires. A notre connaissance, aucune étude 

n’a comparé l’influence de ces trois anticoagulants sur les mécanismes de rétention de 

l’ADN à la surface des cellules sanguines. C’est pourquoi les sujets sains ont été prélevés 

sur 3 anticoagulants différents. Les concentrations obtenues ne sont pas significativement 

différentes entre les 3 anticoagulants et ce pour l’ADN circulant et pour l’ADN génomique 

fragmenté. 

Contrairement à ce qui était attendu, les concentrations en ADN obtenues avec ou sans 

traitement des culots globulaires par la solution de trypsine-EDTA ne sont pas 

significativement différentes. En s’appuyant sur les données de la littérature, on pouvait 

s’attendre à obtenir des concentrations en ADN plus importantes après traitement des culots 

par la solution de trypsine-EDTA qui était censée rompre les liaisons protéiques et ioniques 

entre l’ADN et les cellules sanguines.  

Nous avons utilisé un protocole similaire à celui précédemment décrit. Néanmoins, il existe 

une différence notable qui est, dans notre étude, la réalisation d’un culot globulaire témoin. 

En effet, dans les études précédentes, tout l’ADN récupéré après traitement des culots 

globulaires avec de la trypsine ou du PBS-EDTA a été considéré comme lié aux cellules. 

Une limite apparaît à ce niveau. En effet, l’absence de culots témoins ne permet pas 

d’évaluer la présence, avant traitement par la solution de trypsine-EDTA, d’ADN libre 

circulant dans le culot globulaire mais non lié aux cellules et qui pourrait augmenter de 

manière artéfactuelle les concentrations en ADN lié aux cellules.  

De plus, nous avons montré que l’augmentation des concentrations en ADN dans les culots 

globulaires était principalement liée à la présence de fragments de grande taille, 

correspondant à de l’ADN génomique fragmenté issu de la dégradation des cellules 

sanguines.  

Nos résultats laissent donc penser que, chez les sujets sains, l’ADN génomique fragmenté 

est libéré par les cellules sanguines indépendamment du traitement avec la solution de 

trypsine-EDTA. Il pourrait s’agir d’une dégradation spontanée lors de la manipulation des 

culots globulaires.  

 La technique de coloration utilisée n’a pas permis de mettre en évidence des 

fragments d’ADN à la surface des cellules sanguines. En effet, la technique manque de 

sensibilité et ne permet pas de marquer les fragments de petites tailles d’ADN présents de 

surcroit en faible concentration. Des techniques plus sensibles de microscopie électronique 

avec une plus grande résolution, utilisées notamment pour la mise en évidence des NETs, 

seraient nécessaires afin d’évaluer la présence d’acides nucléiques à la surface des cellules 

sanguines. 
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 Dans notre étude, la concentration moyenne en ADN circulant obtenue dans le 

plasma est de 1,29 ng/µL chez les patients atteints d’un mélanome métastatique et de 0,14 

ng/µL chez les sujets sains. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature 

qui rapportent des concentrations en ADN circulant supérieures chez les patients atteints 

d’un cancer par rapport à celles mesurées chez les sujets sains (Wan et al., 2017). 

 Chez les patients atteints d’un mélanome métastatique, les concentrations en ADN 

tumoral circulant obtenues à partir des surnageants des culots globulaires témoins et tests 

sont significativement inférieures à celles obtenues dans le plasma. Les surnageants des 

culots globulaires contiennent par contre de l’ADN génomique fragmenté absent des extraits 

obtenus à partir du plasma.  

Notre étude n’a pas permis de mettre en évidence une différence significative entre les 

concentrations en ADN libre circulant ou en ADN génomique fragmenté obtenues à partir 

des surnageants des culots globulaires témoins et traités par la solution de trypsine-EDTA. 

Comme pour les sujets sains, on peut émettre l’hypothèse que cet ADN soit libéré par les 

cellules sanguines via des mécanismes indépendants du traitement par la solution de 

trypsine-EDTA. On observe néanmoins la présence d’ADN tumoral circulant dans les extraits 

des culots globulaires. On peut donc s’interroger sur l’origine de cet ADN tumoral circulant. Il 

pourrait s’agir d’ADN tumoral circulant libre qui n’a pas été isolé dans le plasma malgré le 

protocole de centrifugation mais il se pourrait aussi que cet ADN soit issu d’autres éléments 

présents dans le sang tels que les vésicules extracellulaires décrites précédemment comme 

pouvant contenir de l’ADN. Il serait donc intéressant de pouvoir isoler ces vésicules 

extracellulaires afin de les analyser et de déterminer si elles contiennent de l’ADN tumoral 

circulant.  

 Concernant la recherche de mutations du gène BRAF, la technique de ddPCR a 

donné des résultats concordants entre ADN plasmatique et ADN des culots globulaires dans 

11 cas sur 14. Pour le prélèvement à progression du patient 3 et le prélèvement à J0 du 

patient 6, les tests en ddPCR réalisés sur les ADN extraits des culots globulaires ne 

permettent pas de retrouver de mutation. Cela s’explique par la faible concentration en 

ADNtc dans ces extraits et la faible fréquence allélique de la mutation. Pour le patient 6, la 

mutation n’a d’ailleurs pas été détectée dans le plasma avec la technique Idylla®. Seule la 

ddPCR qui possède une meilleure sensibilité (1 copie mutée sur 8 750 pour  la technique 

Idylla® et 1 copie sur 10 000 pour la ddPCR) a permis de détecter la mutation dans le 

plasma. De plus, la technique Idylla® utilise 1mL de plasma alors que l’ADN est extrait à 

partir de 3 mL de plasma pour la ddPCR. Certains résultats obtenus sont ininterprétables du 
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fait de la faible proportion d’ADN tumoral parmi l’ADN extrait des culots. Le problème n’a pas 

été rencontré pour l’ADN extrait du plasma. 

Pour conclure, notre étude n’a pas permis de mettre en évidence la présence de 

fragments d’ADN à la surface des cellules sanguines à des concentrations significatives. 

Néanmoins, les culots globulaires contiennent une faible fraction d’ADN tumoral circulant sur 

laquelle il est possible de détecter des mutations sur le gène d’intérêt. Malgré cela, 

l’utilisation de l’ADN issu des culots globulaires n’a pas permis de détecter des mutations qui 

n’auraient pas été trouvées dans le plasma. La mise en place de cette étape préanalytique 

supplémentaire ne semble donc pas pertinente dans le protocole de prise en charge des 

biopsies liquides.  
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à rechercher de l’ADN tumoral circulant à partir d’un prélèvement sanguin. Ce concept de biopsie 
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étude a pour but d’isoler et de caractériser cet ADN lié aux cellules afin d’évaluer l’intérêt de l’utiliser 

pour augmenter la quantité totale d’ADN circulant analysable. Le protocole de traitement des culots 
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MOTS CLES : ADN lié aux cellules sanguines, ADN tumoral circulant, biopsie liquide, culot 

globulaire, mélanome métastatique. 

Directeur de thèse Intitulé du laboratoire Nature 

Dr Alexandre HARLÉ 

Unité de biologie des tumeurs – 
service de biopathologie 

Institut de Cancérologie de 
Lorraine 

 
Faculté de Pharmacie 
Université de Lorraine 

Expérimentale             ■ 

Bibliographique          □       

    Thèmes                        □ 

 

Thèmes 1 – Sciences fondamentales 

3 – Médicament 

5 – Biologie 

2 – Hygiène/Environnement 

4 – Alimentation – Nutrition 

6 – Pratique professionnelle 
 

5 


	AVERTISSEMENT
	Page de titre
	SERMENT DES APOTHICAIRES
	Remerciements
	Table des matières
	Liste des abréviations
	Table des tableaux
	Table des figures
	1. INTRODUCTION
	1.1. Eléments cellulaires présents dans la circulation sanguinedans un contexte tumoral
	1.1.1. Cellules tumorales circulantes
	1.1.2. Plaquettes éduquées par la tumeur
	1.1.3. Neutrophils extracellular traps

	1.2. Eléments non-cellulaires présents dans la circulationsanguine dans un contexte tumoral
	1.2.1. ADN libre circulant
	1.2.2. Vésicules extracellulaires

	1.3. Etude des éléments dérivés d’une tumeur par biopsie liquide
	1.3.1. Les biopsies liquides : concept et intérêt
	1.3.2. Contraintes préanalytiques et analytiques liées à la biopsie liquide
	1.3.3. Pistes d'optimisation : l’ADN lié aux cellules sanguines
	1.3.4. Biopsie liquide et mélanome métastatique


	2. OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE
	3. MATERIEL ET METHODES
	3.1. Echantillons sanguins
	3.1.1. Sang total provenant de sujets sains
	3.1.2. Sang total provenant de patients atteints d’un mélanomemétastatique

	3.2. Protocoles de traitement des échantillons sanguins
	3.2.1. Prise en charge des tubes de sang total
	3.2.2. Prise en charge des culots globulaires

	3.3. Extraction de l’ADN
	3.4. Dosage de l’ADN extrait
	3.5. Traitement statistique des résultats
	3.6. Comparaison de deux gels pour la qualification des ADN
	3.7. Recherche d'anomalies caractéristiques de l’ADN tumoralcirculant
	3.7.1. Recherche de mutations du gène BRAF dans le plasma par uneplateforme automatisée de PCR en temps réel
	3.7.2. Recherche de mutations du gène BRAF sur l’ADN extrait desplasmas et des surnageants témoins et tests par la technique dePCR digitale en émulsion

	3.8. Séparation des différents types de cellules sanguines etcoloration de l’ADN

	4. RESULTATS
	4.1. Choix du gel pour la migration des fragments
	4.2. Profils et concentrations obtenus après extraction de l’ADN àpartir des plasmas EDTA, citrate et héparine des sujets sains
	4.3. Profils et concentrations obtenus après extraction de l’ADN àpartir des surnageants des culots globulaires témoins et tests dessujets sains
	4.3.1. Concentrations obtenues à partir des surnageants des culotsglobulaires témoins et tests prélevés sur EDTA
	4.3.2. Concentrations obtenues à partir des surnageants des culotsglobulaires témoins et tests prélevés sur citrate
	4.3.3. Concentrations obtenues à partir des surnageants des culotsglobulaires témoins et tests prélevés sur héparine
	4.3.4. Comparaison des concentrations obtenues dans les culotstémoins et tests en fonction de l’anticoagulant

	4.4. Essais de coloration pour la mise en évidence de l’ADN à lasurface des cellules
	4.5. Profils et concentrations obtenus à partir des prélèvementsdes patients atteints d’un mélanome métastatique
	4.5.1. Comparaison des profils et des concentrations obtenus dans lesplasmas et dans les surnageants des culots globulaires témoins ettests Streck des patients à J0
	4.5.2. Comparaison des profils et des concentrations obtenus avec ou sanstraitement par la solution de trypsine-EDTA dans les surnageantsdes culots globulaires EDTA et Streck

	4.6. Recherche de mutations sur les prélèvements des patientsatteints d’un mélanome métastatique

	5. DISCUSSION ET CONCLUSION
	REFERENCES
	RESUME

