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ADNCcf : Acide Desoxyribonucléique circulant libre
ADNCct : Acide Desoxyribonucléique circulant tumoral
AFP : Alpha Foetoproteine

ALAT : Alanine Transferase

ANOVA : Analysis Of Variance

ASAT : Aspartate AminoTransferase

ARN : Acide Ribonucléique

BCLC : Barcelona Clinic Liver Cancer

BL : Bilirubine

CHC : Carcinome Hépatocellulaire

YGT : Gamma Glutamyl Transferase

INR : International Normalized Ratio

MELD : Model for End Stage Liver Disease

MiR : MicroARN

NASH : Non Alcoolique Stéato-Hépatite

PAL : Phosphatases Alcalines

TNM : Tumor, Nodules, Metastases

TP : Temps de Prothrombine
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Etude de ’ADN circulant libre dans une cohorte de patients ayant un carcinome

hépatocellulaire

Introduction : L’amélioration de la prise en charge des patients ayant un carcinome
hépatocellulaire (CHC) nécessite de meilleurs marqueurs biologiques. Le but de notre étude a
¢té d’évaluer ’ADN circulant libre (ADNcf) dans une cohorte de patients avec un carcinome

hépatocellulaire.

Matériel et Méthode : Les données clinico-biologiques et I’ADNcf de patients avec un CHC
ont été comparés a ceux de patients cirrhotiques sans CHC. L’extraction de ’ADN a été réalis¢e
par le kit Qiamp circulating Nucleid Acid de Qiagen. L’ADNcf a ensuite été dos¢ a 1’aide du
kit Quant-iT™ PicoGreen® ds DNA High Sensitivity (Molecular Probes) et de I’appareil
« Twinkle LB1970 » (Berthold, Bad Wildbad, Germany). Nous avons étudi¢ les taux d’ADNcf
selon les caractéristiques tumorales des CHC et celles de la cirrhose. Une analyse de survie était

réalisée avec les modéles univarié et multivarié de Cox.

Résultats : De 2011 a 2016, 63 patients d’age moyen 66.95 + 8.71 ans (92% sexe M), avec
42,9% de cirrhose alcoolique CHILD PUGH 6.77 + 1.91 et des CHC de stade BCLC A/B/C/D
dans respectivement 30, 31,7, 28,6 et 9,5% des cas ont été inclus, ainsi que 27 patients avec
cirrhose sans CHC. Le taux sérique d’ADNcf n’était pas significativement différent dans le
groupe CHC sur cirrhose (médiane : 110.36 ng/ml) que dans le groupe cirrhose sans CHC
(105.64 ng/ml), p=0,08. L’ ADNcf n’était pas associ¢ a la cause de la cirrhose et la fonction
hépatique, ni avec les caractéristiques tumorales (Milan, score AFP, multinodulaire, métastase).
Seul I’envahissement vasculaire était associ¢ a un taux plus élevé d’ADNcf (183.64 vs.
101.83ng/ml, p=0.02). Dans les analyses de sous-groupe restreintes aux patients naifs de
traitement, le taux d’ADNcf était plus ¢levé dans le groupe CHC au-dela des critéres de Milan
(p=0.05) et avec un score AFP>2 (p=0.05). Dans la population CHC post hépatite B ou C,
I’ ADNCcf était associé aux critéres de Milan (p=0.05). Enfin I’ADNcf n’était pas associé¢ a la

mortalité.

Conclusion : Dans le carcinome hépatocellulaire, I’ADNcf est plus élevée en cas
d’envahissement vasculaire, et est associ¢ a la masse tumorale chez les patients naifs de

traitement. L’ ADNcf pourrait étre un biomarqueur d’agressivité tumorale.

Mots clés : carcinome hépatocellulaire, biopsie liquide, ADN circulant libre, biomarqueur
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Studyv of DNA circulating free in a cohort of patients with hepatocellular carcinoma

Introduction : Improving the management of patients with hepatocellular carcinoma (HCC)
requires better biomarkers. The aim of our study was to evaluate the free circulating DNA

(ADNCcf) in a cohort of patients with hepatocellular carcinoma.

Materials and Methods : The clinical data and biological ADNcf of patients with HCC were
compared to those of cirrhotic patients without HCC. Extraction of DNA was performed by
circulating the Qiamp Nucleic Acid Kit from Qiagen. The ADNcf was then assayed using the
kit Quant-iT ™ PicoGreen® ds DNA High Sensitivity (Molecular Probes) and "Twinkle
LB1970" device (Berthold, Bad Wildbad, Germany). We studied the rate ADNcf depending on
tumor characteristics of HCC and those of cirrhosis. Survival analysis was performed with

univariate and multivariate Cox model.

Results : From 2011 to 2016, 63 patients, mean age 66.95 + 8.71 years (92% sex M), with
42.9% of alcoholic cirrhosis Child Pugh 6.77 + 1.91 and HCC BCLC stage A/ B/ C/D in
respectively 30, 31.7, 28.6 and 9.5% of cases were included, and 27 patients with cirrhosis
without HCC. The serum ADNcf was not significantly different in HCC on cirrhosis group
(median: 110.36 ng / ml) than in the group without cirrhosis CHC (105.64 ng / ml), p = 0.08.
The ADNcf was not associated with the cause of cirrhosis and liver function, or with tumor
characteristics (Milan score AFP, multi nodular metastasis). Only the vascular invasion was
associated with a higher rate of ADNcf (183.64 vs. 101.83ng / ml, p = 0.02). In the subgroup
analysis restricted to treatment-naive patients, the rate of ADNcf was higher in HCC group
beyond the Milan criteria (p = 0.05) and with an AFP score> 2 (p = 0.05). In the population
CHC post hepatitis B or C, the ADNct was associated with Milan criteria (p = 0.05).Finally

ADNCcf was not associated with mortality.

Conclusion : In hepatocellular carcinoma, ADNcf is higher in case of vascular invasion, and is
associated with tumor mass in treatment-naive patients. The ADNcf could be a biomarker of

tumor aggressiveness.

Key words : hepatocellular carcinoma, liquid biopsy, freeDNA circulating, biomarker
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I. INTRODUCTION :

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente plus de 90% des tumeurs primitives
hépatiques [1-6]. C’est le sixieéme cancer en fréquence et le deuxiéme en termes de mortalité au
niveau mondial [1-4]. Son incidence a augmenté ces derniéres décades, avec 85 000 nouveaux
cas diagnostiqués en 2015 [7]. Le diagnostic est basé soit sur la ponction biopsie hépatique, soit
sur des critéres non invasifs, reposant sur le comportement vasculaire de la tumeur a I’imagerie
avec injection de produits de contraste, et le dosage de I’alphafoetoproteine (AFP) [8].
Actuellement, seulement 46% des cas de CHC sont diagnostiqués a un stade précoce, et la
plupart des cas n’ont pas acces a un traitement curatif [9]. Ce retard de diagnostic est dii au
manque de performance de I’'imagerie pour détecter les petits CHC [10]. De plus, la sensibilité
et la spécificité de I’alphafoetoproteine sont faibles, respectivement 39 a 64% et 76 a 91%.
Certaines ¢tudes ont montré que le taux d’alphafoetoproteine pouvait étre élevé dans d’autres
types de cancers comme le cancer colorectal métastatique ou le cholangiocarcinome intra-
hépatique [11]. L’amélioration de la prise en charge des patients ayant un carcinome

hépatocellulaire nécessite donc de meilleurs marqueurs biologiques.

La biopsie liquide consiste en la recherche d’¢léments issus de la tumeur comme les cellules
tumorales circulantes ou I’ADN tumoral circulant. Des études ont montré qu’il y aurait une
bonne concordance entre le tissu et le sang [12]. Les cibles actuelles, au niveau circulant, sont
multiples avec des domaines d’application large. Ces cibles sont ’ADN circulant libre (ADNcf)
relargué dans le sang qui peut étre augmenté en cas de pathologies inflammatoires ou tumorales,
I’ADN circulant tumoral (ADNCct) porteur d’une altération présente dans la tumeur, les cellules
tumorales circulantes, ou encore les micro-ARN [13] [14]. Les micro-ARN sont de petits ARN
non codant impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle des genes. Ils auraient un role
diagnostique et pronostique dans le CHC. Tomimaru et al. ont mis en évidence que le taux de
micro-ARN 21 est plus élevé dans une population asiatique suivi pour un CHC et que ce taux
décroit apres chirurgie [15,16]. Mais malheureusement, les micro-ARN posent probleme dans

la pratique clinique quotidienne.

L’ADNCct et ADNcf seraient prometteurs. Ils peuvent étre détectés dans le sérum ou dans le
plasma. En 1977, Leon et al. mettaient en évidence de ’ADN circulant libre chez les patients
atteints d’un cancer en quantité plus importante que chez des sujets sains [17]. L’origine précise
de I’ADNCcf est controversée, provenant des cellules tumorales apoptotiques et/ou nécrotiques
[18,19]. L’ADNct et d’ADNcf auraient un role diagnostique mais également un rdle
pronostique et dynamique, permettant de suivre 1’évolution de la maladie dans le temps et de

dépister des récidives ou une progression de maniere précoce. Tout d’abord, ils seraient le reflet
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de la masse tumorale et du stade de la maladie, ceci a été démontré dans des études chez des
patients atteints de cancers digestifs divers, a différents stades de la maladie [20]. Sur le plan
diagnostic, I’ADN circulant libre serait détectable chez des patients avec un CHC, ce qui n’est
pas le cas chez les patients sains [20,21]. Chen et al. montrent que le taux sérique d’ADN
circulant libre est significativement plus ¢élevé chez les patients CHC sur cirrhose virale B que
chez les sujets sains [22]. De plus, des analyses combinées ont permis de stipuler que ’ADNcf
aurait, par ailleurs, une meilleure sensibilité et une meilleure spécificité que I’AFP. L’étude

combinée de ces marqueurs circulants permettrait d’améliorer la sensibilité [23].

Ce biomarqueur aurait également un intérét pronostique. Des études ont montré que les taux
d’ADNcf, chez des patients traités chirurgicalement de manicre efficace pour des cancers du
poumon, du colon, de I’cesophage, du rein, étaient plus faibles pendant le suivi qu’en situation
pré-opératoire [24]. Parallélement, une élévation du taux d’ADNCcf, pendant le suivi de patients
traités pour un cancer de 1’cesophage, indiquait une rechute précoce par rapport au marqueur
tumoral standard et ’imagerie [25]. Chen et al. mettent en évidence que le taux d’ADNecf serait
corrélé a I’envahissement métastatique et au degré de différenciation tumorale du CHC [22].
Ainsi, il pourrait étre le bon reflet de la masse tumorale active et également un bon marqueur

de la récidive précoce, de la progression tumorale ou bien encore de la réponse au traitement.

Le but de notre travail a été d’étudier I’ADNcf dans une cohorte de patients ayant un carcinome
hépatocellulaire. Les objectifs ont été de comparer les taux d’ADNcf entre les groupes CHC
sur cirrhose et témoins cirrhose sans CHC, d’analyser les variations du taux d’ADNcf selon les
caractéristiques tumorales du CHC, les criteres pronostiques du CHC, la fonction hépatique,

I’¢étiologie de la cirrhose, la survie.

17



II. PATIENTS ET METHODE

A. Population

De décembre 2011 ajuillet 2016, 63 patients ont été inclus dans 1’étude. Les critéres d’inclusion
étaient la présence d’un carcinome hépatocellulaire, et I’obtention d’un consentement éclairé.
Tous les CHC étaient développés sur une cirrhose d’étiologie alcoolique, métabolique (NASH),
post-hépatite virale C ou B, ou sur une hémochromatose génétique. Le CHC était diagnostiqué
par I’histologie ou par les critéres non-invasifs AALSD-EORTC 2012. Le diagnostic de
cirrhose était établi sur I’histologie ou sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques,
radiologiques, endoscopiques ou par ¢élastométrie impulsionnelle ultrasonore (Fibroscan). Les
criteres de non inclusion étaient le refus du malade, la présence d’un autre cancer évolutif
hépatique ou extra-hépatique, un CHC en rémission compléte, une maladie inflammatoire
chronique, une maladie auto-immune, ou une grossesse. Le groupe des témoins était issu d’une
population de patients cirrhotiques sans CHC (n=27), défini par un examen morphologique

hépatique normal et une AFP normale.

Les parameétres répertoriés pour le groupe CHC sur cirrhose étaient 1’age et le sexe. Le bilan
biologique sanguin comportait : le compte des globules blancs et des plaquettes, la créatinine,
I’urée, ’aspartate aminotransférase (ASAT), I’alanine aminotransférase (ALAT), la gamma
glutamyl transférase (YGT), les phosphatases alcalines (PAL), la bilirubine totale (BL), le taux
de prothrombine (TP), 'INR, I’albumine. La sévérité de la cirrhose était évaluée par le score
de CHILD PUGH et le score de MELD. Le score de CHILD PUGH correspondait a I’allocation
de 1 a 3 points selon I’'importance de 5 paramétres : 1’ascite, I’encéphalopathie hépatique, le
TP, I’albumine et la bilirubine. Le score de MELD correspondait a 9.57xIn (0.0113 x
créatinine) + 3.78 % In (0.0585 x bilirubine) + 11.2 x In (INR + 6).

Les CHC étaient caractérisés par la taille tumorale selon les critéres de Milan (< ou > a un
nodule de 5 cm ou 3 nodules de moins de 3 cm), le nombre de nodules, la taille du plus gros
nodule, la présence d’un wash out a la phase portale, le dosage sérique de 1’alphafoetoprotéine
(AFP), la présence d’un envahissement vasculaire, la présence de métastases a distance et les
scores pronostiques BCLC et le score AFP. Le score AFP correspond a I’allocation de 0 a 4
points selon I’importance de 3 paramétres : le nombre de nodules, la taille du nodule et le taux
d’AFP [26]. Enfin les différents traitements et le nombre de lignes recues par les patients avant
I’inclusion étaient notés (chirurgie, radiofréquence per cutanée, alcoolisation per cutanée,
chimioembolisation, sorafenib, inclusion dans des essais thérapeutiques), ainsi que la

progression.
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B. Méthode

1. Les échantillons biologiques

Chaque échantillon de sang total prélevé sur un patient était laissé 30 minutes a température
ambiante jusqu’a coagulation puis était centrifugé a 1500g a 4°C pendant quinze minutes. Le
sérum obtenu était transféré dans un autre tube puis congelé a - 80°C. Les tubes étaient stockés
a la biobanque du CHU d’AMIENS puis ont été transportés dans du carboglace a -80°C au
CHU de Rouen pour réaliser 1’extraction d’ADN circulant libre. Le dosage de I’ADN circulant
libre était ensuite réalisé au laboratoire du CHU de ROUEN INSERM 1079/918 par 1’équipe
de Recherche en Oncologie (IRON), en aveugle par rapport aux données cliniques et

biologiques a partir des sérums des patients du CHU d’AMIENS.

2. L’extraction d’ADN

Les ADN ont été extraits selon le protocole d’extraction fourni par le kit Qiamp circulating

Nucleid Acid de Qiagen dans un volume d’¢lution de 30ul.

3. Le dosage des échantillons

Les échantillons ont ensuite été dosés a ’aide du kit Quant-iT™ PicoGreen® ds DNA High
Sensitivity (Molecular Probes) et de ’appareil « Twinkle LB1970 » (Berthold, Bad Wildbad,

Germany). Les dosages ont été réalisés en réplicat a partir d’un volume d’échantillon de 2pl.

4. Analyse éthique et statistique

Les parametres continus étaient exprimés en moyenne et écart type, médiane et extrémes, puis
compargs par I’analyse de variance ANOVA. L’expression de I’ADN circulant libre en fonction
des différents parametres était analysée par le test de Mann-Whitney (deux groupes a comparer)
et par le test de Kruskal-Wallis (plus de deux groupes a comparer). Le taux d’ADN circulant
libre était exprimé en moyenne, écart type et médiane. Nous avons calculé le log pour chaque
valeur d’ADN circulant libre compte tenu de 1’hétérogénéité des résultats afin d’obtenir des
résultats fiables. Les corrélations de Pearson étaient effectuées pour 1’analyse entre I’ADN
circulant libre et les différents parameétres étudiés (AFP et taille du plus gros nodule), avec un
coefficient de corrélation compris entre -1 et 1. Les valeurs étaient présentées en box plot. Pour
I’analyse de survie, les modeles univari¢ et multivarié de Cox ont été utilisés. La valeur
significative de p a été fixée a < 0.05. L’étude a obtenu 1’accord du comité d’éthique Nord-
Ouest II de Picardie. Tous les patients inclus étaient informés et ont signé un consentement
¢clairé. La conduite de I’essai était en accord avec les bonnes pratiques de la recherche clinique

biomédicale et les accords d’Helsinski 2000.
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ITII. RESULTATS

A. Caractéristiques cliniques et biologiques de la population étudiée

Les caractéristiques cliniques et biologiques des populations étudiées sont décrites dans le
tableau 1. Le sex ratio et la fonction hépatique (TP, INR, scores de MELD et de CHILD PUGH)
¢taient comparables entre le groupe CHC sur cirrhose de toute étiologie et le groupe témoin
cirrhose sans CHC. Seules ’ALAT (p=0.05), les phosphatases alcalines (p=0.006) et 'urée
(p=0.006) étaient significativement plus élevés dans le groupe CHC.

B. Caractéristiques tumorales des CHC

Les caractéristiques biologiques et radiologiques ainsi que les scores pronostiques avec les
critéeres de Milan, le score BCLC et le score AFP sont présentés dans le tableau 2. Concernant
les caractéristiques radiologiques, la plupart des CHC étaient multinodulaires soit 68.26% avec
une taille moyenne du plus gros nodule a 40 mm. La majorit¢ des CHC avaient les
caractéristiques a I’imagerie pour confirmer de maniére non invasive le diagnostic avec un taux
de 76.2% de wash out a la phase portale. Prés de 38% des CHC ¢étaient dans les critéres de
Milan et environ 2/3 étaient diagnostiqués a un stade précoce (30.15% au stade BCLC A et
31.74% au stade BCLC B). Environ 60% des CHC avaient un score AFP supérieur a 2.
Globalement, nous avons constaté un taux faible de thrombose portale (26.98%) et également
un taux faible de CHC métastatique (14.28%). 61.9% des patients ont un taux d’ AFP élevé avec
une médiane a 20.10 ng/ml. Concernant les étiologies des cirrhoses, 42.85% étaient d’origine
alcoolique, 19.04% étaient dans un contexte de NASH, 17.46% étaient d’origine mixte (NASH
et alcool), 15.86% étaient d’origine virale (12.69% VHC et 3.17% VHB) et 4.79% sur
hémochromatose génétique. La médiane de survie dans le groupe CHC sur cirrhose était de 6.7
mois [IC95%= 5.4;13.1], avec un taux de déces estimé a 36% contre 33% dans le groupe

cirrhose sans CHC.
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et biologiques des populations étudiées

CHC Témoins p
(n=63) (n=27)
Age (ans) moy + sd 66.95 £8.71 54.48 £9.66 <0.001
Sexe M, n (%) 58 (92.06) 20 (75) 0.052
Cirrhose Alcool, n (%) 27 (42.9) 27 (100) 0.0001
NASH 12 (19.1) - -
NASH et Alcool 11 (17.5) - -
Hépatite C 8 (12.7) - -
Hépatite B 2(3.2) - -
Hémochromatose 3 (4.8) - -
ASAT (UI/L) 115.01 £167.21 76.62 £ 100.18 0.18
ALAT (UI/L) 74.77 +£91.36 45.85 £ 48.28 0.05
yGT (UI/L) 340.04 £ 416.16 230.85 + 180.08 0.06
Phosphatases Alcalines (UI/L) 213.76 +245.90 122.11 £ 56.62 0.006
Bilirubine totale (umol/l) 57.12 + 85.90 42.35+44.01 0.28
Plaquettes (G/L) 151.1 +£120.6 138.4 +£59.2 0.50
TP (%) 66.61 + 19.07 59.18 £21.43 0.12
INR 1.52 +0.62 1.87 +1.21 0.17
Créatinine (umol/l) 80.84 + 53.18 67.37 +£20.53 0.08
Urée (mmol/I) 7.41 +5.31 5.1+2.60 0.006
Albumine (g/1) 32.82 +6.95 33.10+9.49 0.88
Score de Child Pugh 6.77 £1.91 7.70 £2.67 0.11
Score de MELD 14.30 + 6.40 15.40 +7.69 0.51
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Tableau 2 : Caractéristiques tumorales des CHC

CHC sur cirrhose

(n =63)
Taille du plus gros nodule (mm), moy + SD [range] | 41.30 +25.94 [10-136]
Nombre de nodules n (%) uninodulaire 21 (31.74)
multinodulaire 42 (68.26)
AFP (ng/ml), médiane [range] 20.10 [1.1-68 820]
Wash out en phase portale n (%) 48 (76.2)
Critéres de Milan n (%) 39 (24.5)
Score AFP (%), médiane [range] 4 10-9]
<2 25 (39.68)
>2 38 (60.32)
Classification BCLC n (%) A 19 (30.15)
B 20 (31.74)
C 18 (28.57)
D 6 (9.54)
Envahissement vasculaire n (%) 17 (26.98)
Meétastases n (%) 9 (14.28)
Traitements réalisés a I’inclusion, n (%)
Abstention/attente de traitement 46 (73.05)
Radiofréquence 5(7.93)
Sorafenib 4 (6.34)
Chimioembolisation 4 (6.34)
Essai clinique 3(4.76)
Sutent 1(1.58)
Chirurgie 0(0)
Numéro de ligne a I’inclusion, n (%)
0 36 (57.14)
1 18 (28.57)
2 5(7.93)
3 3 (6.39)
Progression apres traitement, n (%) 34 (53.96)
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Les caractéristiques thérapeutiques des CHC sont présentées dans le tableau 2. Prés de 57.14%
des patients étaient naifs de traitement a I’inclusion. 26.95% des patients avaient recu un
traitement curatif (7.93% pour la radiofréquence) ou un traitement palliatif (6.34% du
Sorafenib, 6.34% de la chimioembolisation, 1.58% du Sutent) ou étaient inclus dans un
protocole (4.76%). 73.05% des patients n’ont pas été traité lors de I’inclusion car ils étaient soit
en abstention thérapeutique a cause d’une altération de ’état général ou d’une fonction
hépatique altérée (34.92%), soit en attente de traitement (33.33%), soit en arrét de traitement

pour réponse thérapeutique (4.8%). Apres traitement, 53.96% ont présenté une progression.

C. Analyse de ’expression de ’ADN circulant libre

1. Selon les deux groupes de patients

Les concentrations moyennes sériques d’ADN circulant libre étaient de 204.62 +239.69 ng/ml
[extrémes : 31.42-1140.22], médiane de 110.36 ng/ml dans le groupe CHC sur cirrhose versus
109.32 + 68.79 [27.72-296.70], médiane de 105.64 ng/ml dans le groupe Témoins cirrhose sans
CHC, (p=0.08). Les taux d’ADN circulant sont plus faibles dans la population CHC sur cirrhose
par rapport a la population témoin cirrhose sans CHC mais les résultats ne sont pas

statistiquement significatifs.

2. Selon les caractéristiques de la cirrhose

Le taux sérique d’ADN circulant libre n’était pas associ¢ a I’étiologie de la cirrhose. Les
concentrations moyennes sériques d’ADN circulant libre étaient de 186.67 + 229.50 ng/ml
[34.41-902.17], médiane de 105.7 ng/ml dans le groupe CHC sur cirrhose d’origine alcoolique,
versus 360.85 + 366.02 [42.39-1140.21], médiane de 237.48 ng/ml dans le groupe CHC sur
cirrhose sur NASH, versus 231.35 + 203.49 [43.33-559.03], médiane de 131.12 ng/ml dans le
groupe CHC sur cirrhose d’origine mixte NASH et alcool, (p=0.21).

Selon le score de CHILD PUGH A, B et C, les concentrations moyennes sériques d’ADN
circulant libre n’étaient pas statistiquement différentes (p=0.16), avec respectivement 273.82 +
282.81 ng/ml [34.41-1140.21], médiane de 142.61 ng/ml, versus 148.17 + 201.34 [38.48-
902.17], médiane de 104.45 ng/ml, versus 124.86 £ 60.01 [54.93-224.74], médiane de 119,08
ng/ml.
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3. Selon les caractéristiques tumorales des CHC

Parmi les différentes caractéristiques tumorales du CHC (Tableau 3), il n’y avait pas de
différence statistiquement significative de concentrations moyennes sériques d’ADN circulant
libre selon I’aspect uninodulaire ou multinodulaire (p=0.38), la présence d’un wash out
(p=0.26), I’envahissement métastatique (p=0.93) et un traitement en cours au moment du
dosage (p=0.24). Seul I’envahissement vasculaire était significativement associé a une
concentration moyenne sérique plus élevée qu’en ’absence d’envahissement (p=0.02, OR=
0.59 [1C95% : -6.44;281.93]). La figure 1 montre que les patients avec une thrombose porte ont

un taux d’ADN circulant libre plus élevé.

Figure 1 : Association ADN circulant libre et thrombose porte dans la population CHC
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Tableau 3 : Concentration d’ADN circulant selon les caractéristiques du CHC

ADN circulant libre p
selon les caractéristiques du CHC
(absence vs. présence)
Moy * SD, [Extrémes], Médianes (ng/ml)
CHC uninodulaire vs. multinodulaire 247.50 +295.96 19593 +£218.53 | 0.38
[43.33 - 1140.21] [34.41 - 902.17]
150.44 105.7
CHC dans Milan vs. hors Milan 125.16 £ 97.54 263.28 £291.12 | 0.06
[39.24 - 434.38] [34.41 - 1140.21]
99.13 142.61
CHC sans vs. avec wash Out 274.1 £ 315.86 191.13 £216.14 | 0.26
[38.48 - 1140.21] [34.41 - 970.94]
154.78 105.7
CHC sans vs. avec envahissement 182.36 +228.06 319.81 £282.96 | 0.02
vasculaire [34.41 - 1140.21] [84.69 - 902.17]
101.83 183.64
CHC sans vs. avec métastases 219.50 + 256.60 169.09 + 156.33 | 0.93
[34.41 - 1140.21] [39.24 - 559.03]
113.08 119.08
CHC sans (naifs) vs. avec traitement 25542 +291.84 154.15+135.96 | 0.24
[42.39 - 1140.21] [34.41 - 559.03]
131.12 101.46

4. Selon les scores pronostiques du CHC

Les concentrations moyennes sériques d’ADN circulant libre étaient de 125.16 + 97.54 [39.24-
434.38], médiane de 99.13 ng/ml dans le groupe CHC selon les critéres de Milan, versus 263.28
+291.12 [34.41-1140.21], médiane de 142.61 ng/ml dans le groupe CHC au-dela des critéres
de Milan. Le taux sérique d’ADN circulant libre chez les patients ayant un CHC selon les
criteres de Milan n’était significativement pas différent de celui observé chez les patients avec

un CHC au-dela des critéres de Milan (p=0.06).

Dans le groupe CHC « naif de traitement », le taux sérique d’ADN circulant était associé¢ aux

critéeres de Milan (p=0.05, OR= 0.35 (IC95% : 25.17;405.17) (Figure 2).
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Figure 2 : Association ADN circulant libre et critéres de Milan dans la population CHC
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Les concentrations moyennes sériques d’ADN circulant libre étaient de 185.70 +252.26 [43.33-
1140.21] avec une médiane de 101.46 ng/ml dans le groupe CHC BCLC A, versus 262.27 +
260.40 [34.41-970.94], médiane de 148.04 ng/ml dans le groupe CHC BCLC B, versus 213.28
+269.46 [38.48-902.17], médiane de 105.7 ng/ml dans le groupe CHC BCLC C, versus 136.16
+ 43.85 [54.93-167.95] avec une médiane de 154.01 ng/ml dans le groupe CHC BCLC D. Le

taux d’ADN circulant libre n’était pas associé a la classification pronostique BCLC (p=0.56).

Les concentrations moyennes sériques d’ADN circulant libre étaient de 240.70 + 257.35 ng/ml
[34.41-970.94], médiane de 130.11 ng/ml dans le groupe CHC avec un score AFP supérieur a
2, versus 169.14 +221.60 [43.33-1140.21], médiane de 102.20 ng/ml dans le groupe CHC avec
un score AFP inférieur ou égal a 2. Le taux d’ADN circulant libre n’était pas associé au score

AFP (p=0.34).

Dans le groupe CHC « naif de traitement », le taux d’ADN circulant libre était associé au score
AFP (p=0.05, OR= 0.34 [IC95% : 12.87;348.71]). La figure 3 montre que les patients avec un
score AFP >2 ont des taux d’ADN circulant libre plus élevés que les patients avec un score

AFP <2.
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Figure 3 : Association ADN circulant libre et score AFP chez les patients naifs de

traitement
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5. Corrélation AFP/Taille du plus gros nodule et ADN circulant libre

Il n’y avait pas de corrélation entre I’AFP et ADN circulant libre, avec un coefficient de
corrélation rho a 0.037, (p=0.77). De méme, il n’y avait pas de corrélation entre la taille du
plus gros nodule et I’ADN circulant libre avec un coefficient de corrélation rho a 0.21, (p=0.10)

(Figure 4).
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Figure 4 : Corrélation de ’ADN circulant avec le taux sérique d’AFP (Fig 4A), et la taille

du plus gros nodule (Fig 4B)
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Fig 4A : Corrélation ADN circulant et AFP
(r=0.037, p=0.77)

6. Analyses en sous-groupes

a. Population virale
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Fig 4B : Corrélation ADN circulant et taille
du plus gros nodule (r=0.21, p=0.10)

Dans notre cohorte, 10 patients ont un CHC sur cirrhose virale B ou C. Dans cette population,

I’ADN circulant libre est associé aux critéres de Milan (p=0.05).

b. Population alcool/NASH

Dans ce sous-groupe alcool/NASH, aucun résultat est statistiquement significatif pour les

analyses en fonction des caractéristiques de la cirrhose, des caractéristiques tumorales des CHC,

ni en fonction des scores pronostiques.

D. Analyse de survie

Apres ajustement avec le score BCLC, seuls 1'urée, les phosphatases alcalines et les ASAT

sont des facteurs indépendants de mortalité.
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Tableau 4 : Analyse univariée et multivariée

Analyse univariée

Analyse multivariée

RR (IC95%) P-value RR (IC95%) P-value
Variables
Age 1.00 [0.98; 1.04] 0.8880
Sexe (F vs. H) 1.20 [0.50; 2.87] 0.6750
Ascite 1.69 [0.87; 3.25] 0.1185
Encéphalopathie hép. | 3.80 [1.81; 7.95] 0.0004
ASAT 1.002 [1.001; 1.004] | 0.0028 1.002 [1.000; 1.004] 0.0304
ALAT 1.006 [1.003; 1.009] | 0.0003
PAL 1.001 [1.000; 1.002] | 0.0028 1.001 [1.001; 1.002] 0.0016
GGT 1.000 [0.999; 1.001] | 0.7138
BLT 1.006 [1.003; 1.009] | 0.0002
Créatinine 1.012 [1.005; 1.018] | 0.0003
Urée 1.12 [1.07; 1.18] <0.0001 1.14 [1.08; 1.21] <0.0001
Plaquettes 1.00 [1.00; 1.00] 0.3961
TP
INR 0.77 [0.49; 1.22] 0.2615
Albumine 0.97[0.93; 1.01] 0.1306
Log-conc ADNcf 0.70[0.31; 1.57] 0.3858
Score de Child Pugh 1.15[1.01; 1.32] 0.0397
Score de MELD 1.03 [0.99; 1.08] 0.1132
Score AFP 1.09 [0.99; 1.20] 0.0796
BCLC
Bvs. A 1.36 [0.62; 3.00] 0.4428 1.46 [0.66; 3.25] 0.3476
Cvs. A 2.29 [1.08; 4.88] 0.0314 1.85[0.82; 4.18] 0.1400
Dvs. A 2.52[0.88; 7.24] 0.0861 2.32[0.78; 6.88] 0.1281
Nb tumeur (>1 vs.1) 0.76 [0.41; 1.39] 0.3747
Envahissement Vascu. | 2.13 [1.15; 3.92] 0.0155
Métastases 1.13 [0.50; 2.54] 0.7748
Criteres de Milan 0.69 [0.38; 1.28] 0.2409
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IV. DISCUSSION

Plusieurs études ont rapporté la détection sérique de I’ADN circulant libre chez des patients
avec des tumeurs bénignes et malignes. Il y a 30 ans, Leon et al. montraient que le taux d’ADN
circulant libre était plus élevé chez les patients avec un cancer, et que ce taux baissait a la suite
d’une thérapie anti-cancéreuse [17]. Depuis, plusieurs travaux ont établi un intérét de ce
biomarqueur en cancérologie, notamment pour le carcinome hépatocellulaire. Actuellement, le
défi est de personnaliser et d’obtenir une prise en charge globale, optimale grace a des

biomarqueurs non invasifs comme I’ADN circulant libre.

Dans notre cohorte, I’age moyen et le sex ratio des patients sont comparables aux données de
la littérature. Cependant, notre étude comporte 80% de CHC développés sur une cirrhose
d’origine alcoolique ou métabolique, alors que les données de la littérature concernent
essentiellement des patients avec un CHC sur hépatopathie post virale B ou C. De méme, notre
groupe témoin est constitué de patients cirrhotiques sans CHC, alors que les séries de la
littérature utilisaient soit une population témoin saine, soit une population non cirrhotique
atteinte d’une hépatite B ou C [21,22,27]. Dans notre groupe de CHC sur cirrhose, le taux
d’ADN circulant libre exprimé en moyenne était a 204 + 239 ng/ml, plus élevé que 47 + 43
ng/ml dans 1’étude de Ren et al. [23] ainsi que dans deux autres études a 116 + 98 ng/ml et 141
+ 161 ng/ml [21,27]. Exprimé en médiane, notre résultat était a 110,3 ng/ml, plus faible que
557 ng/ml dans un autre travail [22], montrant de grandes variations des résultats selon les
¢tudes. Ceci pourrait étre 1i¢ a des différences de population (hépatopathie virale versus
alcoolique ou métabolique), des stades différents du carcinome hépatocellulaire, des dosages
réalisés sur des patients déja en traitement ou naifs, la disposition de sérum ou de plasma [23],

et a 'utilisation de la technique de mesure par PCR [21,27] ou kit de dosage sérique [22].

Dans notre cohorte, le taux sérique d’ADN circulant libre n’était pas significativement
supérieur dans le groupe CHC sur cirrhose, que dans le groupe témoin cirrhose sans CHC,
contrairement a quatre études qui ont rapporté des taux supérieurs dans leurs groupes CHC par
rapport aux groupes témoins [21,22,23,27]. 1l faut souligner que toutes ces études avaient
comme groupes témoins des sujets sains, contrairement a notre étude qui comporte un groupe
témoin de patients cirrhotiques sans CHC. Cela explique les différences de concentration
trouvées dans les groupes témoins, entre 109 + 68 ng/ml dans notre série et environ 45,8 + 22,6
ng/ml en moyenne dans deux autres séries [21,27]. La normalité¢ du taux sérique de I’ADN
circulant libre n’est pas bien connue, mais les résultats de Wu et al. suggérent une normale chez
le sujet sain entre 30 + 15 et 70 + 108 ng/ml avec des variations selon I’age et le sexe [29]. Dans
une étude, la différence était significative entre le groupe CHC et le groupe sain, mais il n’y

avait pas de différence si le groupe témoin était composé de cirrhotiques [23], ce qui conforte
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nos résultats. La cirrhose est une maladie plus ou moins inflammatoire expliquant 1’élévation
de ’ADN circulant libre, comme dans d’autres maladies inflammatoires [29]. Le choix du
groupe témoin est important pour la pertinence clinique qui en découle. En soins courants, 90

% des CHC surviennent sur une cirrhose et moins de 10% sur un foie totalement sain.

Nous n’avons pas trouvé de différence de taux d’ADN circulant libre en fonction du score de
CHILD PUGH de la cirrhose, ni avec 1’étiologie de la cirrhose, et cela a été peu étudié dans la
littérature [21,22,23,27]. Nous n’avons pas trouvé d’association avec la masse tumorale en
taille, ou en critéres de Milan, ou par 1’aspect multinodulaire et I’extension extra hépatique,
ainsi que par rapport aux scores AFP et BCLC. Dans une étude, I’ADN circulant libre était un
facteur de risque indépendant de récidive métastatique [21]. Dans une autre série, le caractére
histologique peu différencié du CHC était associé¢ a un niveau plus élevé d’ADN circulant libre,
avec une corrélation significative avec la taille tumorale [27]. Dans notre étude, le groupe CHC
comportait 17 patients avec une thrombose porte soit 27%, ce qui est comparable aux données
de la littérature. Le seul facteur associé a un taux élevé d’ADN circulant libre, dans notre étude,

¢tait I’envahissement vasculaire (p=0.02), contrairement a la littérature.

Dans I’analyse en sous-groupes restreinte aux patients naifs de traitement, le taux sérique
d’ADN circulant libre était significativement plus élevé dans le groupe CHC classé au-dela des
criteres de Milan par rapport au groupe CHC class¢ dans les critéres de Milan (p=0.05). Il n’y
avait pas de différence dans le sous-groupe de patients non naifs de traitement. De plus, dans le
groupe CHC avec un score AFP > 2, le taux d’ADN circulant libre était significativement plus
¢levé que dans le groupe CHC avec un score AFP < 2. Ces deux résultats suggérent que ce
biomarqueur est associé a la masse tumorale, et pourrait avoir un role dans la sélection des bons
candidats a une transplantation hépatique. Il n’y a aucune donnée dans la littérature sur le lien
entre le score AFP et ’ADN circulant libre, ni sur le lien entre les critéres de Milan et I’ADN

circulant libre.

Dans nos résultats et dans la littérature, il y avait aucune corrélation avec I’AFP. La
combinaison de ces deux biomarqueurs permettrait d’améliorer la sensibilité et la spécificité
pour la détection des CHC [22]. Chen et al, ont montré que la sensibilité de I’ADN circulant
libre et de I’ AFP ¢tait respectivement 56.4% et 53.8% ; leur spécificité respective était 95.6%
et 91.1%. La combinaison des deux biomarqueurs améliorait la sensibilité a 71.8% mais pas la

spécificité a 86.7%.

Sur le plan pronostic, notre population CHC était majoritairement multinodulaire (66.7%), au-
dela des critéres de Milan, avec un score AFP supérieur a 2, et 38% des CHC avaient un stade
BCLC avancé, soit de mauvais pronostic. Dans notre analyse de survie, le taux d’ADN circulant
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libre n’était un facteur prédictif indépendant. Dans la littérature, les CHC étaient
majoritairement uninodulaires (76%), et plus de 50% des CHC étaient de taille inférieure a 5
cm [23]. Ces données sont ¢galement retrouvées dans les articles de Tokuhisa, de lizuka [21,
27]. Dans deux séries, I’ADN circulant libre était un facteur de risque indépendant associé a la

mortalité [21,23].

Les limites de notre étude concernaient I’effectif avec peut étre un manque de puissance, une
hétérogénéité de la population sur les caractéristiques du CHC, les étiologies des cirrhoses, et

le statut thérapeutique naif ou en traitement.
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V. CONCLUSIONS

Dans cette premi¢re série concernant une population de patients ayant un carcinome
hépatocellulaire survenant majoritairement sur une cirrhose alcoolique et métabolique, nos
résultats montrent une association de I’ADN circulant libre avec la masse tumorale estimée par
les critéres de Milan et le score AFP, ainsi qu’en présence d’un envahissement vasculaire par
la tumeur. L’ADN circulant libre pourrait ainsi étre un biomarqueur d’agressivité¢ tumorale,
dont la place dans la stratégie globale de prise en charge clinique reste a déterminer. Par ailleurs,

il semble que I’ADN circulant libre soit augmenté par la présence de la cirrhose elle-méme.
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