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cffDNA : cell-free foetal DNA

CK: créatine kinase

CMH : cardiomyopathie hypertrophique

CRP : protéine C réactive

ctDNA : circulating tumor DNA

dd-cfDNA : donor derived cell free DNA

ddPCR : digital droplet polymerase chain reaction
DFGe : débit de filtration glomérulaire estimé
DCGP : dysfonction chronique du greffon pulmonaire
DPNI : dépistage pré-natal non invasif

DTE : dilatation-torsion de I'estomac

EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétique

gDNA : genomic DNA
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hCG : gonadotrophine chorionique humaine

LCS : liquide cérébro-spinal

LED : lupus érythémateux disséminé

MPSS : massively parallel shotgun sequencing
NETSs : neutrophil extracellular traps

NGS : next generation sequencing

NT-proBNP : N-terminal pro brain natriuretic peptide
PCR : polymerase chain reaction

gPCR : quantitative polymerase chain reaction
RCIU : retard de croissance intra-utérin

ROC : receiver operating characteristic

SCA : syndrome coronarien aigu

SNP : single-nucleotide polymorphism

TCMR : T-cell mediated rejection

TNF : facteur de nécrose tumorale

TPLO : ostéotomie de nivellement du plateau tibial
ucfDNA : urinary cell-free DNA

VPN : valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive
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Introduction

L’ADN libre circulant, ou cell-free DNA en anglais, correspond a I'ensemble formé par les
fragments d’ADN retrouvés dans le milieu extra-cellulaire. En effet, il est possible de retrouver ces
fragments dans les divers liquides biologiques d’un organisme vivant : sang, urine, féces, liquide
de lavage broncho-alvéolaire, pour n’en citer que certains. L’avantage que représentent ces cell-
free DNA réside essentiellement dans I'aspect minimalement invasif des procédures nécessaires a
leur obtention. En effet, a 'inverse des biopsies classiques, une simple ponction peut suffire a
récupérer un échantillon de taille suffisante pour procéder a leur analyse : on parle de biopsie
liquide. Ainsi, depuis leur découverte a la fin des années 1940, le nombre d’étude s’étant
intéressées aux cell-free DNA connait une croissance exponentielle.

Le potentiel des cell-free DNA appliqué a la médecine est grand : en effet, ils pourraient
fournir des informations diagnostiques, pronostiques mais également servir au monitoring
thérapeutique de diverses maladies, en complétant les informations apportés par les biomarqueurs
déja disponibles. Etant parfois impliqués (ou du moins suspectés étre impliqués) dans certains
processus pathologiques, les cell-free DNA peuvent également représenter une nouvelle cible
thérapeutique. Les cell-free DNA sont donc des molécules polyvalentes, aux applications
multiples. Dans un monde ou la médecine de précision est en pleine expansion, 'apport des cell-
free DNA pourrait donc s’avérer inestimable. De nombreux kits sont disponibles sur le marché pour
permettre I'extraction de ces petites molécules en vue de leur quantification et de leur analyse. En
ce qui concerne la médecine vétérinaire, les domaines ayant fait I'objet de recherches sont bien
moins nombreux qu’en médecine humaine, du moins a I'heure actuelle.

L'objectif de cette thése est de faire un bilan sur I'état des connaissances actuelles
concernant les cell-free DNA, en médecine humaine et en médecine vétérinaire. Dans un premier
temps, les caractéristiques, les mécanismes a l'origine d’une variation du pool et les méthodes
d’obtention des cell-free DNA seront présentés. Puis, de fagon non exhaustive, leur utilisation en
médecine humaine sera exposée. Enfin, un état des lieux des études menées en médecine
vétérinaire sera réalisé, afin d’exposer les potentielles applications des cell-free DNA chez les
animaux domestiques.
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Premiéere partie : présentation de I’ADN
libre circulant

1. Rappels de biologie moléculaire : ’ADN

A. Définition

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est un type de macromolécule porteuse de l'information
génétique. L’ensemble des molécules d’ADN forme le génome d’un individu : chez I'homme, il
s’agit de 'ADN contenu dans les 46 chromosomes, regroupés en 23 paires et localisés dans le
noyau cellulaire, et de 'ADN mitochondrial (Minchin et Lodge, 2019). L’espéce humaine ainsi que
les espéces d’intérét vétérinaires étudiées ici sont dites diploides : le génome est constitué de
paires de chromosomes, dont le nombre varie selon I'espéce considérée. Chaque géne est ainsi
présent en deux exemplaires, dit alleles (Nelson et Cox, 2021).

B. Localisation

Chez les organismes eucaryotes, 'ADN est retrouvé sous forme de chromosomes dans les
noyaux cellulaires, mais aussi au sein des mitochondries et des chloroplastes (uniquement chez
les organismes végétaux pour ces derniers). Les procaryotes se distinguent des eucaryotes par
'absence de noyau cellulaire : ils possédent un unique chromosome circulaire compacté a l'aide
de protéines histones pour former le nucléoide, mais peuvent également étre pourvus de
plasmides, qui correspondent a de ’ADN sous forme non chromosomique (Abali et al., 2021).

C. Structure

L’ADN est un polymére, formé de différents monomeéres appelés les désoxyribonucléotides.
Chaque nucléotide est constitué de trois types d’éléments : une base nucléique (aussi appelée
base azotée), un pentose sous forme de désoxyribose, et une ou plusieurs molécules d’acide
phosphorique (figure 1) (Nelson et Cox, 2021).
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Figure 1 : Structure générale d’un nucléotide (d'aprés Nelson et Cox, 2021)
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Il existe quatre types de bases nucléiques retrouvées au sein d’'une molécule d’ADN,
regroupées en deux catégories : 'adénine et la guanine sont des bases puriques, la cytosine et la
thymine sont des bases pyrimidiques. Les purines sont dérivées des pyrimidines, par ajout d’'un
cycle imidazole, et présentent donc une structure différente (Blanco et Blanco, 2017). Les
pyrimidines sont constituées d’'un cycle hexagonal formé de quatre atomes de carbone et de deux
atomes d’azote. Les purines, elles, sont formées de I'accolement de deux cycles : un premier cycle
hexagonal identique a celui des purines associé a un cycle pentagonal a trois atomes de carbone
et deux atomes d’azote. La structure des purines et des pyrimidines est visible sur la figure 2, qui
fait apparaitre la numérotation des atomes selon le systéme international.

Figure 2 : Bases pyrimidiques et puriques (d'aprés Rodwell et al., 2018)
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Un nucléoside correspond a l'association d’'un pentose et d’'une base nucléique, sans
groupe phosphate, par une liaison N-glycosidique : cette liaison se fait entre le groupe hydroxyle
de 'atome de carbone C1’ du pentose et un atome d’azote de la base nucléique (azote N1 d’une
base pyrimidique, azote N9 d’'une base purique). Dans le cas de 'ADN, ce pentose correspondant
a un désoxyribose, on parle donc de désoxyribonucléoside (figure 3) (Rodwell et al., 2018).
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Figure 3 : Désoxyribonucléosides (d'aprés Zheng et al., 2018)
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Chaque nucléotide résulte de [I'estérification d’'un a trois acides phosphoriques au
cinquieme atome de carbone du pentose d'un nucléoside. Les nucléotides sont donc des
nucléosides phosphorylés (Rodwell et al, 2018). Selon le nombre d’acides phosphoriques
présents, les nucléosides sont dits mono-, di- ou triphosphates (figure 4).

Figure 4 : Adénosines monophosphate, diphosphate et triphosphate (d’aprés Rodwell et al.,

2018)
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Les nucléotides sont liés entre eux par des liaisons phosphodiesters, grace au groupe
phosphate qui relie le troisieme atome de carbone d’un premier désoxyribose au cinquiéme atome
de carbone d'un second désoxyribose. L’ensemble des nucléotides reliés entre eux forme une
chaine polynucléotidique, soit un brin d’ADN, qui s’étend du groupe phosphate libre du premier
nucléotide de la chaine (extrémité 5’- phosphate) au groupe hydroxyle libre du troisieme atome de

carbone du pentose du dernier nucléotide (extrémité 3’-hydroxyle) (Blanco et Blanco, 2017) (figure
5).
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Figure 5 : Structure d’une chaine polynucléotidique (d’aprés Blanco et Blanco, 2017)
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Cette chaine est caractérisée par une séquence, qui correspond a I'enchainement des
différentes bases nucléiques. Par convention, cette séquence est lue de I'extrémité 5 a I'extrémité
3’ (Abali et al., 2021).

Dans le noyau des cellules des organismes eucaryotes, 'ADN présente une structure en
double hélice : deux brins d’ADN sont reliés entre eux de maniére anti-paralléle, I'extrémité 5’ de
'une faisant face a I'extrémité 3’ de la seconde. Une adénine est toujours appariée a une thymine
de l'autre brin, une cytosine est toujours reliée a une guanine : il est donc possible de déterminer la
séquence d’'une chaine a partir de celle de la chaine complémentaire. Les bases sont reliées entre
elles par des liaisons hydrogenes, au nombre de deux entre une adénosine et une thymine et de
trois entre une cytosine et une guanine, offrant une importante stabilité a la molécule d’ADN
(Blanco et Blanco, 2017). La double hélice est organisée de la fagon suivante : le squelette
hydrophile sucre-phosphate est orienté vers le milieu aqueux extérieur, les bases hydrophobes
sont orientées vers l'intérieur de facon perpendiculaire a I'axe central de I'hélice. Cela forme une
alternance de sillons majeurs et de sillons mineurs, permettant aux protéines et enzymes
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d’accéder aux domaines de liaisons de 'ADN au niveau des sillons majeurs (Abali et al., 2021)
(figure 6).

Figure 6 : Représentation du modéle de Watson et Crick de la structure en double hélice de
I'ADN B (d’aprés Rodwell et al., 2018)
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d. Chromatine

L’ADN génomique se trouve sous forme de chromatine, formée de plusieurs nucléosomes reliés
entre eux.

Un nucléosome est un octamére de huit protéines histones, autour duquel s’enroule de
'ADN d’une longueur de 145 a 147 paires de bases. |l existe quatre protéines histones différentes,
chacune présente au nombre de deux au sein de l'octamére : H2A, H2B, H3 et H4. Chaque
protéine histone est composée d’'un coeur en hélice a et de deux extrémités N-terminales (ainsi
que d'une extrémité C-terminale pour I'histone H2A), non structurées et de taille différente.
Différents types d’interactions entre 'ADN et les histones permettent la stabilité des nucléosomes :
il s’agit d’'interactions de nature électrostatique, entre les acides aminés chargés positivement et le
squelette de 'ADN chargé négativement, ou d’interactions entre les résidus protéiques et les
bases nucléiques situés au niveau des sillons de la double hélice (Huertas et Cojocaru, 2021).

Entre chaque nucléosome, sont retrouvés deux types d’éléments. L’ADN de liaison permet
de les relier les uns aux autres. Sa taille varie selon le tissu concerné, I'organisme considéré et
l'activité des génes. En effet, d’'aprés Correll et al. (2012), celui-ci peut mesurer de 8 paires de
bases (chez Schizosaccharomyces pombe, appelée levure a fission) a 93 paires de bases (chez le
sperme des échinodermes). Enfin, cette région est également constituée d’histones
internucléosomaux : il s’agit des histones H1 (figure 7).
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Figure 7 : Structure générale d’un nucléosome (d’aprés Rodwell et al., 2018)
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E. Roles

L’ADN contient les informations nécessaires a la vie des cellules, de la division cellulaire
impliquant la réplication de 'ADN permettant le transfert de l'information génétique aux cellules
filles, a leur bon fonctionnement grace a la transcription de 'ADN en acide ribonucléique (ARN) et
sa traduction en divers protéines (Madkour, 2019). Chaque cellule de 'organisme a un rdle precis,
et n‘exprime que les génes qui sont nécessaires a 'accomplissement de ce rble (Abali et al.,
2021).

F. Réplication

La réplication de I'ADN fait intervenir plusieurs étapes, au cours desquelles les deux brins d’ADN
de la molécule mére sont séparés, servant ainsi chacun de modele pour la synthése d’un nouveau
brin complémentaire. On parle donc de réplication semi-conservative : en effet, chaque molécule
d’ADN fille sera composée d'un premier brin issu de la molécule mére et d’'un second brin
nouvellement formé. Les deux molécules d’ADN filles, identiques, sont réparties au cours du
processus de mitose entre les cellules filles, permettant ainsi une conservation de l'information
génétique (Rodwell et al., 2018).

2. Présentation des ADN libres circulant

Les cfDNA correspondent a des fragments d’ADN (principalement double brin) extra-cellulaires
hautement dégradés, caractérisés par un faible poids moléculaire et une concentration faible
(Ranucci, 2019). La majorité des cfDNA sont de petite taille, avec une longueur inférieure a 200
paires de bases, mais des fragments de taille plus importante, pouvant aller jusqu’a plusieurs kilo
paires de bases, ont été décrits dans la littérature (Grabuschnig et al., 2020).

Ces fragments sont libérés dans les liquides biologiques, circulants (sang, lymphe) ou non
circulants (urine, selles, salive, semence, liquide amniotique, liquide cérébrospinal, bile, lavage
broncho-alvéolaire, expectorations, sécrétions mammaires, larmes). Plusieurs mécanismes sont
responsables de leur libération, comme I'apoptose ou la nécrose des cellules de l'organisme
(issues de la lignée hématopoiétique ou de d’autres lignées de cellules nucléées) (Martignano,
2019). La nétose, forme particuliére de mort cellulaire programmée, a également été citée comme
mécanisme de libération de cfDNA dans le sang, via la libération de complexes ADN-histones
(Celec et al., 2018), mais de nombreux autres processus de mort cellulaire ont aujourd’hui été
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décrits comme partiellement responsables de cette libération. De plus, certaines cellules seraient a
I'origine d’une libération spontanée d’ADN nouvellement synthétisé : cet élément est en faveur de
'existence d'un réle propre aux cfDNA dans le fonctionnement cellulaire ou la communication
intercellulaire (Ranucci, 2019).

Chez les individus sujets a certains états physiologiques et pathologiques, la composition
du pool des cfDNA est soumis a des variations : par exemple, des fragments d’ADN issus du
foeetus chez la femme enceinte, et issus des tumeurs primaires ou secondaires chez les patients
atteints d’'un cancer sont retrouvés dans le sang périphérique de ces individus (Heitzer et al.,
2020).

A. Historique : découverte et premiéres études, un domaine d’intérét
croissant

Les cfDNA ont été décrits pour la premiére fois par Mandel et Métais en 1948, dans le sérum
d’individus sains et malades (Nagy, 2019). Une premiére corrélation entre le taux sérique en
cfDNA et un processus pathologique a été établie en 1966 par Tan et al., grace a 'étude de
complexes immuns de patients souffrant de lupus érythémateux disséminés (LED), une maladie
auto-immune (Donaldson et Park, 2018). Puis, il aura fallu attendre 1977 avant que soit établi par
Leon et al. (1977) le niveau de cfDNA chez des patients atteints d’'un cancer, chez lesquels a été
mesuré un taux en cfDNA total supérieur a celui des individus sains, variant de 0 a 5 000 ng/mL
avec une moyenne a 180 = 38 ng/mL. En 1989, il a été mis en évidence que la présence d’ADN du
méme type que celui de la tumeur dans le plasma de patients souffrant d’'un processus
néoplasique pouvait s’expliquer par la libération d’'une partie de cet ADN directement par les
cellules tumorales (Stroun et al., 1989). En 1997, des cfDNA d’origine foetale (cffDNA pour cell-free
foetal DNA) ont été retrouvés chez des femmes enceintes par quantification du géne sry,
spécifique des individus de sexe masculin, mettant ainsi en évidence la contribution du foetus au
pool maternel de cfDNA. Cette découverte a permis le développement de méthodes non invasives
de dépistage chez le feetus par utilisation du sang de la mére (van Boeckel et al., 2018).

Les cfDNA sont, en quelques dizaines d’années, devenus un sujet d’intérét croissant,
notamment dans le domaine de I'oncologie. La base de recherche PubMed permet de représenter
le nombre de publications contenant les mots-clés « cell free DNA » et « circulating DNA » (figure
8). Depuiis la fin des années 1970, le nombre de publications s’intéressant a ce sujet augmente de
facon exponentielle. Il peut étre intéressant de corréler cette évolution au développement de la
réaction en chaine par polymérase (PCR pour polymerase chain reaction), développée en 1983
par Kary Mullis (VanGuilder et al., 2008). En médecine vétérinaire, les premiéres études
concernant les cfDNA datent de la fin des années 2000, et, a ce jour le nombre de publications a
ce sujet reste limité.
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Figure 8 : Représentation graphique du nombre de résultats fournis par PubMed avec les
mots-clés « cell-free DNA » et « circulating DNA » par année, de 1949 a 2022
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B. Concentrations

Chez 'homme, la concentration en cfDNA plasmatiques est décrite comme variant de 0 a 100 ng/
mL chez l'individu sain (Kustanovich et al., 2019; Yoon et al., 2009). Cependant, un grand nombre
de processus, physiologiques ou pathologiques, sont a l'origine d’une variation de cette
concentration : gestation, exercice, néoplasie bénigne ou maligne, inflammation, processus
infectieux, maladie métabolique et bien d’autres. Par exemple, dans un contexte néoplasique, une
grande variabilité de la concentration en cfDNA est observée chez les patients humains : celle-ci
peut étre démultipliée et varier de 0 a parfois plus de 1 000 ng/mL (Frattini et al., 2006;
Kustanovich et al., 2019). Cependant, selon la nature de la tumeur et son tissu d’origine, les
concentrations atteintes difféerent : cela pourrait s’expliquer par l'existence de barriéres
physiologiques (comme la barriere hémato-encéphalique) ou de capsules entourant les organes
qui, de par leur présence, limitent la libération des cfDNA dans le sang et autres liquides
biologiques (Kustanovich et al., 2019). Certains facteurs individuels, tels que I'age, le sexe,
I'ethnicité (Hu et al., 2021), le poids corporel (Celec et al., 2018) mais aussi les habitudes de vie
(consommation de légumes, tabagisme) (Kananen et al., 2023) impactent également ces valeurs.
A titre d’exemple, les individus en surcharge pondérale présentent une concentration plus élevée
en cfDNA que les individus considérés minces, s’expliquant par une libération accrue de cfDNA
suite a une accélération du turnover des adipocytes (Celec et al., 2018).

Comme dit précédemment, les études concernant les cfDNA sont beaucoup moins
nombreuses en médecine vétérinaire. Cependant, des observations similaires peuvent étre
établies. En effet, chez des chiens en bonne santé, la concentration plasmatique en cfDNA semble
varier entre 200 et 800 ng/mL (Burnett et al., 2016; Tagawa et al., 2019) ; cependant, certaines
études rapportent des valeurs de références trés inférieures (Schaefer et al., 2007). Chez les
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chiens malades, de la méme facon que chez les patients humains malades, la concentration
augmente de facgon significative (Burnett et al., 2016; Kim et al., 2021). Pour reprendre I'exemple
d'un contexte néoplasique (toutes natures confondues), la concentration moyenne en cfDNA
plasmatiques s’éléve a 1 553,9 + 544,3 ng/mL chez les chiens souffrant d’'un processus tumoral
(Kim et al., 2021). Cependant, de maniére encore une fois similaire a ce qui a été établi en
médecine humaine, d’autres processus sont a l'origine d’'une variation de la concentration en
cfDNA chez les animaux, tels que des maladies infectieuses, systémiques, cardio-vasculaires, la
survenue d’'un traumatisme.

C. Le pool de cfDNA

a. Composition

La composition du pool de cfDNA dans les liquides biologiques dépend de nombreux facteurs : la
localisation du liquide biologique, la contribution des divers organes et types cellulaires, les
mécanismes de libération dans I'organisme, la demi-vie et la stabilité des fragments dans leur
environnement, les conditions de passage du milieu extra-cellulaire vers le liquide biologique
(Bronkhorst et al., 2021). Ainsi, le pool de cfDNA d’un liquide biologique est hétérogene, composé
de fragments d’origines variées, aussi bien endogénes qu’exogénes. Chez tous les individus, une
partie des cfDNA provient de 'ADN nucléaire mais également mitochondrial. Certains états
physiologiques sont a I'origine d’'un enrichissement de ce pool : lors de la gestation, une fraction
des cfDNA est d’'origine foetale. Des variations du pool sont également identifiées dans un contexte
pathologique, par exemple néoplasique. Enfin, une partie des cfDNA peut étre exogéne, en cas
d’infection bactérienne ou virale, mais aussi lors de transplantation d’organe (Bronkhorst et al.,
2021). Le tableau 1 récapitule la nomenclature utilisée par la suite pour distinguer les cfDNA selon
leur origine.

Cependant, ces différents fragments conservent des caractéristiques génétiques et
épigénétiques (méthylation et modification des histones) spécifiques, propres a leur source
d’'origine, et sont porteurs d’éléments structuraux uniques (complexes protéiques, associations a
des vésicules extra-cellulaires, taille, motifs terminaux, densité nucléosomique). Malgré cette
complexité, ces caractéristiques peuvent se recouper entre elles, rendant parfois difficile
l'identification de I'origine des différents cfDNA retrouvés dans les liquides biologiques.
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Tableau 1 : Dénomination des cfDNA selon leur origine

Origine Dénomination Abréviation
Nucléaire cell-free nuclear DNA cf-nDNA
Mitochondriale cell-free mitochondrial DNA cf-mtDNA
Tumorale circulating tumoral DNA ctDNA
Foetale cell-free foetal DNA cffDNA
Donneur (greffe) donor derived cell-free DNA dd-cfDNA
Microbienne cell-free microbial DNA cf-micDNA
Parasitaire cell-free parasite DNA cf-pDNA
Virale cell-free viral DNA cf-virDNA

b. Processus physiopathologiques a I'origine d’une variation du pool d’ADN
libres circulant

o Exercice

L’activité physique peut étre a l'origine d’'une augmentation des taux circulants en cfDNA. Cela
s’explique par plusieurs mécanismes : dommages (métaboliques et mécaniques) infligés aux
cellules musculaires, stress oxydatif, réponse inflammatoire, apoptose (des cellules musculaires et
des leucocytes). |l est possible que, selon lintensité et le type d’exercice, les mécanismes de
libération a l'origine de cette augmentation différent (Aucamp et al., 2018).

o Gestation

En cas de gestation, la variation des taux circulants en cfDNA peut étre expliquée par deux
mécanismes : il survient a la fois une augmentation des taux de cfDNA d’origine maternelle, mais
également une libération de cfDNA d'origine foetale dans les liquides biologiques de la mére
(liquide amniotique, plasma, sérum, urines, LCS, liquide péritonéal). Plusieurs processus sont
suspectés comme étant a l'origine de la libération de ces cffDNA : prolifération des cellules foetales
(de facon similaire a celle des cellules cancéreuses), destruction de cellules feetales (circulant
dans les liquides de la mére ou non) par réaction immunitaire, diffusion des cffDNA dans les
liquides maternels depuis le liquide amniotique sous l'action d’'un gradient de concentration,
apoptose des cellules placentaires et foetales (Aucamp et al., 2018).
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o L ésions tissulaires

La concentration en cfDNA dans le plasma augmente chez les patients souffrant d’affections
associées a des lésions tissulaires : une augmentation de 50 % a été constatée en cas d’infarctus
du myocarde, corrélée aux autres marqueurs de lésions myocardiques (Celec et al., 2018). Cette
élévation est également observée en cas de traumatisme ou de chirurgie, et l'intensité de cette
augmentation est corrélée a leur sévérité et aux complications post-opératoires dans ce dernier
cas (Aucamp et al., 2018). Dans ce contexte, il est estimé que la nécrose est a l'origine de cette
libération accrue.

o Inflammation

L’inflammation, qu’elle soit stérile (par la libération de médiateurs pro-inflammatoires, la mise en
place des mécanismes homéostatiques en cas de saignements secondaires a un trauma, la mort
cellulaire ou encore suite a une stimulation chronique par I'obésité) ou non, est a l'origine d’une
augmentation de la concentration en cfDNA. En cas d’inflammation stérile, cette augmentation est
suspectée étre liée a la nétose, le recrutement de phagocytes, le nettoyage des débris cellulaires
ou encore le turnover cellulaire (des adipocytes en cas d’obésité, par exemple). En cas d’infection,
certaines études se contredisent quant a I'implication de la nétose ; il est également suspecté que
les cfDNA peuvent étre libérés secondairement par nécrose ou apoptose tissulaire, ou encore par
les cellules endothéliales directement (Aucamp et al., 2018).

o Processus tumoral
Comme évoqué précédemment, les individus atteints d’'une néoplasie présente une augmentation
de leur concentration en cfDNA dans leurs liquides biologiques (Celec et al., 2018). Cela peut
s’expliquer par une diminution de l'activité des enzymes désoxyribonucléases ou par une libération
accrue en cfDNA directement par les cellules tumorales. Dans ce dernier cas, on parle de ctDNA
(figure 9).
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Figure 9 : Origine des ctDNA et illustration du pool de cfDNA : exemple d’un patient atteint
d’un cancer de '’estomac (d’aprés de Huang et al., 2021)
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o Greffe d’'organe

La greffe d’organe est a l'origine d’'une libération de cfDNA provenant des cellules (notamment
hématopoiétiques) du donneur : on peut donc qualifier ces cfDNA d’exogénes. De la méme fagon
qu’en cas de lésion tissulaire, il existe une corrélation entre l'importance de la procédure
chirurgicale et I'intensité de la variation de la concentration en cfDNA, suggérant que la nécrose en
est responsable (Aucamp et al., 2018). Par exemple, la fraction en dd-cfDNA chez le receveur
d'une greffe de poumon est significativement plus élevée en cas de double transplantation que lors
d’'une greffe simple (Pedini et al., 2023).

D. Libération et élimination des ADN libres circulant

a. Sources d’ADN libres circulant

Comme expliqué précédemment, plusieurs mécanismes contribuent a la constitution du pool de
cfDNA, dans des proportions variables.

o Apoptose
L’apoptose, aussi appelée mort cellulaire programmée, correspond a une mort cellulaire
physiologique qui fait intervenir un processus actif contrdlé par un programme génétique
permettant d’éliminer des cellules endommagées (infection, senescence, perte d'intégrité de
I'ADN) ou indésirables (Elmore, 2007). L’apoptose a un role opposé mais toutefois complémentaire
de la mitose, et permet de réguler les populations cellulaires des organismes animaux (Kerr et al.,
1972). Elle intervient donc dans le développement des organismes pluricellulaires, 'hnoméostasie
cellulaire (chez I'adulte) et la défense contre les agents infectieux. L'apoptose est déclenchée par
des stimuli physiologiques ou non : stimulation de « récepteurs de mort », déficit en facteurs de
croissance, déficit en hormones, déficit en cytokines, agents génotoxiques (rayons y et
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ultraviolets), chocs thermiques et osmotiques, hypoxie, radicaux libres, molécules cytotoxiques
(déxaméthasone, staurosporine), infections (bactéries, virus). Toutes les cellules ne répondent pas
de la méme fagon a ces stimuli : pour un stimulus de méme intensité, certaines cellules entrent en
apoptose, tandis que d’autres ne sont pas affectées (Elmore, 2007).

Il existe deux voies apoptotiques, dites intrinséque et extrinséque, qui aboutissent a
l'activation de protéines de la famille des caspases (Elmore, 2007). Ces caspases jouent un rble
clé dans le mécanisme de 'apoptose, notamment dans la fragmentation de 'ADN : la forme active
des caspases-3 libere une désoxyribonucléase spécifique de 'ADN, appelée caspase-activated
DNase, qui permet de cliver des portions d’ADN double brin. Cette fragmentation de 'ADN est
périodique et permet d’obtenir des fragments d’ADN de taille dont la valeur modale est d’environ
167 paires de bases : cette longueur correspond aux 147 paires de bases du brin d’ADN d’un
nucléosome auxquelles sont ajoutées les vingt paires de bases de I'ADN de liaison
internucléosomique (Heitzer et al., 2020).

o Nécrose

La nécrose est un type de mort cellulaire souvent décrite comme accidentelle et donc opposée a
'apoptose. Survenant suite a une perte des capacités de production d’énergie et de régénération
cellulaires (Aucamp et al., 2018), elle se caractérise par un gonflement rapide de la cellule et de
ses organites et par une perte de l'intégrité membranaire, a 'origine d’une libération dans le milieu
extra-cellulaire d’éléments d'origine cellulaire de nature inflammatoire (Fink et Cookson, 2005;
Hetz, 2008). Il existe de nombreux événements pathologiques déclencheurs de la nécrose :
ischémie et hypoxie cellulaires, déséquilibres ioniques, altérations mitochondriales, hypercalcémie,
libération d’espéces réactives de I'oxygéne et de I'azote par ischémie reperfusion ou médiateurs
de linflammation (Szabo, 2005). Toutefois, elle survient également lors du développement de
'organisme et plus tard au cours de la vie adulte, afin d’assurer 'homéostasie tissulaire (Golstein
et Kroemer, 2007). Quant au mécanisme précis de la nécrose, il est difficile d’établir avec certitude
quels événements moléculaires sont mis en jeu et dans quel ordre chronologique ils surviennent.

La nécrose, contrairement a 'apoptose, est a l'origine de fragments d’ADN de taille plus
conséquente, pouvant atteindre plus 10 000 paires de bases (Hu et al., 2021). Cette différence de
taille serait liée a la différence de temps nécessaire pour éliminer les cellules nécrotiques ou
apoptotiques, beaucoup plus long dans le cas de la nécrose (Aucamp et al., 2018).

o Nétose

La nétose correspond a une forme de mort cellulaire soumise a régulation (contrairement a la
nécrose) et aboutissant a la formation de piéges extra-cellulaires des neutrophiles (NETs, pour
neutrophil extracellular traps) en réponse a un processus inflammatoire, infectieux ou non, pouvant
étre déclenchée par des stimuli trés variés. La nétose joue donc un réle important dans les
mécanismes de défense de I'organisme (Jackson Chornenki et al., 2019) car elle permet aux
neutrophiles de renforcer leurs propriétés anti-microbiennes (Li et Tablin, 2018).

Les constituants des NETs sont multiples : ADN nucléaire décondensé, histones, protéines,
peptides. L’ADN est enroulé autour des histones, et est lui-méme recouvert de protéines variées
(Barrientos, 2013). Ainsi, les cfDNA représentent un élément constitutif majeur de ces NETs.

La nétose fait intervenir de nombreux mécanismes et acteurs, dont le réle n'est pas
toujours connu (Thiam et al., 2020). Par comparaison aux autres mécanismes de mort cellulaire, la
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décondensation de la chromatine est une caractéristique déterminante de la nétose (Barrientos,
2013). Le mécanisme suspecté de décondensation fait intervenir des modifications post-
translationnelles des histones, notamment par la protéine-arginine déiminase de type 4 a l'origine
d’'une citrullination de larginine en citrulline, mais également la méthylation et I'acétylation.
Certaines protéines, en intervenant sur la protéolyse des histones, jouent également un role
majeur dans ce processus de décondensation.

Lors de la nétose, la libération de la chromatine dans le cytosol nécessite la rupture de la
membrane nucléaire les séparant, faisant intervenir plusieurs mécanismes (comme des
modifications par phosphorylation ou dégradation du maillage de lamines) (Thiam et al., 2020).
L’ADN serait ensuite libéré de la membrane nucléaire soit par formation de pores y créant ainsi
des bréches, soit par vésiculation de la membrane nucléaire. Enfin, la chromatine décondensée
doit traverser le cytosol et la membrane plasmique avant de se retrouver dans le milieu extra-
cellulaire (Thiam et al., 2020). Cela fait d’abord intervenir le remodelage des différents organites
cellulaires et du cytosquelette de la membrane plasmique, permettant a 'ADN d’atteindre enfin la
membrane plasmique. Méme si les mécanismes aboutissant a sa rupture finale restent inconnus a
ce jour, celle-ci est supposée étre médiée par I'augmentation progressive de sa perméabilité au
cours de la nétose et par le gonflement de la chromatine. Finalement, des cfDNA se retrouvent
libérés dans I'espace extra-cellulaire : cet ADN est majoritairement d’origine nucléaire, mais les
NETs contiennent également de 'ADN mitochondrial (Hashimoto et al., 2021).

o Autres mécanismes de mort cellulaire

D’autres mécanismes de mort cellulaire, plus rarement évoqués dans la littérature comme sources
de cfDNA, seraient impliqués dans leur libération : nécroptose, pyroptose, ferroptose, catastrophe
mitotique (Ungerer et al., 2020).

La nécroptose correspond a une forme programmée de mort cellulaire, qui présente des
similarités avec la nécrose, déclenchée par de nombreux stimuli physiologiques ou pathologiques.
Le mécanisme de la nécroptose, initié en cas en cas d’inhibition pharmacologique ou génétique de
la voie des caspases (Galluzzi et al., 2014), fait intervenir plusieurs récepteurs : récepteurs de mort
(tel que le récepteur 1 au facteur de nécrose tumorale (TNF)), récepteurs aux interférons,
récepteurs Toll-Like (Hashimoto et al., 2021). L’activation de ces récepteurs provoque des
dommages membranaires, aboutissant a la libération de cfDNA.

La pyroptose est un type de mort cellulaire programmée dépendant de l'action de la
caspase-1, initiée suite a des stimuli dommageables pour la cellule (notamment de nature
pathogéne) (Hashimoto et al., 2021). Elle se caractérise par une rupture de la membrane
plasmique et la libération de substances pro-inflammatoires, a l'origine d'une activation de
cytokines et d’interleukines, aboutissant ainsi & une mort cellulaire rapide (Aucamp et al., 2018). La
mitochondrie reste initialement intacte, puis est éliminée par autophagie, ce qui serait a l'origine
d’une libération d’ADN mitochondrial dans I'espace extra-cellulaire.

La ferroptose est un autre type de mort cellulaire programmée induite secondairement a
'accumulation de fer et d'espéces réactives de l'oxygéne. Au cours de la ferroptose, des
modifications morphologiques de la mitochondrie et une altération de la fonction de la membrane
plasmique par peroxydation lipidique sont observées, aboutissant a la libération excessive de
produits de I'oxydation lipidique, dont de 'ADN (Hashimoto et al., 2021).
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La catastrophe mitotique survient suite a une mitose au déroulement anormal aboutissant a
la formation de cellules non viables possédant plusieurs micronoyaux, notamment en réponse a
des traitements anti-cancéreux (radiothérapie, chimiothérapie) : ces micronoyaux pourraient donc
servir de source de cfDNA, secondairement a leur dégradation (Aucamp et al., 2018).

o Sécrétion active

Il a été mis en évidence, via I'étude de la culture in vitro de cellules cancéreuses, que la libération
de cfDNA est possible méme en I'absence de processus de mort cellulaire, impliquant qu’il existe
des mécanismes de sécrétion par les cellules vivantes (Hu et al., 2021). A I'heure actuelle, ces
mécanismes ne sont pas tous identifiés ou compris, mais plusieurs voies de sécrétion actives
seraient impliquées (Ungerer et al., 2020).

Les cellules vivantes sont capables de libérer spontanément de '’ADN nouvellement
synthétisé au sein de leur noyau, qui sera ensuite complexé a des glycolipoprotéines et associé a
de 'ARN : on parle de virtosome (Aucamp et al., 2018). L’ADN contenu dans les virtosomes,
mesurant 450 a 700 paires de bases, n’en représenterait toutefois qu’une faible portion (moins de
4 %) (Grabuschnig et al., 2020). La sécrétion active d’ADN est cependant régulée par plusieurs
facteurs : quantité d’ADN libre lié aux protéines d’attache localisées a la surface des cellules et/ou
aux phospholipides membranaires, concentration extra-cellulaire en virtosomes, activation ou
inhibition des mécanismes de sécrétion de protéoglycanes et protéolipides (Aucamp et al., 2018).

Plusieurs mécanismes de libération faisant intervenir des vésicules extra-cellulaires,
produites par les tissus sains mais également les cellules tumorales et ensuite libérées dans les
liquides biologiques, ont été proposés (Amintas et al., 2021). L'un deux fait intervenir les
exosomes : ils correspondent a des vésicules extra-cellulaires de petite taille (30 & 150 nm de
diamétre) sécrétées par les cellules de l'organisme et jouant un rdle dans la communication
intercellulaire. Plusieurs études ont mis en évidence la présence d’ADN (génomique,
mitochondrial) au sein de ces exosomes (Aucamp et al., 2018), mais la proportion exacte de
cfDNA qui y est contenue reste a confirmer ; une étude récente aurait toutefois mis en évidence
que 93 % des cfDNA plasmatiques seraient localisés dans les exosomes (Hu et al., 2021). En
termes de taille de fragments, il a été rapporté que celle-ci varie de 150 a 6 000 paires de bases
(Ungerer et al., 2020). Ces exosomes peuvent contenir des ctDNA ; cependant, il a été rapporté
que les oncosomes, des vésicules extra-cellulaires de grande taille impliquées dans le transfert
intercellulaire d’information oncogénique (Aucamp et al., 2018) et libérées par la fusion de la
membrane plasmique et d’un corps multivésiculaire, en contiennent une quantité plus importante
(Abe et al., 2020). Une autre des voies de sécrétion active mettrait en jeu les amphisomes,
organites hybrides résultant de la fusion d’'un autophagosome et d’'un corps multivésiculaire. Le
mécanisme proposeé, toutefois non confirmé, met en jeu la fusion de ces amphisomes a la
membrane plasmique, aboutissant a la libération d’ADN double brin (Amintas et al., 2021). Malgré
la diversité des modéles proposés, l'utilisation clinique des cfDNA contenus dans les vésicules
extra-cellulaires n’est pas encore validée (Ghanam et al., 2022) ; cependant, leur étude pourrait
s’avérer intéressante, notamment dans le domaine de I'oncologie.

Il est également a noter qu'une partie des cfDNA contenus dans les vésicules extra-
cellulaires pourrait étre secondaire a I'adhésion a la surface de ces vésicules de cfDNA libérés au
cours d’un mécanisme de mort cellulaire, et donc ne pas résulter de la sécrétion active par des
cellules vivantes (Ghanam et al., 2022). Dans tous les cas, le fait que les cfDNA soient ainsi
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enclavés dans une bicouche lipidique les protégent de la dégradation et les rend plus stables (Abe
et al., 2020).

o Enucléation des érythroblastes

L’énucléation correspond au mécanisme par lequel I'érythroblaste orthochromatique, issu des
multiples mitoses subies par le pro-érythroblaste, se sépare en un réticulocyte (qui contient la
majorité du cytoplasme et se dirige vers le flux sanguin, ou il subira une étape de maturation) et un
pyrénocyte (qui contient le noyau condensé, recouvert d’'une fine couche de cytoplasme)
(Migliaccio, 2010). Certains suspectent que ce processus d’énucléation érythroblastique soit a
I'origine d’une libération de cfDNA ; toutefois, les preuves expérimentales restent peu nombreuses,
et reposent essentiellement sur le fait que les cfDNA seraient majoritairement issus des cellules
hématopoiétiques (Aucamp et al., 2018).

b. Elimination de I'organisme

Le niveau d’élimination des cfDNA repose sur une balance entre les mécanismes de libération et
d’élimination.

Les mécanismes d’élimination peuvent avoir lieu dans le tissu d’origine, dans les liquides
biologiques (sang et autres) ou bien encore dans d’autres organes (foie, rate, reins, nceuds
lymphatiques). Dans le sang, les cfDNA ont plusieurs devenirs possibles : ils peuvent étre clivés
par les nucléases qui y sont présentes mais également par le facteur H et une protéase a sérine
appelée FSAP (Kustanovich et al., 2019), ou bien se lier aux protéines de liaison présentes a la
surface des cellules (circulantes ou en contact avec le sang) (Ungerer et al., 2020). Le foie, via les
cellules de Kuppfer, est le principal responsable de I'élimination de 'ADN : en dix minutes, la
clairance s’éleve de 71,0 % a 84,7 % (Kustanovich et al., 2019). Les macrophages spléniques,
comme les cellules de Kuppfer, piégent puis éliminent les cfDNA et les nucléosomes. Le niveau de
clairance rénale est influencé par certains facteurs, dont la taille des cfDNA : en effet une étude,
sans tout a fait reproduire les conditions in vivo par injection d’ADN simple brin libre chez des
souris, montre que seuls les fragments de 160 a 200 paires de bases sont encore détectés dans
les glomérules rénaux aprés 24 heures, contrairement aux fragments de 2 000 a 6 000 paires de
bases (Celec et al., 2018). Néanmoins, le rein ne semble pas étre un acteur principal de
I'élimination des cfDNA, car des animaux atteints de maladie rénale chronique ne présentent pas
d’augmentation de la concentration plasmatique en cfDNA.

L’élimination des cellules apoptotiques et des cfDNA est rapide chez l'individu sain, ce qui
explique leur faible niveau en cfDNA sanguin. A linverse, une accumulation des cfDNA est
observée chez lindividu malade (processus malin, inflammation chronique, mort cellulaire
excessive), secondaire a un défaut de clairance. Les causes exactes restent inconnues, mais un
dépassement des capacités du systéme d’élimination, en plus d’une libération excessive de cfDNA
par les cellules de I'organisme, pourraient expliquer cette accumulation (Kustanovich et al., 2019).

La demi-vie exacte des cfDNA reste incertaine et la valeur estimée varie selon les études.
La demi-vie des cfDNA chez 'homme dans le sang total varie de 4 minutes a environ 2 heures
(Kustanovich et al., 2019). Chez le chien, la demi-vie dans le plasma est estimée a 5,64 heures
(Wilson et al., 2018). Elle est est donc relativement courte, mais cela fait des cfDNA un outil
dynamique dans le suivi des maladies et des traitements mis en place (Stewart et al., 2018).
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E. Intéréts en médecines humaine et vétérinaire

a. Avantages des biopsies liquides

Les biopsies liquides, définies comme l'analyse des composants des liquides biologiques,
permettent d’obtenir des informations similaires a celles des biopsies tissulaires. Elles sont de plus
en plus utilisées dans divers domaines de la médecine, du dépistage pré-natal non invasif au
monitoring d’une greffe aprés transplantation, en passant par I'oncologie. Il a été estimé que
lindustrie des biopsies liquides pourrait générer plus de cing milliards de dollars américains en
2023 (Liu et Wang, 2022).

Les biopsies liquides présentent plusieurs avantages par rapport aux biopsies tissulaires,
usuellement utilisées pour diagnostiquer un processus néoplasique par exemple (figure 10).
Celles-ci sont moins invasives et pallient a la difficulté d’accés aux tumeurs et au manque
d’hétérogeénéité des prélévements de tissus, augmentant ainsi la sensibilité diagnostique des tests
réalisés (Kustanovich et al., 2019). Elles sont également plus rapides et moins onéreuses que leur
équivalent tissulaire (Tagawa et al., 2019) et permettent un monitoring en temps réel de la réponse
thérapeutique (Lone et al., 2022).

Figure 10 : Comparaison des biopsies tissulaires et des biopsies liquides (d’aprés Lone et

al., 2022)
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Les cfDNA sont un composant d'importance majeure de ces biopsies liquides : par
exemple, en cas de tumeur primaire ou secondaire (métastases), des cfDNA dérivés de la tumeur
dénommés ctDNA, sont libérés dans la circulation. Ceux-ci peuvent étre utilisés pour décrire des
tumeurs primaires au niveau moléculaire et ainsi représenter un pilier pour le développement de la
médecine de précision. Face a 'augmentation du nombre de décés causés par les processus
cancéreux, il est d’'une importance majeure d’avoir recours aux biopsies liquides pour aider a la
détection précoce de la maladie et la prise de décision thérapeutique, afin de réduire I'impact des
cancers sur la santé humaine (Heitzer et al., 2020).
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b. Informations apportées par les cfDNA

Les cfDNA sont des molécules stables, qui conservent les caractéristiques génétiques et
épigénétiques des cellules desquelles elles sont issues (Ungerer et al., 2020). Cela en fait des
biomarqueurs intéressants a I'étude de nombreuses maladies.

Les cfDNA ont de multiples intéréts, allant de I'établissement du diagnostic d’'une affection
a l'estimation du pronostic associé. Par exemple, en cas de tumeur, il existe une corrélation
positive entre son avancée et la concentration plasmatique en cfDNA, et plus celle-ci est
importante, plus lissue est défavorable pour le patient (Stewart et al., 2018). Les cfDNA sont
également utiles au monitoring de certaines maladies. En effet, en cas de néoplasie, la
concentration en cfDNA et plus précisément en ctDNA, est corrélée a I'évolution clinique : le
niveau en ctDNA chute suite a la mise en place d’un traitement anti-cancéreux efficace, augmente
en cas de récidive (Underhill et al., 2016), méme si cette utilisation présente des limites dans sa
précision. Les cfDNA peuvent étre utilisés pour détecter des mutations spécifiques des maladies,
et ainsi établir une stratification du risque et permettre au clinicien de guider sa décision
thérapeutique (Stewart et al.,, 2018; Vymetalkova et al., 2018). Enfin, les cfDNA peuvent étre
utilisés pour rechercher I'acquisition de mécanismes de résistance et pour détecter une maladie
résiduelle minimale. Méme si 'oncologie est un des principaux domaines d’application des cfDNA,
aussi bien en médecine humaine qu'en médecine vétérinaire, d’autres champs médicaux font
I'objet de recherches a ce sujet, plus ou moins nombreuses, afin d’améliorer les connaissances
médicales en termes de diagnostic, pronostic et prise de décision thérapeutique.

3. Obtention des ADN libres circulant

A. Nature des prélevements

Les cfDNA sont usuellement isolés a partir de prélévements sanguins. D’autres liquides
biologiques peuvent néanmoins étre utilisés : urines, liquide cérébro-spinal, épanchement pleural,
expectorations (Heitzer et al., 2020; Martignano, 2019).

a. Sang : plasma ou sérum

L’isolement des cfDNA a partir d’'un prélévement de sang peut se faire aussi bien sur sérum que
sur plasma. La concentration en cfDNA dans le sérum est trois a vingt-quatre fois supérieure a
celle du plasma (Jung et al., 2003). Cela peut s’expliquer par une prédisposition des échantillons
de sérum a une contamination par de 'ADN génomique (gDNA) non spécifique, en lien avec
I'étape de coagulation précédent la centrifugation lors du stockage du prélévement, causant ainsi
une dilution des cfDNA d’intérét (Martignano, 2019). De plus, en cas de néoplasie, le plasma a
l'avantage de présenter environ neuf fois plus de mutations parmi les cfDNA ainsi que trois fois
plus de fractions d’alléles tumoraux que ce qui est retrouvé dans le sérum. Enfin, le sérum est
sujet a une grande variabilité inter-individuelle, ce qui rend peu voire non fiables les mesures
quantitatives de cfDNA réalisées sur ce type d’échantillon sanguin. Il semble donc plus pertinent
d’avoir recours a des échantillons de plasma pour le dosage des cfDNA et notamment pour la
détection des ctDNA, car il fournit des résultats plus sensibles et plus spécifiques (Ungerer et al.,
2020).
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b. Autres liquides biologiques

Chez un individu sain, aprés filtration glomérulaire du sang par les reins, les cfDNA contenus dans
le sang passent naturellement dans les urines : on parle d’ADN transrénal. La concentration en
ucfDNA (urinary cell-free DNA) peut étre augmentée chez un individu souffrant d’'une maladie du
tractus urinaire (Stewart et al., 2018), par libération suite a la nécrose ou a 'apoptose des cellules
du tractus urinaire (Martignano, 2019). Les urines et les ucfDNA qu’elles contiennent ont donc un
intérét en médecine, et notamment en oncologie, que ce soit dans le diagnostic, le monitoring
d’'une potentielle rechute ou le pronostic. Par exemple, chez des patients atteints d’'une tumeur de
la vessie infiltrant le muscle, l'utilisation des ucfDNA avant et aprés chimiothérapie a vocation
d’aider a établir un pronostic (Stewart et al., 2018). L'utilit¢é de 'ADN contenu dans les urines ne se
limite pas aux affections du ftractus urinaire : une étude s’étant intéressée a ce type de
biomarqueur a permis de mettre en évidence son utilité dans la prédiction d’une rechute chez les
patients atteints de carcinome hépatocellulaire, aprés un premier traitement (Hann et al., 2017). Le
recours a l'utilisation des urines présente plusieurs avantages par rapport aux autres liquides
biologiques : la technique de prélévement peut étre totalement non invasive (en cas de
prélévement par miction spontanée) et il est possible de récolter de grands volumes d’urines, ce
qui se révele utile notamment en pédiatrie, ou il peut étre difficile d’'obtenir des échantillons d’'une
autre nature (plasma, tissu) en quantité importante (Stewart et al., 2018). Cependant, il existe
différents facteurs de variations du niveau de biomarqueurs contenus dans les urines, liés au
mécanisme d’excrétion de ce liquide et pouvant impacter leur détection : niveau d’hydratation du
patient, fonctionnement des reins.

Le liquide cérébro-spinal (LCS), dans lequel sont immergés le cerveau et la moelle
épiniere, est isolé du reste de la circulation systémique par I'existence de la barriére
hématoencéphalique. L’existence de cette barriére a plusieurs conséquences : le LCS ne contient
a l'état physiologique qu’un faible niveau de cfDNA. Cependant, en cas d’état pathologique du
systéme nerveux central et notamment de tumeur, la concentration en ctDNA plasmatique est plus
faible en comparaison a ce qui est observé en cas de tumeurs solides d’une autre nature, d’ou
l'intérét de travailler sur un échantillon de LCS, alors enrichi en cfDNA (Stewart et al., 2018). Le
LCS est également moins sujet a la contamination par les gDNA car moins riche en cellules, ce qui
permet de s’affranchir d’'une seconde centrifugation lors de la préparation des échantillons
(Martignano, 2019), a linverse de ce qui est conseillé lorsque les analyses sont faites sur
échantillons sanguins (voir partie 1.3.c.a). L'étude du LCS semble donc pertinente, en tant
qgu’alternative au plasma usuellement utilisé, dans le cadre de Iésions primaires ou secondaires du
systéme nerveux central (Seoane et al., 2019).

Le liquide d’épanchement pleural est issu d’'un mécanisme de transsudation impliquant la
plevre ou le parenchyme pulmonaire. Sa production est fortement corrélée a la circulation
lymphatique : en effet, en présence d’'une tumeur, le drainage de la lymphe dans la région touchée
est aberrant, ce qui contribue a la production de cet épanchement, tout en influengant sa
composition (Mokanszki et al., 2021). Le liquide d’épanchement est enrichi en cfDNA, ce qui fait de
lui un échantillon adapté aux tests moléculaires, notamment chez les patients atteints de
processus tumoraux malins dont I'exérése est impossible (notamment en cas de processus
métastatique) (Patel et al., 2021). Cependant, de nombreux facteurs pré-analytiques a I'utilisation
du liquide d’épanchement pleural en tant que source de cfDNA restent a étre identifiés et étudiés.
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Une étude récente s’est intéressée a I'étude des cfDNA contenus dans la bile et le plasma
de patients atteints de cancer des voies biliaires (carcinome de la vésicule biliaire et
cholangiocarcinome), en supposant que la bile, directement en contact avec le tissu tumoral,
pourrait refléter plus fidélement les altérations génétiques exprimées par les cellules tumorales (Li
et al., 2022). Une quantité plus importante de cfDNA a été extraite dans le surnageant de bile que
dans le plasma. De plus, d’avantage de mutations ont été identifiées dans la bile et les altérations
genomiques biliaires présentaient une concordance significativement supérieure avec celles du
tissu tumoral que celles identifiées dans le plasma (respectivement 90,0 % de concordance pour le
surnageant biliaire et 35,0 % pour le plasma pour les dix génes fréquemment mutés en cas de
cancer des voies biliaires). Enfin, des potentielles cibles thérapeutiques ont pu étre identifiées
dans les échantillons biliaires. Méme si un plus grand nombre de mutations sont détectées dans le
tissu tumoral que dans les échantillons de bile, celle-ci reste un substitut a considérer pour la
réalisation de tests génétiques chez les individus souffrant d’'un cancer des voies biliaires.

B. Matériel et méthodes de récolte, facteurs pré-analytiques influengant la
qualité des échantillons

Plusieurs facteurs pré-analytiques peuvent impacter le dosage des cfDNA dans un échantillon
donné, comme illustré par la figure 11 : nature du prélévement, nature du tube de prélévement,
type de tube utilisé, conditions de transport et de traitement du prélévement sanguin, conditions de
stockage du plasma, méthode d’extraction de 'ADN et modifications des protocoles, contrble
qualité. Chacun de ces facteurs peut intervenir a chaque étape du procédé d’isolement des cfDNA,
ce qui a de nombreuses conséquences : subjectivité de l'interprétation de la quantité et de la
qualité des cfDNA dans un échantillon augmentée, reproductibilité des analyses et des données
compromise, comparaison des résultats entre individus et entre études limitée, interprétation
difficile des résultats. Il n’existe cependant, a 'heure actuelle, aucun consensus sur les conditions
a respecter permettant d’optimiser la qualité des cfDNA (en termes de concentration, pureté et
fragmentation), avant traitement de I'échantillon sanguin total (Ungerer et al., 2020).
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Figure 11 : Variables pré-analytiques influengant les résultats des mesures de cfDNA
(d’aprés Ungerer et al., 2020)

Sang: sérum, plasma
Mature de I'échantillon Autre . urine, fecés, liquide d'épanchement pleural, liquide
cerebro-spinal, salive, liquide amniotigue
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L Autres : ponctions multiples, garrot, tube a vide
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a. Facteurs d’influence avant la collecte du prélévement

Avant méme d’avoir récolté I'échantillon de liquide biologique afin d’en analyser le contenu en
cfDNA, de nombreux facteurs pré-analytiques peuvent intervenir sur la qualité et la quantité des
cfDNA retrouvés dans le prélévement, de fagon dépendante ou non de la volonté du clinicien.
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o Variables biologiques

Comme cité précédemment, le mécanisme a l'origine de la libération des cfDNA impacte la taille
des fragments récupérés : par exemple, 'apoptose va produire des fragments d’environ 167 paires
de base (Heitzer et al., 2020), alors que la nécrose est a 'origine de fragments de plusieurs milliers
de paires de bases (Hu et al., 2021).

La nature des cfDNA a également son importance : les cfDNA mutés (ctDNA) sont de plus
petite taille que les cfDNA non mutés (porteurs du génotype sauvage), pouvant atteindre une taille
de 90 paires de bases (Ungerer et al., 2020). La taille des cfDNA est un facteur important a
considérer, car la technique d’extraction doit étre choisie de fagon a pouvoir récupérer des
fragments de taille réduite.

L’existence de barriéres biologiques physiologiques limite le passage des cfDNA dans la
circulation, diminuant ainsi la quantité de matériel pouvant étre extraite pour analyse (Ungerer et
al., 2020).

o Variables physiologiques
Il existe de nombreux facteurs physiologiques, variant donc de facon inter-individuelle, pouvant
impacter la libération des cfDNA. Les données sur le sujet sont limitées, mais certains de ces
facteurs ont fait I'objet d’étude.

Plusieurs études ont montré que les personnes agées de plus de 60 ans présentaient un
taux de cfDNA supérieur a celui d’individus plus jeunes, ce qui peut s’expliquer par des
mécanismes liés au vieilissement de l'organisme (sénescence cellulaire, mort cellulaire par
inflammation, capacités de clairance et phagocytose réduites) (Ungerer et al., 2020).

La pratigue d’'une activité sportive intensive est a l'origine d’'une augmentation de la
concentration plasmatique en cfDNA (Meddeb et al., 2019). Plusieurs explications peuvent étre
proposées : survenue de dommages musculaires, d'un stress oxydatif et dinflammation
leucocytaire. Cette augmentation apparaitrait de fagon précoce, dans les trente premiéres minutes
suivant le début de I'activité physique. Il est donc recommandé, dans les études comparatives, de
s’assurer que les patients soient soumis a un repos strict (durée non précisée) avant toute collecte
de sang, pour éviter le pic de cfDNA lié a la pratique d’'une activité sportive (Ungerer et al., 2020).

Le moment de la journée ou est prélevé I'échantillon influencerait la concentration en
cfDNA ; toutefois la nature du facteur en cause reste incertaine (rythme circadien, effets du jeline
ou de la prise alimentaire), mais les études se contredisent sur I'effet précis de ce facteur (Ungerer
et al., 2020).

De nombreux autres facteurs provoquent une augmentation de la quantité de cfDNA
récoltés : sexe, consommation de tabac, ménopause, ethnie (Meddeb et al., 2019). Certains
traitements (administrés en cas de grossesse ou de cancer par exemple) influencent également le
pool total.

Ces facteurs sont a documenter de fagon rigoureuse et systématique afin de rendre les
résultats des études portant sur le sujet interprétables et comparables, et doivent parfois conduire
a exclure des individus afin de ne pas fausser les résultats de ces études.
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b. Technique et matériel de préléevement

La technique de préléevement représente une source de variabilité pré-analytique pouvant impacter
les résultats des analyses des cfDNA.

Une unique étude s’est intéressée a I'impact de l'utilisation prolongée d’un garrot au cours
de la ponction veineuse sur les dosages des cfDNA. Aucun effet significatif n'a été mis en
évidence a ce jour, mais les données disponibles sont insuffisantes pour conclure avec certitude a
I'absence d’influence du recours a un garrot (Ungerer et al., 2020).

L’hémolyse de I'échantillon sanguin est un facteur de variabilité important, la concentration
en cfDNA étant supérieure en cas d’hémolyse. Les différents tubes de prélévement disponibles sur
le marché différent par leur force d’aspiration, qui, si trop élevée, peut induire une lyse mécanique
des hématies. Il est donc recommandé de suivre une démarche spécifique codifiée lors de
l'utilisation de tubes avec un niveau de vide élevé, notamment les tubes Streck (Ungerer et al.,
2020). Les cathéters intraveineux sont a I'origine d’'une hémolyse plus importante que les aiguilles
épicraniennes, qu’il est donc recommandé d’utiliser. La taille de l'aiguille importe également, la
force de cisaillement augmentant de fagon inversement proportionnelle a la gauge : chez 'homme
adulte, des aiguilles de 21 a 23 G sont usuellement utilisées. Il est également conseillé d’éviter de
ponctionner plusieurs fois une méme veine, pour éviter d’abimer le site de prélévement et de
causer du stress chez le patient.

c. Choix du tube de prélévement

La qualité du prélevement (pureté, intégrité et concentration des cfDNA) dépend en partie du type
et de la marque du tube de prélévement utilisé pour récolter I'échantillon sanguin, du fait des
différents éléments les composant (parois, bouchon) et de leur contenu (anticoagulant, activateur
de coagulation, gel séparateur, lubrifiant), justifiant ainsi la comparaison des tubes de prélévement
sanguin, afin de déterminer lesquels sont les plus adaptés a I'analyse des cfDNA (Ungerer et al.,
2020).

De nombreux types de tubes sont présents sur le marché. Les tubes contenant de 'acide
éthyléene diamine tétra-acétique (EDTA), auparavant considérés comme le gold-standard, ont
'avantage d’étre peu colteux et accessibles a tous, et permettent une conservation des cfDNA
pendant six heures avant le traitement du préléevement, grédce a [inactivation des
désoxyribonucléases par 'EDTA. Un délai supérieur ainsi qu’un stockage a température ambiante
avant analyse augmentent le risque de contamination par du gDNA en lien avec la lyse cellulaire :
il est donc recommandé de procéder au traitement des échantillons dans les deux heures suivant
leur obtention (Martignano, 2019). Néanmoins, ce court délais aprés collecte peut étre difficile a
respecter, car les échantillons ont souvent besoin d’étre transportés vers un laboratoire d’analyse
extérieur (Ungerer et al., 2020). Il est toutefois possible de les conserver plus longuement (durée
non précisée) a une température située entre 2 et 8 °C (Martignano, 2019).

D’autres types de tubes ont été spécifiquement élaborés pour palier aux limites des tubes
EDTA et s’assurer de la conservation de l'intégrité des cfDNA sur une période plus longue : les
tubes CellSave et Streck’s Cell-Free DNA BCT permettent de conserver la qualité des cfDNA
jusqu’a 96 heures aprés collecte du plasma, voire méme jusqu’a deux semaines pour les
échantillons sur tube Streck. De plus, les tubes Streck présentent 'avantage de pouvoir étre
stockés a température ambiante, sans risquer d’altérer la qualité des prélévements ; au contraire,
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un stockage a une température inférieure a 10 °C ou supérieure a 40 °C est déconseillé
(Martignano, 2019).

d. Agitation des prélévements

L’agitation d’'un prélévement sanguin serait a l'origine d’'une augmentation de la concentration en
cfDNA : I'équipe de El Messaoudi et al. (2013) a mis en évidence une légére augmentation de la
concentration par rapport aux valeurs basales aprés agitation des échantillons sanguins pendant
trois heures a température ambiante. D’autres études ont investigué I'effet du transport des tubes
sur les concentrations en cfDNA : une chute d’'un métre n’a eu aucun effet sur les échantillons
contenus dans des tubes Streck (contenant un conservateur dont la nature n’est pas précisée par
le fabricant) placés dans des cartons avec des sachets de gel réfrigérant. Dans leur étude, Medina
Diaz et al. (2016) ont mimé les conditions de transport en agitant des tubes Streck remplis de sang
total pendant trois jours (durée usuelle d’acheminement des échantillons vers les laboratoires),
mais aucune augmentation de la concentration en cfDNA n’a été mise en évidence, contrairement
aux résultats évoqués ci-dessus, ce qui témoigne de l'efficacité de ces tubes pour prévenir la
libération d’ADN par les leucocytes dans des conditions adaptées au transport de sang total (Chan
et al., 2005).

c. Traitement des prélévements
a. Centrifugation

o Parametres de centrifugation

La centrifugation est une étape essentielle : elle permet de s’affranchir de la contamination de
I'échantillon par du gDNA libéré lors de la lyse des cellules hématopoiétiques, en garantissant
I'obtention d’'un plasma dépourvu de tout élément cellulaire (Martignano, 2019).

Il N’existe pas de consensus concernant les paramétres a appliquer pour la centrifugation.
Cependant, le protocole le plus utilisé a 'neure actuelle consiste en une double centrifugation,
méme si la seconde étape n’est pas obligatoire (Ungerer et al., 2020). La premiéere centrifugation
du sang total permet de séparer le plasma par aspiration a l'aide d’'une pipette du reste de
I'échantillon, en veillant a ne pas toucher la couche leuco-plaquettaire. La seconde centrifugation
du plasma obtenu a I'étape précédente permet de se débarrasser des cellules et des débris
restant, ainsi que des fragments de cfDNA de plus de 300 paires de bases, usuellement non
désirés dans les analyses. Les parameétres des étapes de centrifugation proposés par Martignano
(2019) sont présentés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Paramétres de centrifugation (d’aprés Martignano, 2019)

Type de centrifugation Vitesse Durée Température
Centrifugation simple 2000a3000xg
Premiere 4 600 43 000 x o '
centrifugation 9 10 minutes 4°Cou temperature
Centrifugation ambiante
double
Seconde

centrifugation 10000214 000 x g

o Stockage apres centrifugation

Peu de données sont disponibles sur les conditions de stockage des échantillons aprés leur
centrifugation, et les études se contredisent sur l'effet de la congélation du plasma sur sa
concentration en cfDNA (Ungerer et al., 2020). Cependant, il semble important d'utiliser des
congélateurs dont la température est finement régulée et étant équipés d'un systéme d’alarme
signalant toute fluctuation de température, ainsi que de remplacer les tubes a centrifugation
standards par des cryotubes. Martignano (2019) recommande de conserver le plasma a —80 °C et
seulement aprés centrifugation, pour éviter la fragmentation des cfDNA et la contamination par du
gDNA suite a la lyse cellulaire. Dans ces conditions, aucune modification de la quantité de cfDNA
contenue dans le plasma n’est observée pendant une durée de deux semaines. La répétition des
cycles de congélation-décongélation n’affecte pas la concentration en cfDNA des échantillons mais
est a l'origine de leur fragmentation, ce qui en altére la qualité : il est donc conseillé de se limiter a
deux cycles et de fractionner le plasma récolté en plus petits échantillons afin de préserver la
qualité des cfDNA (El Messaoudi et al.,, 2013). Il est également possible d’extraire TADN avant
stockage plutét que de stocker le plasma tel quel, car ce premier semble moins prédisposé a la
fragmentation lorsqu’il n’est pas conservé directement dans le plasma (Chan et al.,, 2005). La
température de décongélation n’a fait 'objet que de peu d’études : Bronkhorst et al. (2015) ont
travaillé sur I'extraction des cfDNA obtenus a partir d'un milieu de culture et ont mis en évidence
qu’une décongeélation a 37 °C permettait d’obtenir un rendement significativement supérieur, par
comparaison a un protocole de décongélation a tempeérature ambiante. Cependant, aucune étude
n’a été menée sur le plasma.

En cas de plasma hémolysé, ictérique ou lipémique, I'échantillon ne doit pas étre utilisé car
ces altérations influencent I'analyse de leur contenu en cfDNA (Ungerer et al., 2020). En effet,
l'ictere est a I'origine d’une concentration erronée en cfDNA par interférence avec la technique de
PCR. De la méme facgon, la lipémie d’origine postprandiale entraine une diminution de la quantité
en cfDNA isolés (Meddeb et al., 2019).

b. Méthodes d’extraction des cfDNA

Les cfDNA étant peu concentrés dans les liquides biologiques et les sous-catégories d’intérét,
notamment les ctDNA, ne représentant qu'une faible fraction du pool total, le recours a des
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méthodes d’extraction dont le rendement est satisfaisant et assurant l'intégrité des cfDNA est
indispensable. Cependant, cela en fait souvent des procédés difficiles et chronophages. Afin
d’avoir recours aux cfDNA en tant que biomarqueurs de différentes maladies, il est dans I'intérét
de la communauté scientifique de développer des techniques d’extraction efficaces et
standardisées.

o Techniques utilisées

Face a leur taille réduite, les méthodes standards d’extraction de ’'ADN ne sont pas adaptées aux
cfDNA. Il a donc été nécessaire de développer des procédés d’extraction adéquats. A I'heure
actuelle, il existe de nombreux kits, utilisant des techniques différentes, permettant d’isoler les
cfDNA depuis un liquide biologique. Dans ce paragraphe, différentes techniques, pour certaines
commercialisées sous forme de kits, seront présentées. L’annexe 1, sans se vouloir étre
exhaustive, rassemble les caractéristiques de différents kits dont I'utilisation est rapportée dans la
littérature.

= Colonne de centrifugation

Le kit le plus utilisé a I'heure actuel, toutes techniques confondues, est le kit QlIAamp® Circulating
Nucleic Acid, élaboré par le laboratoire Qiagen (Sorber et al., 2017). Il permet de récupérer les
cfDNA contenus dans des échantillons, frais ou congelés une fois, de plasma, de sérum ou
d’'urine. Ce kit repose sur l'utilisation d’'une colonne de centrifugation constituée d’'une membrane
de silice et associée a un systéme de pompe a vide. La premiére étape consiste en une lyse,
permettant de libérer les acides nucléiques circulants des molécules (protéines, lipides) auxquelles
ils sont éventuellement liés ou des vésicules qui les contiennent : cette étape se fait a haute
température, sous I'action de protéinases et d’'un tampon spécifique. Puis, sous l'effet du vide
exercé par le systeme de pompe, les acides nucléiques (d’une taille d’au moins 20 paires de
bases) se lient a la colonne de silice, alors que les contaminants vont traverser la membrane de
silice. Les contaminants résiduels sont ensuite éliminés grace a trois étapes de lavage, pendant
que les acides nucléiques sont élués dans une solution tampon, dont le volume peut descendre
jusqu’a 20 uL, permettant ainsi de concentrer fortement les cfDNA. Le volume final d’éluat obtenu
dépend de la nature de [I'échantillon utilisée. Les conditions de stockage recommandées
dépendent du temps de stockage souhaité : une température de 2 a 8 °C est conseillée pour un
stockage de moins de 24 heures ; si la durée de stockage prévue est plus longue, il faut congeler
I'éluat a une température comprise entre —30°C et —15°C. Cette procédure présente 'avantage de
pouvoir traiter jusqu’a vingt-quatre échantillons a la fois, et peut étre automatisée a l'aide des
appareils QlAcube (Qiagen, 2019).

* Billes magnétiques

De nombreux kits ont recours a l'utilisation de billes magnétiques. C’est le cas du kit EpiQuick
Circulating Cell-Free DNA Isolation Kit, commercialisé par EpiGentek. Celui-ci permet d’isoler les
cfDNA contenus dans un échantillon de plasma ou de sérum (frais ou congelé), dont le volume
peut varier de 0,1 a 1 mL. La premiére étape consiste en une lyse enzymatique des complexes
nucléosomaux, permettant de libérer les fragments d’ADN. Sous I'effet d’'un champ magnétique,
les billes magnétiques vont capturer les cfDNA, puis sont ensuite lavées deux fois a I'éthanol, ce
qui permet de purifier les cfDNA avant leur élution dans la solution tampon. Les billes sont ensuite
recapturées par magnétisme. L’éluat, dans lequel sont contenus les cfDNA, peut ensuite étre
utilisé immeédiatement ou stocké a —20°C pour un usage futur (EpiGentek, 2022a).
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* Polymer Mediated Enrichment

Cette technologie est par exemple utilisée dans le kit PME free-circulating DNA Extraction Kit,
commercialisé par Analytik Jena. Le principe repose sur I'utilisation de billes de polymére pouvant
se lier a tous les cfDNA présents dans un échantillon donné. Ce complexe polymére-cfDNA est
ensuite centrifugé. Puis, les fragments d’acides nucléiques sont libérés dans un volume réduit de
solution tampon, par lyse de ces complexes. La derniére étape consiste en [I'utilisation d'une
colonne de biologie moléculaire, permettant la purification de I'échantillon. Aprés lavage et élution,
les cfDNA sont ensuite préts a étre analysés, par PCR, quantitative polymerase chain reaction
(qPCR), séquencage au bisulfite (pour identifier les sites de méthylation de I'ADN) ou autres
réactions enzymatiques (Analytik Jena, 2014). Ce kit fonctionne avec des échantillons de nature
variée (sérum, plasma ou urine) et s’avére flexible quant au volume a utiliser, a toutefois adapter a
la nature de I'échantillon. Il existe une version manuelle et une version automatique ; cette derniére
permet le traitement de plusieurs échantillons (jusqu’a seize) de fagon simultanée.

=  Phénol-chloroforme

Des méthodes d’extraction des cfDNA a base de phénol-chloroforme ont été décrites dans la
littérature. De fagon générale, I'extraction liquide-liquide au phénol-chloroforme permet d’isoler les
acides nucléiques (dans notre cas, les cfDNA), en les séparant des protéines grace a leur
différence de solubilité, dans une émulsion a deux phases (une aqueuse et une organique)
obtenue aprés centrifugation (Pillon, 2020). Les acides nucléiques se trouvent alors dans la phase
aqueuse, moins dense que la phase organique qui contient les protéines et les autres débris
hydrophobes. La phase aqueuse est ensuite isolée et de I'éthanol y est ajouté pour faire précipiter
les acides nucléiques.

En comparant le rendement de leur méthode d’extraction a base de phénol-chloroforme a
celui obtenu par utilisation du kit de Qiagen (QlAamp DNA Blood Mini Kit) qui repose sur
l'utilisation d’'une membrane de silice, Schmidt et al. (2005) se sont rendus compte que leur
méthode a base de phénol-chloroforme leur permettait d’obtenir plus de cfDNA a partir d’'un
échantillon de liquide de lavage broncho-alvéolaire que le kit commercial, a la fois chez les
individus sains et chez les patients atteints de cancer du poumon ; cela s’explique par le fait que
des cfDNA restent accrochés a la colonne de centrifugation du kit, méme aprés double élution. De
la méme fagon, Hufnagl et al. (2013) ont obtenu un meilleur rendement avec leur protocole
d’extraction modifié a la fois par rapport aux kits commerciaux (Maxwell 16 LEV DNA Purification
Kit de Promega, QlAamp DNA Mini Blood Mini kit de Qiagen) mais également par rapport au
protocole de Schmidt et al. (2005) : ce dernier point peut s’expliquer par la différence du nombre
d’étape de centrifugation (une seule versus deux), et les concentrations différentes en sel utilisées.
Cependant, si les méthodes a base de phénol-chloroforme semblent plus performantes en termes
de rendement, elles sont plus chronophages (un a deux jours) (Hufnagl et al., 2013; Schmidt et al.,
2005), exposent le personnel a des produits dont la toxicité est non négligeable et nécessitent de
travailler sous hotte chimique (Pillon, 2020).

o Comparaison des kits disponibles sur le marché

= Durée des protocoles d’extraction
Les différents kits disponibles sur le marché différent par la technique et le protocole utilisés, mais
également par la délai nécessaire avant I'obtention de cfDNA purifiés (tableau 3).
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Tableau 3 : Durée du processus d’extraction de différents kits (d’aprés Qiagen, 2019 ;
Westburg Life Science, n.d. ; EpiGentek, 2022 ; Promega, 2021)

Nom du kit utilisé Laboratoire Durée du processus d’extraction

QlAamp® Circulating Nucleic Acid Qiagen < 2 heures pour 24 échantillons

Echantillon de 1 mL : 30 minutes
PME free-circulating DNA Extraction Kit Westburg
Echantillon de > 1 mL : 1 heure

EpiQuick™ Circulating Cell-Free DNA

Isolation Kit EpiGentek 1 heure

Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit Promega 70 minutes

= Rendement en cfDNA

Dans leur étude, Sorber et al. (2017) ont comparé l'efficacité de plusieurs kits d’extraction des
cfDNA disponibles sur le marché, présentés dans le tableau 4. Dix échantillons de plasma, dont
cing présentant la mutation KRAS, de neuf individus souffrant et traités pour une maladie
pancréatique (deux kystes pancréatiques, trois adénocarcinomes du canal pancréatique, quatre
processus métastatiques) ont été utilisés pour comparer ces différents kits. Le statut KRAS de
chaque patient a été déterminé antérieurement a cette étude par PCR digitale en gouttelettes
(ddPCR pour droplet digital polymerase chain reaction), a la fois sur les ctDNA et sur I'échantillon
d’exérése quand celui-ci était disponible. Le kit QIAamp® Circulating Nucleic Acid de Qiagen sert

de référence dans cette étude.
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Tableau 4 : Présentation des kits utilisés dans I’étude de Sorber et al. (2017)

Nom du kit utilisé  Laboratoire Technique utilisée Volume de plasma  Lyse avant I'étape

utilisé de liaison ?
QIAamp® Circulating ) Co'cf””e c.ie ,
: . Qiagen centrifugation Oui
Nucleic Acid .
(membrane de silice)
PME free-circulating Analytik Polymer Mediated Non
DNA Extraction Kit Jena Enrichment
EpiQuick™ Circulating
Cell-Free DNA EpiGentek Billes magnétiques 0,5mL Non
Isolation Kit
Maxwell® RSC
W Promega Billes magnétiques Oui

ccfDNA Plasma Kit

NEXTprep-Mag™
cfDNA Isolation Kit = Sanbio B.V. Billes magnétiques Oui
(versions 1 et 2)

L’efficacité d’extraction de chacun de ces kits a été établie par ddPCR, permettant la
quantification des cfDNA totaux et de la fraction de ctDNA porteurs de la mutation KRAS figure
12). Le rendement en cfDNA totaux du kit de Qiagen est comparable a celui du kit Maxwell® RSC
ccfDNA Plasma Kit (p = 0,853), et significativement plus élevé que celui des kits PME free-
circulating DNA Extraction (p < 0,0005) et NEXTprep-Mag™ cfDNA Isolation Kit version 2 (p =
0,001). Cette différence peut s’expliquer par I'étape de lyse avant I'étape de liaison et donc par la
lyse des exosomes qui contiennent de 'ADN double brin. Concernant les kits EpiQuick™
Circulating Cell-Free DNA Isolation Kit et NEXTprep-Mag™ cfDNA Isolation Kit version 1, aucune
copie n’a été détectée aprés amplification des échantillons.
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Figure 12 : Nombre de copies / yL obtenus par PCR digitale en gouttelettes (d’aprés Sorber

etal., 2017)
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La présence de sept types de mutation du gene kras et d’'une séquence sauvage de I'exon
2 a été déterminée par ddPCR. Les kits les plus performants sont encore une fois les kits de
Qiagen et de Promega : en effet, ils ont identifié les mutations chez les quatre patients atteints
d’adénocarcinome du pancréas de stade 4 (métastasé), mais pas chez le celui atteint d’'un cancer
de stade 2 (atteinte des organes voisins mais résécable). Cette baisse de sensibilité sur les stades
moins avancés peut s’expliquer par une corrélation positive entre la concentration en cfDNA et le
stade tumoral. Parmi les autres kits, seule la version 2 du kit Sanbio B.V. a pu identifier la mutation
du géne kras parmi les deux échantillons a la charge mutationnelle la plus élevée, et cela sans
différence significative avec les deux kits cités précédemment, ce qui peut s’expliquer par le faible
nombre d’échantillons testés ici. La capacité des différents kits a identifier ou non la présence de
mutations peut étre a relier a leur efficacité d’extraction : plus la quantité de cfDNA isolée est
faible, plus celle de ctDNA mutés I'est également, rendant la fraction mutée trop faible pour étre
identifiée. |l est également possible que I'éluat de certains kits contienne des agents inhibiteurs de
la ddPCR, rendant leur analyse via cette technique impossible.

= Intégrité des cfDNA

Dans le cadre de I'étude de Sorber et al. (2017), l'intégrité des cfDNA aprés extraction a été
déterminée par qPCR, utilisant deux types d’amorces produisant des amplicons de 105 et de 206
paires de bases du géne gapdh, ne se recoupant pas. A I'exception du kit EpiQuick™ Circulating
Cell-Free DNA Isolation Kit, tous les échantillons de cfDNA issus des autres kits ont permis
'amplification des deux types de fragments. Dans le cas du kit EpiQuick™ Circulating Cell-Free
DNA Isolation Kit, un premier échantillon a montré une amplification du fragment de 105 paires de
bases et un second une amplification du fragment de 236 paires de bases ; aucune amplification
n'a été observée parmi les autres échantillons soumis a ce kit. Les performances des kits des
laboratoires Qiagen et Promega sont encore une fois comparables, pour les deux tailles de
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fragments. Cependant, les quatre autres kits ont montré une efficacité moindre pour isoler les
fragments de petites tailles, en comparaison au kit de Qiagen.

d. Conditions de stockage aprés extraction

Les conditions de stockage des cfDNA isolés sur le court et long terme ont un impact sur leur
concentration, leur taille et leur pureté : il est donc important de les contréler afin de garantir la
qualité des cfDNA, d’autant plus que les échantillons peuvent étre stockés sur des durées
prolongées car les études s’intéressant aux cfDNA sont souvent de nature rétrospective (Ungerer
et al., 2020). Les recommandations dépendent de I'utilisation finale des cfDNA : en vue de la
quantification et de I'étude de la fragmentation des cfDNA, il est conseillé de stocker les
échantillons a —20 °C pendant moins de trois mois, alors que les échantillons de cfDNA isolés
peuvent étre conservés jusqu’a neuf mois a —20 °C ou —80 °C dans le cadre d’étude de mutations.
En termes de cycles de congélation/décongélation, leur répétition n’affecte pas la structure des
cfDNA aprés isolement, mais il est tout de méme conseillé de se limiter a trois cycles ou moins
pour empécher la fragmentation des cfDNA (Meddeb et al., 2019). En général, le type de tube
utilisé pour le stockage des cfDNA aprés extraction n’est pas spécifié. Certaines études
recommandent ['utilisation de tubes a base de propyléne de type low-bind, sensés limiter
'absorption d’ADN (Meddeb et al., 2019). Néanmoins, Bronkhorst et al. (2015) ont démontré une
diminution de la quantité de cfDNA lorsque ceux-ci étaient stockés dans les tubes Eppendorf low-
bind par rapport a aux échantillons stockés dans des tubes Eppendorf standards. En ce qui
concerne le transport des cfDNA, il est conseillé de les congeler avant leur transport, mais il est
toutefois possible de les conserver a 4 °C (Meddeb et al., 2019).

4. Variables étudiées dans la littérature
Dans la littérature, différentes variables basées sur les cfDNA ont fait 'objet d’études.

La concentration en cfDNA peut étre mesurée dans des échantillons de nature différente :
sang (total, plasma et sérum), urines, LCS, liquide synovial pour n’en citer que quelques uns
(Martignano, 2019; Panizzi et al.,, 2023). La concentration totale en cfDNA (toutes natures
confondues) peut étre évaluée, ou seule une partie des cfDNA peut étre quantifiée (comme les
ctDNA (Diehl et al., 2008) ou les cfDNA issus d’agents pathogénes (Wichmann et al., 2009))

L’'index d’intégrité des cfDNA fait référence au ratio entre les fragments longs et les
fragments courts, et est notamment utilisé en oncologie humaine et vétérinaire (Hao et al., 2014;
Tagawa et al., 2019).

Le pool de cfDNA étant composé de fragments d'origine variée, certaines études
s’intéressent spécifiquement a des cfDNA d’une nature précise et quantifient la proportion
représentée par les cfDNA de cette nature parmi la totalité des cfDNA. On parle donc de fraction
en cfDNA, notamment utilisée dans un contexte de néoplasie (fraction en ctDNA quantifiés chez le
malade (Walker et al., 2022)), de transplantation d’organe (fraction en dd-cfDNA quantifiés chez le
receveur) (Pedini et al., 2023) et en dépistage pré-natal (fraction en cffDNA quantifiés chez la
mére, dite fraction foetale) (Sarzynska-Nowacka et al., 2019).

D’autres caractéristiques des cfDNA ont fait I'objet d’études : degré de méthylation a
certains génes (comme le géne sept9 (Wu et al., 2016)), taille des fragments (Zhao et al., 2021),
recherche de marqueurs spécifiques (comme la 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) (Xiao et al.,
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2021)), recherche de mutations (par exemple, mutations des génes kras et braf (Liebs et al.,
2019)).

Ainsi, le pool de cfDNA est formé d’'un ensemble de fragments d’origines diverses et sujet a
de nombreuses variations selon les processus physiologiques et pathologiques auxquels sont
soumis les organismes vivants. Afin de récolter les cfDNA, différents liquides biologiques peuvent
étre prélevés et divers kits reposant sur des méthodes d’extraction variées peuvent étre utilisés.
Cependant de nombreux facteurs pré-analytiques influencent la qualité et la quantité des cfDNA
ainsi obtenus : un contrdle de ces facteurs est donc nécessaire afin de limiter leur altération et de
garantir la performance des tests basés sur les cfDNA, qui font I'objet de recherches en médecines
humaine et vétérinaire.

Page 44



Deuxiéme partie : utilisation des ADN
libres circulant en médecine humaine et
en médecine vétérinaire

1. Utilisation actuelle des ADN libres circulant en médecine
humaine

a. Oncologie : exemple du cancer colorectal

Pour illustrer I'application des cfDNA en oncologie humaine, nous prendrons ici pour exemple le
cancer colorectal. Celui-ci représente le deuxiéme type de cancer le plus fréquent dans le monde
avec presque un million de cas diagnostiqués chaque année, un chiffre en constante augmentation
en Europe depuis plusieurs années (Vymetalkova et al., 2018). Dans ce contexte, de nombreuses
études se sont intéressées a l'utilisation des cfDNA, et notamment des ctDNA qui sont porteurs de
mutations apportant des informations sur la tumeur, en tant que nouvel outil d’'aide au diagnostic,
au pronostic et au monitoring thérapeutique.

a. Diagnostic

A cause d’un diagnostic souvent tardif, le taux de survie en cas de cancer colorectal est faible
(Hao et al., 2014). En effet, cinq ans aprés le diagnostic, le taux de survie s’éléve a 14 % en cas
de cancer de stade IV (métastases a distance), alors qu'il est de 91 % pour les patients en stade |.
Ainsi, il est nécessaire de détecter précocement la maladie pour mettre en place une stratégie
thérapeutique adaptée et allonger I'espérance de vie des individus concernés. Les méthodes
diagnostiques utilisées a I'heure actuelle présentent toutes un ou plusieurs inconvénients :
caractére invasif, manque de sensibilité et/ou de spécificité. Il est donc important de mettre au
point un test diagnostique au caractére invasif minimal et a la sensibilité et spécificité maximales
(Wu et al., 2021).

Chez les patients atteints d’un cancer colorectal, les concentrations médianes en cfDNA
sériques et plasmatiques étaient significativement augmentées (p < 0,0001) par rapport aux
groupes contréles (individus sains et individus présentant un polype intestinal (Hao et al., 2014) ou
individus sains et individus présentant une lésion adénomateuse pré-cancéreuse (Bedin et al.,
2017), selon l'étude) ; cette augmentation était d’autant plus marquée que la progression du
cancer était avancée. En ce qui concerne l'index d’intégrité des cfDNA, qui correspond au ratio
entre fragments longs et courts, les études se contredisent : en cas de cancer colorectal, certaines
ont mis en évidence une baisse de I'intégrité des cfDNA (Yoriker et al., 2015), alors que d’autres
ont identifié¢ un index d’intégrité plus élevé (Bedin et al., 2017; Hao et al., 2014). Ainsi, pour
déterminer I'intérét diagnostique potentiel de ces deux marqueurs dans la distinction d’individus
sains et de patients atteints de cancer colorectal, Hao et al. (2014) ont étudié leurs performances,
seuls, associés entre eux ou avec I'antigéne carcino-embryonnaire (biomarqueur surexprimé en
cas de cancer colorectal, mais peu sensible). Seuls, les marqueurs basés sur les cfDNA étaient
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plus performants que I'antigéne carcino-embryonnaire pour détecter la néoplasie. Cependant, leur
association améliorait leur efficacité diagnostique (tableau 5) (Flamini et al., 2006; Hao et al.,
2014). Ainsi, l'utilisation combinée de ces marqueurs pourrait servir d’aide plus précise au
diagnostic de la maladie, ce qui est notamment intéressant en stade précoce. En effet, la
combinaison des marqueurs permet d’améliorer la sensibilité (Flamini et al., 2006; Hao et al.,
2014) et permet d’atteindre une spécificité parfaite si les deux marqueurs sont positifs (Flamini et
al., 2006). Les performances des ctDNA et de I'antigéne carcino-embryonnaire ont également été
comparées dans un contexte de récidive suite a une prise en charge chirurgicale du cancer
éventuellement associée a une chimiothérapie adjuvante : en cas de récidive diagnostiquée par
radiographie, il était non seulement plus fréquent d’identifier la présence de ctDNA qu'une
élévation de I'antigéne carcino-embryonnaire (85 % versus 41 %), mais la détection des ctDNA
s’est également révélée étre plus précoce (Tie et al., 2016). Ainsi, ce gain de temps pourrait
éventuellement permettre une adaptation plus rapide du protocole thérapeutique et résulter en un
meilleur pronostic pour les patients concernés.

Tableau 5 : Performances de la concentration médiane sérique en cfDNA, de I'index
d’intégrité et de I’antigéne carcino-embryonnaire pour distinguer les patients atteints de
cancer colorectal et les individus sains (d’aprés Flamini et al., 2006 ; Hao et al., 2014)

Sensibilité (%) Spécificité (%) Valeur Valeur
' Marqueur .4 (Intervalle de P ° prédictive prédictive
Etude v aix Valeur seuil . s (Intervalle de i At
étudié Confiance a Confiance  95%) * positive négative
95%) * ° (VPP) (%)  (VPN) (%)
Concentration
médiane 81,3 73,3
sérique en 12,5 Non précisée Non précisée
cfDNA (nglmL) [71,0 ) 88,5] [62,3 ) 82,0]
Concentration
médiane
sérique en 38,7 97,3
Flamini et antigéne 5 Non précisée Non précisée
al. (2006) carcino- [28,4 ; 50,0] [90,7 ; 99,2]
embryonnaire
(ng/mL)
Un seul marqueur
88.0 positif : 70,7 [59,7 ;
Marqueurs ’ 79,9] L L
., Non précisée Non précisée
combinés 787 : 93 5]
[78.7; 93, Deux marqueurs
positifs : 100 §
Hao et al. Conc’en.tratlon 0.85 69,23 99,00 98.63 773
(2014) médiane
sérique en [59,42 ; 77,90] [95,04 ; 99,98]
cfDNA (ng/mL)

Page 46



Sensibilité (%) Spécificité (%) Valeur Valeur

Etude Ma’irqu-e’ur Valeur seuil * (Interyalle d‘e (Intervalle de prédi.c.tive prt'édicfive
étudié Confiance a Confiance  95%) * positive négative
95%) * (VPP) (%) (VPN) (%)
Index 73,08 97,27
d’intégrité 0,52 96,20 79,26
[63,49 ; 81,31] [92,24 ; 99,43]
Concentration
médiane
sérique en 42,31 100
antigéne 5 100 64,71
carcino- [31,77 ; 51,42] [96,70 ; 100]
embryonnaire
(ng/mL)
Marqueurs 85,57 ¢ 97,27 ¢ 96,74 87,7
combinés

* Les valeurs de sensibilité et spécificité ont été déterminées a partir des résultats issus du
diagnostic histologique sur biopsie.

* La valeur seuil est la valeur permettant de distinguer les résultats positifs et les résultats négatifs.

§ L'intervalle de confiance a 95% n'a pas été fourni.

L’'étude de la méthylation des cfDNA apporte des informations intéressantes pour le
diagnostic : en s’intéressant a la méthylation des dinucléotides cytosine-guanine, Liu et al. (2018)
ont développé une technique de séquencage permettant d’établir un score de méthylation des
cfDNA plasmatiques, leur permettant ainsi de déterminer la présence d’un cancer colorectal chez
88,5 % des patients atteints de ce type de tumeur. De nombreuses études se sont également
intéressées a la méthylation d’'une grande variété de génes impliqués de différentes maniéres
dans le développement et la progression du cancer (méme si leur réle exact est parfois encore mal
compris). Le géne sept9 est le plus étudié dans un contexte de cancer colorectal (Worm drntoft,
2018). Il existe un test sanguin basé sur la détection du géne sept9 méthylé : il s’agit du test Epi
proColon®, dont la sensibilité et la spécificité pour la détection précoce du cancer colorectal
s’élevent jusqu’a 79,3 % et 99,1 % respectivement, selon les études (Wu et al., 2016) ; a I'heure
actuelle, il existe une version améliorée nommée Epi proColon® 2.0 CE, qui est la seule disponible
sur le marché. Plusieurs études rapportent que l'utilisation de cette technique pour identifier une
hyperméthylation du géne sept9 pourrait étre utile dans le cadre du dépistage opportuniste de la
maladie (Song et al., 2017; Wu et al., 2016). Cependant, la valeur clinique et 'avantage conférée
de I'étude de la méthylation du géne sept9 par rapport a d’autres techniques de dépistage moins
invasives dans ce contexte n'ont pas encore été prouvés (Worm Orntoft, 2018). De plus, le
dépistage opportuniste, a l'inverse du dépistage organise€, ne garantit pas I'égalité de l'accés au
soin et de la qualité des service, ce qui en fait une méthode de dépistage controversée (Garborg et
al., 2013). L’analyse de la méthylation du géne sept9 est également intéressante pour identifier,
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avant la mise en place d’une thérapie, la présence de métastases ; toutefois, elle n’apporte pas de
renseignement sur le nombre de sites métastatiques (Bergheim et al., 2018). L’évaluation de
I'hyperméthylation des génes bcat1 et ikzf1 permet de détecter une récidive chez des patients dont
le cancer colorectal fit précédemment pris en charge, et cela de fagcon plus sensible que I'antigéne
carcino-embryonnaire (également utilisé pour monitorer une éventuelle récidive du cancer)
(Musher et al., 2020) ; le test basé sur la méthylation de ces deux génes est notamment 2,5 fois
plus sensible lorsqu’'une prise en charge chirurgicale est possible (Pedersen et al., 2022). De
nombreux autres génes ont fait I'objet d’études (tels que les génes npy, wif-1, alx4, apc) mais les
recherches, moins nombreuses, semblent étre moins avancées dans le processus de
développement de nouveaux biomarqueurs d’aide au diagnostic (Worm @rntoft, 2018).

La 5hmC résulte de la modification d’une cytosine par oxydation de la 5-méthylcytosine au
cours de la déméthylation de 'ADN et est présumée posséder un role dans I'expression des génes
(Gilat et al., 2017). Cette modification épigénétique serait impliquée dans différents processus
pathologiques : athérosclérose, maladies neurodégénératives, processus tumoraux (Xiao et al.,
2021). Dans ce dernier cas, et notamment pour de nombreuses tumeurs malignes, une perte de
5hmC est observée (Gilat et al., 2017). Plusieurs études se sont donc intéressées aux 5hmC
retrouvés au seins des cfDNA des patients atteints de cancer, notamment colorectal. Grace a la
mise en place d’'un systéeme de classification basé sur I'étude de ces marqueurs, il s’est avéré
possible de distinguer les individus atteints d’un cancer colorectal des individus sains, avec une
sensibilité de 88% et une spécificité de 89% (Li et al., 2017). Cette technique permettrait
également un dépistage précoce chez les patients en stade I, méme en cas de faible fraction en
ctDNA (Walker et al., 2022). En cas d’historique d’adénome ayant précédé le développement d’'un
cancer colorectal, I'étude des marqueurs 5hmC met en lumiére la présence de caractéristiques
spécifiques chez ces patients, pouvant ainsi servir a estimer le risque de transformation maligne
d'un adénome colorectal et a diagnostiquer précocement le cancer (Xiao et al., 2021). Trés
récemment, il a été montré que le niveau en 5hmC du géne tIr4 serait similaire entre les cfDNA et
les gDNA directement issus du tissu tumoral, ce qui fait de ce géne un candidat prometteur pour
des études ultérieures concernant le cancer colorectal (JevSinek Skok et Hauptman, 2023).

Les ctDNA, cfDNA spécifiques des cellules tumorales, ont fait I'objet d’études visant a
identifier la présence de mutations impliquées dans la carcinogenése (par mutations a l'origine de
l'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs apc et p53 et de 'activation de 'oncogéne kras)
(Wang et al., 2004), mais aussi dans un défaut de réponse a la thérapie ciblée contre le récepteur
du facteur de croissance épidermique (par mutations de l'oncogéne kras et du géne braf) qui
nécessitent donc la mise en place d'une thérapie personnalisée (Liebs et al., 2019). L’analyse des
ctDNA s’est révélée parfaitement spécifique : tous stades confondus, aucun ctDNA muté n’a été
détecté chez les patients dont la tumeur n’exprime pas de mutation (Liebs et al., 2019; Wang et al.,
2004). Cependant, si la spécificité est satisfaisante, selon certaines études, la sensibilité de cette
technique I'est peu. En effet, chez les patients dont la tumeur exprime des mutations du géne apc,
du géne p53 ou de l'oncongeéne kras, seuls 46,2 % d’entre eux ont pu étre identifiés par analyse de
leurs ctDNA plasmatiques (toutes mutations confondues) (Wang et al., 2004) ; de méme, Liebs et
al. (2019) n'ont pu identifier la présence de mutations des génes kras ou braf au sein des ctDNA
de seulement 31 % des échantillons plasmatiques provenant de patients atteints de cancer
colorectal. Il faut noter que ces valeurs varient de fagon conséquente selon I'étude considérée, ce
qui est sGrement attribuable a de nombreux facteurs pré-analytiques (Wang et al., 2004). Si la
sensibilité de ces tests augmente avec la progression du cancer, un élément en faveur de
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limplémentation en routine de ce test chez les patients présentant des métastases, l'intérét de la
recherche de mutations au sein des ctDNA reste toutefois cependant limitée en stade précoce du
fait d’'une sensibilité plus faible qu’en cas de processus métastatique (Bettegowda et al., 2014,
Liebs et al., 2019).

b. Pronostic

La détection de ctDNA dans le plasma de patients atteints de cancer colorectal serait un élément
pronostique défavorable : chez des patients en stade | a lll, Lecomte et al. (2002) ont mis en
évidence un taux de survie a deux ans aprés prise en charge chirurgicale réduit si des ctDNA
avaient été retrouvés dans le plasma en période pré-opératoire (48 % contre 100 % de survie en
cas d’'absence de détection de ctDNA). Ces patients seraient également plus a risque de rechute.
De fagon quantitative, une concentration élevée en cfDNA (supérieure a 1 000 ng/mL dans I'étude
de Schwarzenbach et al. (2008)) au moment du diagnostic était corrélée a une durée de survie
réduite (EI Messaoudi et al., 2013; Schwarzenbach et al., 2008). En ce qui concerne les
informations apportées par une mesure en période post-opératoire, Diehl et al. (2008) ont observé
une tendance a la rechute dans l'année suivant la prise en charge si des ctDNA étaient
détectables dans le plasma des patients traités chirurgicalement. Chez des patients au cancer
colorectal de stade Il, la présence de ctDNA en post-opératoire en I'absence de chimiothérapie
adjuvante ou leur persistance aprés complétion d’'une chimiothérapie sont deux indicateurs en
faveur d’un fort risque de récurrence radiographique (Tie et al., 2016).

Certaines caractéristiques des cfDNA peuvent apporter des informations pronostiques. En
ce qui concerne la méthylation des cfDNA, il a été démontré que la méthylation des génes hitf
et/ou hpp1 représente un facteur pronostique indépendant corrélé a un taux de mortalité supérieur
(Wallner et al.,, 2006). La méthylation des génes sept9 et shox2 présente une association
significative avec la classification TNM, un indicateur de survie de confiance (Bergheim et al.,
2018). Dans I'étude de Liu et al. (2018), un score de méthylation considéré élevé, soit supérieur a
5 %, était associée a une durée de survie réduite. Quant au niveau de fragmentation des cfDNA,
plus celui-ci était élevé, plus le pronostic de survie semblait mauvais (espérance de survie réduite)
(El Messaoudi et al., 2016). L'identification de la présence de mutations dans certains génes
semblent également étre corrélée a une durée de survie moindre : les patients au cancer
colorectal métastasé dont une mutation au géne kras a été identifiée par analyse de leurs cfDNA
plasmatiques présentaient un pronostic plus mauvais que ceux au gene kras sauvage (Xu et al.,
2014). Chez ces patients, en cas de mutation des génes kras ou braf, plus la fraction en cfDNA
mutés était élevée plus I'espérance de vie semblait étre courte, méme si aucune différence
significative n’a été identifiée par EI Messaouidi et al. (2016).

De fagon générale, EI Messaouidi et al. (2016) ont postulé que tous les paramétres
associés aux cfDNA pourraient servir de marqueurs pronostiques.

c. Monitoring thérapeutique

Aprés une prise en charge chirurgicale, lorsque celle-ci est possible, une augmentation de la
concentration plasmatique en cfDNA peut étre observée fugacement, au cours de la dizaine de
jours suivant l'intervention, possiblement secondairement a linflammation liée a la procédure
(Frattini et al., 2006; Hao et al., 2014). Cependant, au cours des quatre mois suivants, une
diminution est observée, avec une cinétique qui varie d’'un patient a I'autre : diminution linéaire ou
drastique, éventuellement aprés une premiére phase daugmentation telle que décrite
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précédemment. Cette diminution se poursuit dans le temps chez les patients ne présentant pas de
récidive. A linverse, en cas de récurrence ou de métastase, les suivis de contrdle montrent une
drastique ré-augmentation de la concentration plasmatique en cfDNA, et ce, avant I'apparition de
signes cliniques évocateurs de la maladie (Cassinotti et al., 2013; Frattini et al., 2006). Ainsi, la
quantification des cfDNA en post-opératoire pourrait servir d’aide a la détection d’'une éventuelle
récidive par maladie résiduelle ou d'un processus métastatique en cours. En s’intéressant
spécifiquement aux ctDNA, ceux-ci semblent étre le reflet de la masse tumorale, sans toutefois
pouvoir affirmer avec certitude qu’ils y soient proportionnels. Selon si 'exérése chirurgicale initiale
est compléte ou non et donc selon la persistance de cellules tumorales, la dynamique de variation
de la concentration en ctDNA n’est pas la méme, avec une diminution beaucoup plus marquée en
cas d’exérése compléte ; en cas d’identification de nouvelles Iésions tumorales sur les images
radiographiques, on observe en parallele une augmentation des ctDNA dans le plasma des
patients (Diehl et al., 2008). L’étude de la méthylation des cfDNA fournit des informations similaires
: en cas d’exérése chirurgicale, une diminution du niveau de méthylation du géne sept9 était notée
chez les individus dont le cancer était localisé, alors qu’aucune modification n’a été observée en
cas de processus métastatique ou d’exérése en marges non saines (Bergheim et al., 2018). Dans
une étude s’étant intéressée aux génes bcat1 et ikzf1, une persistance des ctDNA apres thérapie,
notamment beaucoup plus fréquente en cas de non complétion du traitement (absence de thérapie
adjuvante ou thérapie adjuvante incompléte aprés résection chirurgicale), était associée a une
progression de la maladie (Symonds et al., 2022). Ainsi, ces différents tests pourraient servir a
détecter les cas de maladie résiduelle, notamment suite a un échec thérapeutique, et a adapter la
prise en charge afin de favoriser les chances de survie des patients.

En cas d’exérése chirurgicale compléte de la tumeur impossible nécessitant une
chimiothérapie palliative, le monitoring des ctDNA permet d’évaluer son efficacité. Le suivi de la
concentration plasmatique en cfDNA chez des patients au cancer colorectal métastasé a montré
une tendance initiale a la diminution grace a l'effet cytostatique des molécules de chimiothérapie,
avant une phase d’augmentation correspondant a la progression de la maladie (Schwarzenbach et
al., 2008). En cas de mise en place d’'un protocole de chimiothérapie de seconde intention, le suivi
de la concentration plasmatique en ctDNA aprés huit semaines a montré une diminution
significative chez les patients stables ou présentant une réponse partielle au traitement, par
comparaison aux patients dont le cancer est en progression. De plus, la réponse a la
chimiothérapie était meilleure si le ratio de la concentration en ctDNA avant/aprés mise en place
du traitement pendant huit semaines est inférieur a 50 % (Osumi et al., 2019).

b. Maladies infectieuses

a. Sepsis

Le sepsis peut se définir comme une dysfonction organique secondaire a une réponse anormale
de l'organisme face une infection (Li et Tablin, 2018), qui se caractérise par une activation des
mécanismes d’inflammation et de coagulation (Dwivedi et al., 2012). C’est une cause importante
de morbidité et de mortalité dans le monde, et notamment la cause majeure de mortalité chez les
patients critiques.

En cas de sepsis, il peut y avoir une dérégulation du processus de nétose, qui joue
usuellement un role de défense de I'organisme en limitant la croissance et la dissémination des
agents pathogénes. Cet emballement est a I'origine d’'une libération excessive de NETs favorisant
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alors différents facteurs impliqués dans la morbidité et la mortalité associées au sepsis :
thrombose vasculaire et coagulation intravasculaire disséminée par activation anormale des
mécanismes de coagulation, syndrome de défaillance multiviscérale (Li et Tablin, 2018). Comme
expliqué précédemment, il y a une libération de cfDNA suite a la nétose. Ceux-ci jouent un réle
dans la pathologie du sepsis : les cfDNA favorisent la coagulation et inhibent la lyse des caillots
sanguins, aboutissant ainsi a la formation de thrombi vasculaires (Jackson Chornenki et al., 2019).
Ainsi, il peut donc s’avérer intéressant de se pencher sur les informations, a la fois diagnostiques,
pronostiques et thérapeutiques, apportées par les cfDNA dans un contexte de sepsis, d’autant plus
que la quantification des NETs par immunofluorescence peut s’avérer étre un challenge en
clinique (Li et Tablin, 2018).

En termes de diagnostic, Long et al. (2016) ont comparé les performances de détection
d’agents pathogénes de la culture bactériologique et du séquencgage de nouvelle génération (NGS
pour next generation sequencing), a partir d’échantillons de plasma de patients atteints de sepsis.
Le NGS, qui consiste a séquencer rapidement des millions de fragments d’ADN de fagon
simultanée, présente I'avantage non négligeable de pouvoir détecter les bactéries difficiles a
mettre en culture et les virus, a l'inverse de la culture bactériologique. Ainsi, dans I'étude de Long
et al. (2016), I'application du NGS aux cfDNA a permis d’augmenter la sensibilité diagnostique par
rapport a I'hémoculture seule, et de détecter efficacement la présence de multiples agents
pathogénes le cas échéant. Une autre méthode diagnostique, développée par Chen et al. (2020),
consiste a détecter une quantité anormale de cfDNA d’origine bactérienne dans le sang de
patients atteints de sepsis, en comparant les dits cfDNA au génome des bactéries : cette méthode
s’est révélée beaucoup plus performante que 'hémoculture pour diagnostiquer le sepsis, avec une
sensibilité de 91 % et une spécificité de 83 %. De plus, les deux méthodes nouvellement décrites
étaient également moins chronophages que la culture bactériologique ; toutefois, elles
nécessitaient tout de méme un délai de un a trois jours, qui reste trop long dans ce contexte (Chen
et al., 2020; Long et al., 2016). Il n’est cependant pas aberrant d’espérer que ce délai puisse étre
drastiquement réduit dans le futur, permettant grace aux cfDNA une identification rapide des
pathogénes en cause dans un contexte de sepsis.

Dwivedi et al. (2012) se sont intéressés a I'apport pronostique des cfDNA chez des patients
atteints de sepsis séveére. lls ont d’abord établi que la concentration plasmatique en cfDNA chez
les patients ayant survécu était similaire a celle des individus sains, mais significativement plus
faible que celle des patients ayant succombé au sepsis, ce qui est cohérent avec les résultats
établis précédemment (Saukkonen et al., 2008). L’étude comparée des aires sous la courbe ROC
(receiver operating characteristic) de différents paramétres (concentration plasmatique en cfDNA,
systémes de scoring MOD et APACHE Il utilisés pour évaluer la sévérité d’'une affection, protéine
C réactive (CRP), interleukine-6) a été réalisée pour déterminer le pouvoir prédictif de chaque
variable. De tous, la concentration plasmatique en cfDNA correspondait au paramétre le plus
performant pour prédire la mortalité aux soins intensifs, avec une sensibilité et une spécificité
d’'une valeur de 87,9 % et de 93,5 % respectivement, pour une valeur seuil de 2,35 ng/pL (Dwivedi
et al., 2012). L’équipe de Avriel et al. (2014) s’est intéressée a la valeur prédictive de la
concentration sérique en cfDNA a l'admission, de la concentration en procalcitonine (un
biomarqueur potentiellement utile dans un contexte de sepsis car fiable pour prédire I'issue chez
des patients critiques) et de la valeur du score APACHE Il chez des patients atteints de sepsis
sévere, afin d’'identifier quel marqueur était le plus intéressant pour déterminer la mortalité a 28
jours. Leurs recherches ont montré que la concentration sérique en cfDNA a I'admission, mesurée
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par fluorométrie, permettait de prédire avec précision la mortalité a court terme chez les patients
atteints de sepsis sévéere. De plus, les performances de ce nouveau marqueur dépassaient celles
de la procalcitonine et du score APACHE Il pour différencier les patients ayant survécu et ceux
décédés a 28 jours.

L’étude des cfDNA dans un contexte de sepsis a aussi un intérét thérapeutique. En effet,
les cfDNA jouent un réle dans l'intensité et la durée de la réaction inflammatoire par activation des
récepteurs Toll-Like des cellules du systéme immunitaire (macrophages de I'espace péritonéal)
(Dawulieti et al., 2020). De plus, ils modifient la structure des caillots sanguins en modulant la
synthése de thrombine et perturbent la fibrinolyse via I'atténuation de I'activité de la plasmine par
création d’'un complexe avec la plasmine et la fibrine (Gould et al., 2015). Ainsi, il est pertinent de
considérer les cfDNA comme des cibles thérapeutiques potentielles, puisque leur neutralisation
pourrait permettre de moduler la réponse immunitaire en cours. En 2020, Dawulieti et al. ont
montré que l'utilisation de nanoparticules se liant aux cfDNA chez des souris ou un sepsis a été
induit expérimentalement semble prometteuse : en effet, elles ont permis de réduire la mortalité en
empéchant la survenue d’une réaction inflammatoire Iétale et en limitant les dommages causés
aux organes touchés par le sepsis (Dawulieti et al., 2020). Ces résultats soulignent lintérét
potentiel des cfDNA dans la prise en charge médicale du sepsis.

b. Pneumonies infectieuses

Les pneumonies sont des affections inflammatoires qui, comme leur nom l'indique, touchent les
poumons ; nous nous intéresserons ici aux pneumonies d’'origine infectieuse. Parmi la grande
diversité de maladies d’origine infectieuse, les pneumonies représentent une des causes majeures
de déces et la premiére cause mondiale de décés chez les enfants (Shimizu, 2023). Le diagnostic
peut s’avérer difficile, car les techniques bactériologiques ne permettent d’obtenir un résultat positif
que dans moins de 20 % des cas (Langelier et al., 2020). Il est donc nécessaire de mettre au point
des techniques diagnostiques facilitant le travail des cliniciens et la prise en charge des patients.

Les techniques usuellement utilisées pour identifier les agents pathogénes responsables
d’'une infection présentent toutes des limites : certaines bactéries sont difficiles a cultiver et le délai
avant I'obtention des résultats issus de la bactériologie est long, dans les cas ou un résultat est
effectivement obtenu (seulement 4 a 18 % de cultures positives en cas de pneumonie (Langelier et
al., 2020)). De plus, le recours a des antibiotiques avant la réalisation d’'une hémoculture peut
influencer les résultats de cette derniére (Dworsky et al., 2022). La PCR multiplex est plus rapide
mais ne peut tester qu'un petit nombre d’agents étiologiques. La spectrométrie de masse, bien
gu’intéressante, nécessite tout de méme d’isoler les pathogénes (Han et al., 2020). L'utilisation du
NGS a partir des cfDNA provenant des pathogénes retrouvés dans les liquides biologiques des
patients souffrant de pneumonies infectieuses a fait I'objet de plusieurs études afin de proposer
une alternative a ces techniques. D’aprés I'étude menée par Langelier et al. en 2020 chez 18
patients admis pour détresse respiratoire aigué secondaire a une pneumonie dont l'origine
infectieuse a été confirmée par culture bactériologique sur liquide respiratoire (liquide de lavage
broncho-alvéolaire ou d’aspiration trachéale) et dont les résultats sont présentés dans le tableau 6,
le NGS (technique de séquencgage lllumina) a permis d’identifier les pathogénes en cause en cas
de pneumonie infectieuse. Ainsi, le recours au plasma peut s’avérer étre une alternative, bien
qu’imparfaite, a l'utilisation des liquides respiratoires quand ceux-ci sont indisponibles (Langelier et
al.,, 2020). Chez des enfants atteints de pneumonie aigué communautaire, le NGS était plus
performant que la culture (sur sang, expectoration ou liquide d’épanchement pleural) pour identifier
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une origine infectieuse (et l'agent pathogéne impliqué dans 89 % des cas) expliquant la
symptomatologie, notamment aprés une antibiothérapie initiale (ce qui peut s’expliquer par une
persistance plus longue dans le sang des cf-micDNA que des bactéries vivantes aprés un
traitement antibiotique) (Dworsky et al., 2022; Farnaes et al., 2019). Par conséquent, le NGS a
permis d'adapter le traitement notamment par la mise en place d’un antibiotique de spectre plus
restreint sans qu’une rechute ne soit observée ultérieurement (Dworsky et al., 2022; Farnaes et al.,
2019). Cependant, il est important de noter que, malgré le fait que le NGS n’apporte aucune
information sur la sensibilité aux antibiotiques des pathogénes identifiés (Dworsky et al., 2022),
ces deux études ne mentionnent pas avoir recherché une éventuelle antibiorésistance, par
exemple via la réalisation d’'un antibiogramme ou la recherche de géne de résistance, avant le
changement d’antibiotique. D’autres limites inhérentes a cette technique d’analyse résident dans le
colt et le temps nécessaires a sa mise en ceuvre (Dworsky et al., 2022). De plus, des études
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer les performances diagnostiques (spécificité,
sensibilité) du NGS sur plasma (Farnaes et al., 2019; Langelier et al., 2020) et pour déterminer si
les résultats issus du NGS ne sont pas simplement le signe d’'une infection concomitante localisée
autre part dans l'organisme en cas de l'identification de multiples pathogénes, notamment lorsque
ceux-ci sont rares (Farnaes et al., 2019).

Tableau 6 : Comparaison des résultats issus de la bactériologie et du NGS chez 18 patients
atteints de pneumonie infectieuse (d’aprés Langelier et al., 2020)

Résultats issus du NGS Résultats issus du NGS

sur plasma sur liquide respiratoire
Identification du ou des pathogénes mis en
e e 12/18 patients 18/18 patients
évidence par culture bactériologique
Identification du ou des pathogénes
mication ¢u ot ges pathog 8/18 patients 11/18 patients

impliqués comme le ou les plus abondants

Plusieurs études se sont spécifiquement intéressées aux pneumonies causées par
Pneumocystis jirovecii, une infection fongique sévere et potentiellement mortelle chez les patients
immunodéprimés (secondairement a une infection virale, une greffe d’organe ou de moelle
osseuse, une néoplasie, une thérapie immunosuppressive) (Jiang et al., 2021). Plusieurs
techniques diagnostiques existent : une PCR, méthode la plus couramment utilisée pour détecter
P. jirovecii, peut étre réalisée sur lavage bronchoalvéolaire mais le prélévement est invasif donc
impossible sur patient instable et les analyses sur expectorations sont moins sensibles. Par
rapport a la PCR, l'immunofluorescence (permettant un diagnostic de certitude) nécessite une
certaine expertise et est moins sensible, la détection des B-glucanes moins spécifique. Quant a la
culture, il est impossible de cultiver in vitro le champignon (Moreno et al., 2022). C’est la que les
cfDNA rentrent en jeu : I'analyse des cfDNA plasmatiques par PCR a permis d’obtenir des
résultats satisfaisants chez les patients dont la pneumonie a P. jirovecii est prouvée (sensibilité de
100 %, spécificité de 93,4 %). Chez les patients dont I'infection était prouvée ou probable, tous
confondus, la sensibilité était médiocre mais comparable a celle du dosage des B-glucanes ; la
spécificité était elle cependant bien supérieure et méme excellente (99,1 %). Ainsi, la PCR sur cf-
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pDNA plasmatiques présente l'avantage, par rapport aux B-glucanes, de ne pas nécessiter le
recours a des analyses supplémentaires invasives en cas de résultat positif (Moreno et al., 2022).
Le recours au NGS semble également prometteur dans ce contexte : en plus d’étre beaucoup plus
rapide que la technique d’immunofluorescence (24 heures contre 5 jours minimum) (Lu et al.,
2022), les performances comparées des différents tests diagnostiques font du NGS le test a la fois
le plus sensible et trés spécifique (tableau 7). De plus, le NGS permet 'adaptation de la thérapie,
notamment grace a l'identification de co-infections (non détectables par PCR classique) (Foong et
al., 2022; Jiang et al., 2021) et, comme la PCR sur cfDNA, d’éviter dans certains cas le recours a
une bronchoscopie invasive (Foong et al., 2022).

Tableau 7 : Comparaison des résultats issus des différents tests diagnostiques chez des
patients atteints de pneumonie a Pneumocystis jirovecii (d’aprées Jiang et al., 2021)

Sensibilité (%) (Intervalle de Spécificité (%) (Intervalle de

Confiance a 95%) * Confiance a 95%) *
NGS sur cf-pDNA plasmatiques 100 [94,0 ; 100] 96,3 [91,5; 98,8]
Immunofluorescence direct 25,0 #[10,7 ; 44,9] 100 [89,1;100]
Dosage des B-glucanes sériques 67,4 #[52,0;80,5] 81,4%[71,6;89]

* Pour la détermination des valeurs de sensibilité et spécificité, le diagnostic établi par des
cliniciens sur la base des examens cliniques, biologiques, radiographiques et microbiologiques a
servi de méthode de référence.

* p < 0,001 par comparaison aux performances du NGS.

c. Méningites bactériennes

La méningite correspond a une inflammation des méninges, les membranes qui sont localisées
concentriquement autour du systéme nerveux central. Les méningites peuvent étre d’origine
infectieuse ou aseptique. Les méningites bactériennes sont les plus fréquemment associées au
décés du patient, parfois trés rapidement (moins de 24 heures), d'ou lintérét d’identifier
précocement la maladie, qui représente une urgence médicale (World Health Organization, 2023).

La tuberculose peut se présenter sous la forme d'une méningite dite tuberculeuse,
particulierement morbide et mortelle, dont le diagnostic peut se révéler étre un challenge
(présentation clinique peu évocatrice, pauvreté du LCS en Mycobacterium tuberculosis) : I'intérét
diagnostique des cf-micDNA a alors fait I'objet de plusieurs études (Xuelian Li et al., 2020). Xuelian
Li et al. ont montré en 2020 qu’il était possible de rechercher une séquence spécifique du génome
de la bactérie (appelée 1S6110) parmi les cf-micDNA contenus dans le LCS des patients dont le
diagnostic de méningite tuberculeuse a été établi ; a linstar des techniques de culture
mycobactériologique, d’examen microscopique d'un frottis de LCS et de gqPCR (test Xpert
MTB/RIF), I'analyse des cf-micDNA était parfaitement spécifique ; cependant elle se distinguait par
une sensibilité bien meilleure, et ce peu importe le sous-groupe considéré (méningite tuberculeuse
certaine, probable ou possible) (Xuelian Li et al., 2020). Les cf-micDNA transrénaux, retrouvés
dans l'urine sous forme libre ou contenus dans des vésicules extra-cellulaires, sont également
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prometteurs. En effet, la spécificité de la PCR quantitative basée sur les cf-micDNA était parfaite,
peu importe le ou les sous-groupes de patients considérés et la forme des cf-micDNA (libres ou
contenus dans des vésicules extra-cellulaires). La sensibilité, elle, variait beaucoup selon ces
parametres, mais la prise en compte des deux formes de cf-micDNA semblait améliorer la
sensibilité (Dass et al., 2022).

D’autres agents pathogénes a l'origine de méningite pourraient étre identifiés grace aux
cfDNA, mais les cas ayant fait 'objet d’études sont cependant rares : par exemple, une méningite
a Capnocytophaga canimorsus a été diagnostiquée par NGS sur cf-micDNA sanguins (11
molécules/uL) chez une patiente chez qui les analyses bactériologiques et mycologiques sur LCS
sont revenues négatives (Asif et al., 2021).

d. Infections parasitaires

Les infections parasitaires représentent un danger pour la santé publique, du fait de leur morbidité
et de leur mortalité ; le parasitisme est un probléme majeur en régions tropicales endémiques,
mais son émergence est actuellement observée en milieu tempéré, du fait des échanges
internationaux et de 'immigration. Pour aider a éliminer le parasitisme en zone endémique et a le
diagnostiquer rapidement en zone non endémique, il est de mise de développer des nouvelles
méthodes précises et pratiques (Weerakoon et McManus, 2016).

o Schistosomiase

La schistosomiase est une parasitose liée a des trématodes du genre Schistosoma. La détection,
par sérologie ou identification microscopique des ceufs, est imparfaite : la sérologie ne permet pas
de faire la distinction entre une infection active ou non, les ceufs peuvent ne pas étre retrouvés au
microscope a cause de leur libération fluctuante, et dans les deux cas des faux négatifs sont
possibles en stade aigué de la maladie (Wichmann et al., 2009). Cependant, le diagnostic est un
enjeu important de la santé publique, puisque cette maladie, prévalente dans prés de 80 pays,
touche plus de 240 millions d’individus dans le monde (Ullah et al., 2020).

Diverses techniques basées sur les cf-pDNA ont été testées afin de déterminer leur intérét
dans la détection des parasites Schistosoma : les résultats de différentes études sont présentés
dans le tableau 8. Plusieurs études soulignent l'intérét des cfDNA dans la détection précoce de la
maladie chez la souris (Hussein et al., 2012; Ullah et al., 2020), impliquant la possibilit¢ d’'une
détection précoce chez 'homme, contrairement aux techniques habituelles, permettant ainsi la
mise en place précoce d’'une thérapeutique adaptée. Un autre intérét diagnostique de I'analyse
des cfDNA réside dans son utilisation suite a un résultat négatif par coproscopie, tel que suggéré
par Weerakoon et al. (2017).

En termes de monitoring thérapeutique, le suivi des cf-pDNA par PCR quantitative aprés la
mise en place d’'un traitement a montré une augmentation initiale de la quantité de cf-pDNA
retrouvés dans le sérum des souris, avant sa diminution et sa disparition totale (Eraky et Aly, 2016;
Wichmann et al., 2009). Cela suggére que les cf-pDNA retrouvés dans les liquides biologiques
résulteraient de la mort des parasites (Eraky et Aly, 2016). Chez 'homme cependant, une durée
de plusieurs mois s’est révélée nécessaire avant de ne plus détecter de cf-pDNA dans le sérum
des patients : il a été proposé par Wichmann et al. (2009) que cette cinétique serait liee a la
libération d’ADN par des ceufs de parasites inactifs. Des études supplémentaires sont donc
nécessaires afin de conclure a I'apport du suivi des cf-pDNA sur I'efficacité du traitement.
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Tableau 8 : Résultats de différentes études basées sur la détection des cf-pDNA issus de
parasites du genre Schistosoma (d’aprés Eraky et Aly, 2016 ; Hussein et al., 2012 ; Ullah et
al. (2020) ; Weerakoon et al., 2017 ; Wichmann et al., 2009 )

Etude

(espece
infectée)

Wichmann et
al. (2009)

(homme)

Hussein et
al. (2012)

(souris)

Eraky et Aly
(2016)

(souris)

Weerakoon
et al. (2017)

(homme)
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Espéce de
Schistosoma

S. mansoni
S. hematobium

S. japonicum

S. mansoni

S. mansoni

S. japonicum

Echantillon Technique

Sérum gPCR
Sérum PCR
Sérum gPCR
Feces

Urine

ddPCR

Sérum

Salive

Cible

Répétition en
tandem (121
paires de
bases)

Répétition en
tandem (121
paires de
bases)

Répétition en
tandem (121
paires de
bases)

Géne nad1

Résultats

* Patients en infection active (ceufs libérés
dans les selles et les urines) confirmée :
100 % (14/14) de détection des cf-pDNA

* Patients en infection aigué : 100 % (8/8)
de détection précoce des cf-pDNA

*Délai de 82 a 100 semaines post-
traitement avant davoir une PCR
négative

* Détection des cf-pDNA dés le 3° jour
post-infection

* Persistance de la détection d’ADN et
signal de plus en plus intense au cours
du suivi de l'infection

» Détection des cf-pDNA dés le 2° jour
post-infection

* Persistance de la détection d’ADN et
signal de plus en plus intense au cours
du suivi de l'infection jusqu’a initiation du
traitement

* Augmentation marquée pendant 10 jours
puis diminution des cf-pDNA apres
initiation du traitement

*Avec la copromicroscopie pour
référence : bonne sensibilité de la
ddPCR sur feces (98%) et sur sérum
(94%) ; spécificité médiocre (34 % et
42 % respectivement)

* Praticité de récolte des échantillons (un
seul pour la ddPCR contre deux pour la
copromicroscopie)



Etude

Es!)ece de Echantillon Technique Cible Résultats
(espéce Schistosoma
infectée)
* Détection des cf-pDNA dés une semaine
Ullah et al. post-infection peu importe la charge
(2020) Fragment its2 infectieuse initiale
S. japonicum Sérum PCR (192 paires de
(souris) bases) * Absence de détection des cf-pDNA

aprés deux semaines de traitement anti-
parasitaire (praziquantel)

o [eishmaniose

La leishmaniose est une affection liée aux parasites du genre Leishmania (regroupés en
complexes, comportant chacun différentes espéces). Elle se présente sous différentes formes
cliniques : viscérale, cutanée, cutanéo-muqueuse. Les méthodes diagnostiques considérées
comme le gold-standard présentent plusieurs inconvénients : pour la forme viscérale par exemple,
la visualisation des parasites sur ponctions de moelle osseuse, rate ou noeud lymphatique est
invasive, douloureuse et nécessite une certaine expertise. Depuis, d’autres méthodes ont été
développées, comme la sérologie ou la PCR. Cette derniére a été décrite sur des prélevements
dont I'obtention est parfois invasive : ponctions de moelle osseuse, rate ou noeud lymphatique et
sang périphérique pour la forme viscérale (Motazedian et al., 2008) ; ponctions, raclages et
biopsies pour les formes cutanée et cutanéo-muqueuse (Veland et al., 2011).

Ainsi, pour aider au diagnostic tout en limitant le recours a des procédures invasives, des
techniques de PCR sur urines ayant pour but de détecter TADN des parasites ont fait I'objet
d’études. Le choix de travailler sur des prélévement d’urines pour la détection de la leishmaniose
est pertinent pour plusieurs raisons : une insuffisance rénale a été documentée chez des patients
atteints de leishmaniose viscérale, des individus ayant regu une greffe de rein ont déclaré cette
forme de leishmaniose, de 'ADN de Leishmania infantum a été retrouvé par qPCR dans l'urine de
chiens cliniquement atteints (Motazedian et al., 2008) et, en cas de forme cutanée, de 'ADN
originaire du parasite peut étre retrouvé dans le sang de I'héte par dissémination hématogéne. Il
n’est donc pas aberrant de s’attendre de retrouver une trace du parasite dans les urines (Veland et
al., 2011). Le tableau 9 présente les résultats de deux études s’étant penchées sur la question en
recherchant des cf-pDNA issus du kinétoplaste des Leishmania. Les résultats semblent
prometteurs en cas de forme viscérale (Motazedian et al., 2008). Cependant, I'étude de Veland et
al. (2011) a mis en évidence une sensibilit¢ médiocre de la PCR sur urines pour détecter les
patients atteints de leishmaniose cutanée. Ce résultat s’est révélé cohérent avec I'étude de
Motazedian et al. menée en 2008, dont la moitié de la population contréle était atteinte de cette
forme de leishmaniose et chez lesquels la PCR était négative (Motazedian et al., 2008). La
confirmation de ces résultats nécessite cependant de contrdler les performances de ces
techniques sur des échantillons de taille plus conséquente, et de vérifier I'influence potentielle
d’'une exposition a long terme au parasite, en région endémique notamment.
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Tableau 9 : Spécificité et sensibilité de la PCR sur cf-pDNA contenus dans les urines de
patients atteints de leishmaniose (d’aprés Motazedian et al., 2008 ; Veland et al., 2011)

Etude Forme de Nombre de patients au Technique de référence Sensibilité Spécificité
leishmaniose diagnostic de certitude q (%) (%)
« Patients infectés : 30
Motazedian « Contréles : 30 (5 sains, 15 cas Parasitologie  (visualisation 96,8 100

des parasites sur ponctions
de moelle osseuse)

et al. (2008) Viscérale de leishmaniose cutanée, 10

cas de paludisme / brucellose
/ kystes hydatiques)

(29/30) (30/30)

Diagnostic établi en cas de

Veland et « Patients infectés : 86 positivité a deux des quatre
. . . 20,9 100
al. (2011) Cutanée tests  suivants: frottis, (18/86) (10/10)
« Contréles : 10 (sains) culture, PCR, test de
Montenegro

En termes de colts et de durée des protocoles d’extraction des cf-pDNA depuis les urines
des patients atteints de leishmaniose, il est possible, en vue de la réalisation d'une PCR, d’avoir
recours a des kits industriels, ou a une méthode manuelle basée sur I'action de la protéinase K
suivie d’'une extraction par phénol-chloroforme. Pour des limites de détection identiques (0,1 pg de
cf-pDNA), la technique manuelle était moins onéreuse et plus sensible que le kit de Qiagen
(QlAamp DNA Mini Kit) (sensibilité de 72,7 % et de 36,3 % respectivement) : cela pourrait
s’expliquer par des facteurs inhérents aux techniques d’extraction (volume initial d’urine plus
important, étape de précipitation a I'éthanol avant I'extraction) (Silva et al., 2014). Toutefois, cette
technique d’extraction manuelle présente les inconvénients classiquement associés a ['utilisation
du phénol-chloroforme, tels que cités précédemment : temps d’extraction, toxicité, utilisation d’'une
hotte chimique.

o Strongyloidose

Les strongyloides sont des nématodes pouvant, pour deux des espéces, étre a 'origine d’infection
chez ’homme. Parmi ces espéces, c’est l'infection par Strongyloides stercoralis qui est a l'origine
de la plus forte prévalence ; cependant, les méthodes de détection de l'infection recommandées
par I'organisme mondial de la santé et basées sur lidentification des ceufs dans les selles
manquent de sensibilité (absence de recherche des larves, excrétion sporadiques des ceufs) (Lodh
et al., 2016). Ainsi, un résultat négatif ne permet pas d’exclure une infection. D’autres techniques
ont été proposées : recherche d’anticorps (utile pour mesurer I'exposition mais limitée par la
diminution du titre en anticorps au cours du temps pour estimer l'incidence et la prévalence aprés
traitement) et détection de ’'ADN du parasite. Cette derniére peut se faire sur des échantillons de
natures diverses : urines (Lodh et al., 2016), sérum (Gorgani-Firouzjaee et al., 2018) (tableau 10).
Il est intéressant de noter que la PCR peut aussi étre utilisée pour détecter des fragments de
'ARN ribosomique 18s, sur sérum (Gorgani-Firouzjaee et al., 2018) ou sur féces (Basuni et al.,
2011). D’aprés l'étude de Lodh et al. menée en 2016, la recherche des ucfDNA serait plus
performante que la coprologie pour détecter Iinfection (Lodh et al., 2016). Cependant, tous les
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genes ne sont pas des bons candidats a la PCR sur cf-pDNA, comme montré par I'absence
d’amplification du géne cox7 (Gorgani-Firouzjaee et al., 2018).

Tableau 10 : Performances de la détection des cf-pDNA issus de Strongyloides stercoralis
sur urine et sérum (d’aprés Gorgani-Firouzjaee et al., 2018 ; Lodh et al., 2016)

Etude Echantillon Technique Cible Résultats

« Différence significative (p = 0,0058) de la
prévalence de linfection chez un échantillon
de 125 individus entre la technique basée sur

Séquence répétée la recherche des ucfDNA des Strongyloides
Lodh et al. (2016) Urine PCR (125 paires de (44,8 %) et la coprologie (28,0 %)
bases)

* Coprologie positive et PCR sur urine négative
dans 6,4 % des cas (interprétation possible :
erreur technique)

o Fragment du gene o B et (mermrétaton
Firouzjaee et al. Sérum PCR cox1 (121 paires de ~ © blo - ¢ q tp’ Lo dét Fi g
(2018) bases) possible : géne non adapté a la détection des

cf-pDNA)

o Echinococcose

L’échinococcose est une maladie causée par des cestodes du genre Echinococcus, existant sous
plusieurs formes cliniques : les deux plus fréquentes sont les formes alvéolaire et kystique (Fan et
al., 2021).

» Echinococcose alvéolaire

L’échinococcose alvéolaire est une maladie parasitaire zoonotique causée par Echinococcus
multiculolaris, qui représente un danger pour la santé publique dans certaines régions (Europe
centrale et de I'Est, Russie, Chine, nord du Japon) (Fan et al., 2021). Le développement de la
maladie peut étre comparé a celui d’'un cancer, car une croissance invasive et une dissémination a
d’autres organes sont observées au cours du temps (Baraquin et al., 2018). Actuellement, le
diagnostic repose sur la clinique, l'imagerie (tomodensitométrie, imagerie par résonance
magnétique), mais également la sérologie qui est une méthode auxiliaire notamment utile en cas
de Iésions atypiques (Baraquin et al., 2018; Fan et al., 2021). Cependant, il n’existe pour l'instant
pas de méthodes permettant d’estimer l'efficacité de la thérapie et de réaliser un suivi de la
maladie.

Plusieurs techniques ont été testées afin d’identifier 'apport des cf-pDNA dans ce contexte
d’échinococcose alvéolaire. Selon la technique utilisée, les résultats different. Le recours au NGS
réalisé sur les cf-pDNA dorigine parasitaire extraits du plasma de patients atteints
d’échinococcose alvéolaire semble étre prometteur : les cf-pDNA pourraient servir d’indicateur
diagnostique auxiliaire avec une sensibilité de 100 % (contre 77,61 % pour la sérologie) et une
spécificité de 90,9 %, et permettraient également de monitorer l'efficacité de la prise en charge
chirurgicale (diminution significative de la concentration en cf-pDNA aprés chirurgie) et d’identifier
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une rechute. La concentration en cf-pDNA semble également corrélée a la taille de la lésion
hépatique (Fan et al., 2021). Les résultats obtenus par gPCR quantitative et ddPCR sont bien
moins intéressants et ne permettent pas d’apporter des informations utiles au diagnostic ou au
suivi thérapeutique : dans I'étude de Baraquin et al. réalisée en 2018, les deux techniques
appliquées a une cible nucléaire et a une cible mitochondriale n’ont permis d’identifier, au moment
du diagnostic, que 11 des 31 patients atteints d’échinococcose alvéolaire soit 35,5 % (dont
seulement trois patients positifs pour les deux méthodes) ; des résultats similaires ont été établis
au cours du suivi aprés mise en place du traitement (Baraquin et al., 2018). Baraquin et al. (2018)
ont donc estimé que ces résultats décevants étaient liés a des concentrations faibles en cf-pDNA,
a l'origine d’erreur d’échantillonnage.

= Echinococcose kystique
L’échinococcose kystique est une zoonose causée par Echinococcus granulosus : 'homme est un
héte intermédiaire accidentel, qui s’infecte suite a la consommation des ceufs embryonnés libérés
dans I'environnement, dans les selles des hétes définitifs que sont les canidés (Toribio et al.,
2020). Cette maladie a un impact sur la santé publique, mais également sur I'économie,
puisqu’elle engendre des pertes agricoles majeures chaque année en impactant les capacités de
production et les performances a la reproduction des animaux de rente.

Comme pour ['échinococcose alvéolaire, le diagnostic repose sur des techniques
d’'imagerie (échographie ou radiographie selon la localisation (foie et poumons respectivement)
avant confirmation par tomodensitométrie et imagerie par résonance magnétique), peu accessibles
aux populations vivant en milieu rural qui sont pourtant les plus sujettes a la maladie ; les
performances de la sérologie sont limitées. De plus, le diagnostic est difficile en début d'infection,
car les patients sont majoritairement asymptomatiques. Toribio et al. (2020) se sont intéressés a
I'apport des ucfDNA dans I'approche diagnostique de cette maladie : 'amplification par PCR d’une
séquence particuliere (répétition en tandem) de 133 paires de bases a semblé permettre
l'identification des individus malades présentant des kystes hépatiques actifs. Chez les patients
dont les kystes étaient calcifiés ou uniquement pulmonaires, les résultats se sont révélés
décevants : la PCR était négative chez 50 % des patients aux kystes calcifiés et chez le patient
aux kystes pulmonaires de nature mixte. Ainsi, la détection des ucfDNA pourrait s’avérer étre un
outil d’aide au diagnostic, a la fois efficace et peu colteux, pour identifier les individus nécessitant
des investigations complémentaires par imagerie, mais d’autres études sont nécessaires afin de
confirmer ces résultats.

En termes d’options thérapeutiques, plusieurs sont disponibles selon les caractéristiques
des kystes, mais le recours a l'albendazole est fréquent. Le suivi de l'efficacité de ce dernier est
possible par imagerie, mais les modifications échographiques, dont linterprétation dépend de
imageur, surviennent souvent aprés un certain délai et sont parfois réversibles (Zhao et al., 2021).
L’étude des changements des cf-pDNA issus du parasite Echinococcus granulosus retrouvés dans
le plasma de neufs patients atteints d’échinococcose kystique (diagnostic établi par échographie)
avant et aprés mise en place d’'une thérapie a base d’albendazole a mis en évidence une variation
significative de la concentration (p < 0,0078) et de la taille moyenne des cf-pDNA plasmatiques (p
= 0,013), toutes deux en augmentation suite au traitement (probablement suite a la nécrose des
kystes), alors qu’aucune modification significative des cfDNA de I'’h6éte humain n’a été observée, et
que l'imagerie n’a pas révélé de changement de la taille du kyste. Ainsi, les cf-pDNA issus du
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parasite Echinococcus granulosus pourraient aider au monitoring du traitement de I'échinococcose
kystique (Zhao et al., 2021).

c. Diabéte sucré

Le diabéte sucré est une endocrinopathie, retrouvée sous différentes formes classées en type, qui
se caractérise par un état d’hyperglycémie prolongée (Petersmann et al., 2019).

Menegazzo et al. (2015) ont réussi a reproduire in vitro la nétose, en soumettant des
leucocytes a un milieu riche en glucose et donc mimant une hyperglycémie in vivo. Cela souligne
l'implication de ce processus de mort cellulaire chez les individus en état d’hyperglycémie ; de
plus, la recherche de biomarqueurs associés au processus de nétose (dont les cfDNA) a mis en
évidence leur augmentation chez les patients atteints de diabéte de type 1 (Klocperk et al., 2021)
et de type 2 (Menegazzo et al., 2015). Cependant, les mécanismes favorisant la nétose face a une
hyperglycémie n’ont pas encore été identifiés avec certitude. Ce qui est certain, c’est que les
produits de la nétose sont pro-inflammatoires et pro-thrombotiques : ils peuvent donc favoriser le
développement de complications chez les patients diabétiques, mais également servir de nouveau
marqueurs biologiques pour diagnostiquer et suivre ces complications (Menegazzo et al., 2015).
L’étude des cfDNA, notamment secondairement libérés suite a la nétose, prend donc tout son
sens chez les individus souffrant d’'un diabéte, et ce peu importe le type.

a. Diabete de type 1

Le diabéte de type 1 est caractérisé par une destruction des cellules  du pancréas, dont le rble
réside notamment dans la sécrétion d’insuline : en cas de diabéte de type 1, linsuffisance en
insuline est alors dite absolue. L'origine de cette destruction est auto-immune (présence d’auto-
anticorps, a l'origine de la destruction des cellules  par les lymphocytes T cytotoxiques) et/ou liée
a une prédisposition génétique (Husseiny et al., 2012). Le diabéte de type 1 représente 10 % de
tous les types de diabéte confondus, et se manifeste entre I'enfance et 'dge adulte (Petersmann et
al., 2019).

En termes de détection, celle-ci est tardive, car le diagnostic n’est établi qu'aprés une perte
d’environ 65 % des cellules B du pancréas, limitant ainsi les possibilités thérapeutiques. Une
détection précoce permettrait donc de mettre en place un traitement préventif adapté, le plus
rapidement possible. Comme le diabéte de type 1 est une maladie multifactorielle, de nhombreux
potentiels biomarqueurs ont fait 'objet d’études afin de déterminer s’ils permettaient de détecter
les individus a haut risque. Certains se sont révélés inutiles car seulement présents en cas de
diabéte déja avanceé (par exemple : concentration en insuline, proinsuline et peptide C), tandis que
d’autres permettent d’estimer le risque de développement de la maladie mais ne peuvent
déterminer la perte de cellules B et sont donc plutét utilisés pour monitorer 'avancée du diabéte
(par exemple : interleukine 18, interféron y, TNF, glutamate décarboxylase) (Zhang et al., 2017).
Un intérét croissant pour les cfDNA, et leur motif de méthylation, est donc né, afin de déterminer si
ceux-ci permettaient de détecter précocement la mort des cellules B.

Dans leur étude, Kuroda et al. (2009) se sont intéressés aux dinucléotides cytosine-
guanosine, retrouvés au niveau des promoteurs des génes codant pour l'insuline chez la souris et
chez 'homme et jouant un réle dans I'expression des genes par régulation de leur transcription
selon leur état de méthylation. Chez les deux espéces, les dinucléotides cytosine-guanosine des
promoteurs du géne codant pour l'insuline, dits ins, ne sont pas méthylés au sein des cellules 3 du
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pancréas, a l'inverse de ce qui est observé dans des tissus d’'une autre nature (dinucléotides
cytosine-guanosine majoritairement méthylés) : en effet, Akirav et al. (2011) ont mis en évidence
que, chez 'lhomme, l'index de déméthylation, qui estime I'abondance relative en ADN non méthylé,
est significativement plus élevé sur I'ADN isolé a partir des ilots de Langerhans que sur celui issu
du rein et du foie. Ainsi, il semble pertinent de rechercher ce pattern de méthylation spécifique des
cellules B, afin d’identifier précocement leur destruction et donc la maladie en cours. Husseiny et
al. (2012) ont développé une technique de PCR quantitative pour détecter dans le sang la
présence de cfDNA non méthylés issus de la mort des cellules B du pancréas, et de fagon plus
précoce que les tests diagnostiques habituellement utilisés. Le recours a un traitement a base de
streptozotocine, molécule particulierement toxique pour les cellules 8 des ilots de Langherans,
était a l'origine d’'une variation de l'index de déméthylation aprés administration a des souris : une
augmentation significative a huit heures et a vingt-quatre heures aprés le traitement
(respectivement de 2,6 et de 3,8 fois, par rapport aux valeurs obtenues avant administration de la
streptozotocine) a été observée. Cela met en évidence la précocité des informations apportés par
les fragments d’ADN non méthylés suite a des Iésions des flots de Langerhans (Akirav et al.,
2011). Chez les patients au diagnostic récent de diabéte de type 1 (de quatre a dix-huit mois
depuis le diagnostic), la concentration en cfDNA non méthylés issus du géne ins était
significativement plus élevée, par comparaison aux sujets sains (Akirav et al., 2011; Lebastchi et
al., 2013; Usmani-Brown et al., 2014). Cette élévation a également pu étre observée chez une
population normoglycémique mais considérée a haut risque de développer cette maladie, c’est-a-
dire avec au moins deux auto-anticorps et des anomalies métaboliques identifiées lors d'un test de
tolérance au glucose mais sans qu’un diagnostic de diabéte de type 1 n’ait été établi (Herold et al.,
2015; Usmani-Brown et al., 2014). Ces différents résultats soulignent l'intérét diagnostique des
cfDNA, biomarqueurs stables et facilement disponibles par prélévement sanguin, permettant
lidentification précoce et spécifique des fragments d’ADN issus des cellules B des flots de
Langerhans (Zhang et al., 2017). De plus leur demi-vie courte, estimée a deux heures, permet
d’effectuer ce monitoring en temps réel (Herold et al., 2015).

b. Diabete de type 2

Le diabéete de type 2, forme la plus fréquente du diabéte sucré, se caractérise par une résistance a
linsuline liée a une prédisposition génétique et a I'implication de nombreux facteurs. |l se déclare
chez I'adulte, qui présente alors une résistance a I'insulinothérapie : le traitement repose donc sur
un changement du mode de vie et des antidiabétiques oraux qui améliorent I'efficacité de I'insuline
administrée (Petersmann et al., 2019).

Le diabéte de type 2 est associé a un certain nombre de complications, qui ont une
conséquence sur la qualité et la durée de vie des patients souffrant de cette maladie (Y. Yang et
al., 2019). L’identification d’'un marqueur pour surveiller l'apparition de ces complications
permettrait donc, via leur prévention, d’améliorer la qualité de vie des patients.

Plusieurs études se sont intéressées aux altérations des 5hmC des cfDNA chez les
patients souffrant de diabéte de type 2 et leur lien avec les complications de cette maladie, grace a
une méthode de profilage hautement sensitive nommée 5hmC-Seal. Aprés élaboration d’un panel
de détection basé sur 16 génes, les marqueurs 5ShmC retrouvés dans les cfDNA se sont montrés
révélateurs de la présence de complications vasculaires (indépendamment de leur nature micro-
ou macrovasculaire et de leur nombre) chez les patients atteints de diabéte de type 2 ; les mémes
conclusions peuvent étre tirées des performances d’'un second panel de 13 génes congu pour
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distinguer les patients atteints d’'un seul ou de plusieurs types de complications vasculaires (Y.
Yang et al.,, 2019). Han et al. (2021) se sont spécifiquement penchés sur la question de la
rétinopathie diabétique (complication de type microvasculaire) et ont mis au point un panel de trois
geénes basé sur les marqueurs 5hmC pour distinguer la présence de cette complication chez les
individus souffrant d’'un diabéte de type 2. Pour une valeur seuil de 29,0, le score obtenu grace a
ce modéle permettait d’atteindre une sensibilité de 88,6 % et une spécificité de 91,4 %. Ces
résultats ne semblaient pas étre influencés par la durée d’évolution du diabéte et le caractére
proliférant ou non de la rétinopathie. Le recours aux marqueurs 5hmC offrait de meilleures
performances que celles obtenues par les autres variables cliniques étudiées (pour n’en citer que
quelques unes : glucose, lipoprotéines de faible et de haute densité, triglycérides) pour le
diagnostic des complications vasculaires (Han et al., 2021; Y. Yang et al.,, 2019), mais leur
association est parfois souhaitable (tableau 11).

Tableau 11 : Performances comparées des variables seules et combinées dans la détection
de la rétinopathie diabétique (d’aprés Han et al., 2021))

. e . Aire sous la Intervalle de S 0 % i s O\ %
Variables considérées courbe ROC (%) confiance 2 95 % Sensibilité (%) Spécificité (%)

Score pondéré d’apres le

. 0, 0,
modéle 5hmC 914 [94,3 ; 98,5] 88,6 % 91,4 %
Glycémie aprés 2 heures
y ! p ! 61,4 [42,7 ; 80,0] Non précisée Non précisée
de jeun
Modeéle 5hmC + Glycémi
odele shm ycermie 96,7 [90,6 ; 100,0] Non précisée Non précisée

aprés 2 heures de jeun

* Les valeurs de sensibilité et spécificité ont été déterminées a partir des résultats issus du
diagnostic clinique (par utilisation d'une caméra rétinienne non mydriatique).

La recherche des complications du diabéte de type 2 ne s’arréte pas a l'étude des
marqueurs 5ShmC. J. Liu et al. (2016) se sont intéressés a I'existence d’un lien entre la présence de
cfDNA dans le sang des patients atteints de diabéte de type 2 et la présence d’'une complication
d’ordre cardiaque : le dosage des cf-mtDNA plasmatiques chez les patients souffrant d’'un diabéte
de type 2 et d’'une maladie coronarienne a révélé que leur concentration était significativement plus
élevée que chez ceux ne souffrant que d’'une maladie coronarienne ou d’aucune des deux
affections (p < 0,01 dans les deux cas), et permettait également de distinguer les individus
souffrant des deux maladies des individus sains avec une sensibilité de 96 % (mais une spécificité
médiocre de 55,6 %) pour une valeur seuil en cf-mtDNA optimale de 1,003 ng/mL. En 2020, une
étude prospective a été menée par Xuan Li et al. sur le pouvoir prédictif des cfDNA sériques quant
a la progression d’'une néphropathie diabétique, une cause majeure d’insuffisance rénale terminale
qui touche 40 % des individus diabétiques et dont le diagnostic repose sur l'identification d’'une
albuminurie et une diminution du débit de filtration glomérulaire estimé (DFGe) (Xuan Li et al.,
2020). D’aprés un modele de régression logistique multivarié, il existe une association entre la
concentration initiale en cfDNA sériques et la progression de la maladie rénale (estimée par suivi
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du DFGe et du ratio albumine/créatinine urinaire sur trois ans), cependant inexpliquée ce jour ; le
réle des cfDNA dans le développement des lésions de néphropathie diabétique reste donc a
prouver.

d. Lupus érythémateux disséminé (LED)

Le LED est une maladie auto-immune dont la présentation clinique, la sévérité (moyenne a
mortelle) et I'évolution (alternance entre des périodes de flambée et des périodes de rémission)
sont trés variables. Presque tous les organes du corps peuvent étre impactés par cette maladie :
peau, reins, vaisseaux, systéme nerveux, tractus digestif, noeuds lymphatiques (pour n’en citer que
certains) (Truszewska et al., 2017). Les multiples anomalies de I'immunité innée et de 'immunité
adaptative, caractérisant le LED, sont a l'origine d’'une production d’auto-anticorps (comme les
anticorps anti-ADN double brin), d’'une hyperactivation des lymphocytes, d’'une inflammation
chronique et du dépbt de complexes immuns. Tout cela entraine des lésions des tissus et des
organes (Truszewska et al., 2017; Tug et al., 2014). 1l est suspecté que les cfDNA jouent un role
dans la pathogénie du LED, d’ou les nombreuses recherches dédiées a ces biomarqueurs dans ce
contexte particulier.

Plusieurs études se sont intéressées a I'apport des cfDNA en termes d’aide au diagnostic.
Si la maladie ne semble pas avoir d'influence sur l'intégrité des cfDNA (Tug et al., 2014), la
quantification du taux plasmatique en cfDNA chez les patients atteints de LED a montré une
augmentation significative chez ces derniers, par rapport aux individus sains (Giaglis et al., 2021;
Hendy et al., 2016; Tug et al., 2014). En s’intéressant a la nature des cfDNA, le nombre de copies
de cf-nDNA étant quasi identique chez les deux groupes, cette différence semble s’expliquer par
une augmentation du nombre de cf-mtDNA en cas de LED (estimée comme étant multipliée par un
facteur 8,8) et non par une variation du nombre de copies de cf-nDNA (Giaglis et al., 2021). Entre
la concentration totale en cfDNA (toutes natures confondues), le nombre de copies cf-nDNA et en
cf-mtDNA, c’est ce dernier paramétre qui montrait les performances diagnostiques les plus
intéressantes. Pour une valeur seuil de 1,8.107 copies/mL, les cf-mtDNA permettaient d’identifier
les individus souffrant de LED, méme quiescent, avec une sensibilité de 87,4 % et une spécificité
de 94,6 % (Giaglis et al., 2021). Le lien entre les cfDNA et I'activité de la maladie a également été
étudié : I'existence d’'une corrélation entre la concentration plasmatique totale en cfDNA et I'index
d’'activité de la maladie n’a pas été systématiquement identifiée (Giaglis et al., 2021; Hendy et al.,
2016; Tug et al., 2014), mais Tug et al. (2014) ont cependant relevé un lien significatif entre la
fluctuation de la concentration en cfDNA et le passage entre un état de rémission et un état de
détérioration des patients. Le nombre de copies de cf-mtDNA, lui, était significativement associé a
lindex d’activité, de facon indépendante des autres marqueurs d’activité de la maladie (Giaglis et
al., 2021). L'autre avantage des cf-mtDNA est de présenter une évolution corrélée a celle de
lindex d’activité au cours du temps. Ainsi, dans un contexte de LED, il semble plus pertinent de
s’intéresser aux cf-mtDNA, plutét qu'a tous les types de cfDNA confondus ou aux cf-nDNA
uniquement, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer avec certitude
leur valeur diagnostique.

Comme expliqué ci-dessus, les manifestations cliniques du LED sont trés variables, car de
nombreux organes peuvent étre touchés : différentes études se sont donc intéressées au lien
potentiellement existant entre les cfDNA et les différentes complications associées au LED. En cas
de néphrite lupique, la littérature semble se contredire : alors que Zhang et al. (2014) ont identifié,
chez des patients souffrant de LED, une élévation de la concentration plasmatique en cfDNA en
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cas de néphrite lupique, d’autant plus marquée lorsque la gloméluronéphrite était active, une autre
étude a rapporté des résultats inverses et expliquait la diminution en cfDNA par une augmentation
du taux circulant en anticorps anti-ADN double brin (Wang et al., 2022), qui est pourtant également
observée dans I'étude de Zhang et al. (2014). Ainsi, il semble difficile, a I'heure actuelle, de tirer
des conclusions sur I'apport des cfDNA pour caractériser les manifestations cliniques associées au
LED.

Le suivi des cfDNA au cours de la prise en charge médicale du LED a fait 'objet de peu de
recherches. Hendy et al. (2016) ont mis en évidence une diminution significative de la
concentration plasmatique en cfDNA aprés un traitement & base de molécules cytotoxiques,
accompagnée d'une diminution des anticorps anti-nucléosomes et anti-ADN double brin. Cette
tendance a la diminution a également été observée dans le sérum aprés utilisation de chloroquine,
une molécule antipaludique qui bloque la voie TLR-9 (Cepika et al., 2012). Le recours aux
corticoides a également permis de faire diminuer le taux en cfDNA, mais de fagon non
significative, a l'inverse des deux molécules citées précédemment, ce qui suggére que c’est la
diminution de l'inflammation qui fait varier la concentration sérique en cfDNA. Ainsi, le suivi des
cfDNA pourrait servir au monitoring thérapeutique du LED.

e. Gestation : analyses pré-natales, affections associées

a. Facteurs de variation de Ila fraction foetale

La fraction fcetale correspond a la proportion représentée par les cffDNA parmi le pool total de
cfDNA d’'une femme enceinte. Celle-ci est restreinte : en effet, la valeur médiane est estimée a 10
% entre la onziéeme a la treizieme semaine de grossesse (Sarzynska-Nowacka et al., 2019). Il
existe cependant plusieurs éléments a l'origine d’'une variation de cette valeur, présenté dans le
tableau 12.
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Tableau 12 : Effets de différents facteurs sur la valeur de la fraction foetale (d’aprés
Sarzynska-Nowacka et al., 2019)

Origine Facteurs de variation Effet sur la fraction feetale
Etat d’'embonpoint
Age Diminution

Hypertension chronique
Multiparité

Facteurs d’origine maternelle  Concentration sérique en B-hCG libre
et en protéine A plasmatique associée

a la grossesse Augmentation
Tabagisme
Ethnicité
Variable

Méthode de conception

Longueur cranio-caudale

Facteurs d’origine foetale Augmentation
Trisomie 21

b. Dépistage prénatal non invasif (DPNI)

Depuis la découverte des cffDNA dans le plasma et le sérum de la mére par Lo et al, en 1977, leur
utilisation est de plus en plus répandue et est en train de devenir la méthode de choix pour
détecter les anomalies foetales au niveau chromosomique : il s’agit du dépistage prénatal non
invasif (DPNI) (Carbone et al., 2020). En effet, les méthodes non invasives précédemment
développées, telles que I'échographie du foetus ou le dosage de protéines et d’hormones dans le
sang maternel, manquent d’exactitude, ce qui motive le recours a des méthodes plus risquées, a
l'origine d'un risque de fausse couche estimé de 0,5 a 1 % : cordocentése, échantillonnage des
villosités choriales (B. Liu et al., 2016). A I'heure actuelle, les cffDNA sont utilisés pour détecter les
maladies monogéniques et les aneuploidies foetales (Alberry et al., 2021).
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o Techniques d’analyses des cffDNA appliquées au DPN/

= Maladies monogéniques
Trois techniques permettent d’étudier les maladies monogéniques.

Le recours a la PCR suivie d’'une digestion par une enzyme de restriction permet de
détecter la présence d’alleles mutants. Les fragments d’ADN obtenus par PCR sont soumis a une
digestion par une endonucléase, Cependant, la présence de polymorphisme nucléotidique crée de
nouveaux sites de restriction ou en efface : cela est a I'origine de modifications de la taille des
fragments, qui peuvent étre identifiés par électrophorése. C’est une méthode simple et peu
colteuse (Ota et al., 2009).

Le NGS permet de séquencer les cfDNA contenus dans le plasma maternel et ainsi de
rechercher un grand nombre de genes afin d’'identifier des maladies monogéniques de fagon plus
précoce et moins dangereuse par rapport au séquencage de ’ADN foetal obtenu de fagon invasive
(Alberry et al., 2021).

La technique de dosage relatif de mutation permet, a partir des cffDNA récoltés chez une
mére hétérozygote, de déterminer le génotype du feetus, malgré la présence de cfDNA d’origine
maternelle : cela se fait grace au dosage relatif des différents alléles (sauvage et mutés) d’'un géne
dans le plasma de la mére, qu’ils soient d’origine feetale ou maternelle. Lun et al. (2008) ont
proposé une approche digitale du dosage relatif de mutation, dont le principe est présenté dans la
figure 13. Le recours a un test du rapport de probabilité séquentiel permet d’identifier un potentiel
déséquilibre. Un déséquilibre de la proportion allélique suggére donc que le foetus est
homozygote, pour l'alléle sauvage ou pour l'alléle muté. A linverse, un équilibre entre les deux
alleles est en faveur d’'une hétérozygotie.
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Figure 13 : Principe de I’approche digitale du dosage relatif de mutation (d’aprés Lun et al.,
2008)

» Aneuploidies foetales

Génotype maternel
+
Géntoype feetal or or

U

M<N M=N M=>N

Trois techniques permettent d’étudier les aneuploidies foetales.

Le séquengage de masse (s-MPS pour shofgun massively paralle sequencing) permet de
séquencer et de compter un grand nombre (plusieurs millions) de fragments d’ADN dans le
plasma, puis d’identifier le chromosome dont ils proviennent grace a des marqueurs de séquence
(Sarzynska-Nowacka et al., 2019). En cas d’aneuploidie, par défaut (monosomie), ou par excés
(trisomie), le nombre de fragments retrouvés est donc, respectivement, inférieur ou supérieur a
celui d’un individu sain (Benn, 2014). Les premiéres études portant sur la trisomie 21, datant de
2008, ont montré que cette technique était d’une grande précision : sur un petit nombre
d’échantillon, la sensibilité et la sensitivité ont atteint 100 % (Lo, 2012). Cette technique a
également été validée pour les trisomies 13 et 18, mais leur détection est plus difficile, en lien avec
le coefficient de Chargaff (pourcentage de guanines et de cytosines au sein d’une séquence
d’ADN) des chromosomes concernés, qui induit un biais lors de l'analyse. Un des autres
problemes liés a cette technique réside dans son codt éleve.

Le séquencage de masse dit ciblé (t-MPS pour targeted massively parallel sequencing)
inclue une étape supplémentaire, qui permet une amplification sélective des régions
chromosomiques d’intérét (par exemple, les chromosomes 21, 18 et 13) et détermine I'éventuel
excés d'un chromosome par rapport a un autre. Cette technique est moins onéreuse que le s-
MPS, puisque tout le génome n’est pas séquencé, et permet de dénombrer un plus grand nombre
de cfDNA correspondant a une région d’intérét donnée (Benn, 2014).

Le recours au polymorphisme nucléotidique (SNP pour single-nucleotide polymorphism)
permet lidentification de variation d’'un nucléotide, entre la mére et son feetus, au sein d’'une
séquence donnée (Sarzynska-Nowacka et al., 2019). L’étude de Pergament et al. (2014) a permis
d’établir qu’une technique informatisée basée sur le recours a ces SNP présentait une haute
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sensibilité et une haute spécificité pour détecter différents types d’aneuploidies (trisomie 13,
trisomie 18, trisomie 21 et monosomie X), chez les individus a faible et haut risque. Cette
technique pourrait étre étendue a la détection de micro-délétions ou de micro-duplications
(Sarzynska-Nowacka et al., 2019).

o Applications du DPNI

= Maladies monogéniques héritées des parents

Le sexage du feetus repose sur la détection de cffDNA dérivés du chromosome Y. Ce sexage est
possible dés la septieme semaine d’aménorrhée (soit plus précocement que par échographie), et
présente un intérét afin de rechercher certaines affections génétiques liées au chromosome X,
comme la maladie de Duchenne et 'hémophilie (Benn, 2014). Si la mére est porteuse de la
maladie, alors un foetus méale a 50 % de chance d’hériter du chromosome X anormal et sera alors
malade le cas échéant. Dans ce cas, il est pertinent d’envisager dans un second temps la
recherche de la mutation par une méthode plus invasive. A l'inverse, cela s’avére inutile pour les
foetus femelles, qui seront asymptomatiques qu’ils soient porteurs ou non de la mutation (Alberry
et al., 2021). Cependant, la détermination du sexe grace aux cfDNA peut poser un probléme
éthique, s'il en est fait usage pour des raisons non médicales.

Dans le cas ou une mutation génétique est héritée du peére, il est possible de dépister
certaines maladies autosomiques dominantes (dystrophie myotonique, maladie de Huntington,
dystonie primaire débutante) en recherchant la mutation d’origine paternelle dans le pool de cfDNA
(Benn, 2014). Par exemple, chez les familles ou un historique de maladie d’Huntington est
rapporté, le dépistage de la maladie peut se faire par recherche de la taille de la répétition d’'un
trinucléotide cytosine-adénine-guanine (CAG) au niveau de I'exon 1 du géne de la huntingtine,
dans le plasma de la meére, par PCR semi-quantitative (van den Oever et al., 2015). Une catégorie
est ensuite attribuée a chaque séquence, selon le nombre de répétition du triplet CAG (tableau
13). Dans leur étude datant de 2015, van den Oever et al. ont montré que les résultats de ce
dépistage a l'aide des cfDNA retrouvés dans le plasma maternel concordaient avec ceux obtenus
par échantillonnage des villosités choriales, avec une sensibilité et une spécificité de 100 % a
condition que le test de dépistage soit répété deux a trois fois (van den Oever et al., 2015). Ainsi,
si le nombre de répétitions du triplet CAG est supérieur a 35, I'enfant développera avec certitude la
maladie. La détermination du groupe sanguin du foetus, pour éviter une maladie hémolytique, est
une des autres applications possibles du dépistage de mutations héritées du pére, notamment par
génotypage Rhésus D feetal chez les méres Rhésus D négatif (Alberry et al., 2021; Benn, 2014).

Tableau 13 : Risque encouru par le feetus selon le nombre de répétition du trinucléotide
CAG au niveau de I’exon 1 du géne de la huntingtine (d’aprés van den Oever ef al., 2015))

Nombre de répétitions

du trinucléotide CAG <27 272435 > 35

Intermédiaire : Foetus a Anormal : Foetus qui
Normal : Aucun risque de risque de développerla @ développera la maladie
développer la maladie maladie, par extension = de Huntington au cours
du nombre de répétitions de sa vie

Risque pour le feetus
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Plusieurs cas de figure sont a considérer en cas de maladie secondaire a des mutations
autosomiques récessives. Si les deux parents sont porteurs de la mutation, le foetus pourra étre
considéré sain en montrant 'absence de la mutation d’origine paternelle dans le pool de cfDNA
maternel. Cela peut s’avérer simple si le foetus est hétérozygote, porteur d’'un alléle paternel
différent de l'allele maternel, ou s’il est possible d’identifier clairement quel alléle a été hérité du
pére grace au polymorphisme (Benn, 2014). Le diagnostic se révéle plus difficile dans le cas ou les
deux parents sont porteurs du méme allele muté ou s'il faut exclure le portage de l'alléle maternel
chez le feetus : cela est lié a la faible fraction représentée par les alleles foetaux mutants en
comparaison a la proportion d’alléles maternels mutants dans le pool de cfDNA plasmatiques
maternels (Alyafee et al., 2022). Dans leur étude, Alyafee et al. (2022) ont cherché a développer
une méthode d’amplification du génome hautement sensible et spécifique permettant la purification
et I'enrichissement des cffDNA, dans ce contexte de maladies autosomiques récessives familiales,
afin d’aider a leur détection et a leur prévention. Les cffDNA ont été enrichis par un processus de
double purification (permettant d’éliminer au maximum les cfDNA de grande taille, d’origine
maternelle) suivi d’'une amplification, afin d’atteindre une quantité de cffDNA suffisante pour rendre
leur détection possible, permettant ainsi de conclure sur le statut génétique du foetus au cours du
premier trimestre de grossesse.

= Maladies monogéniques d’apparition spontanée chez le foetus

Certaines mutations autosomiques dominantes peuvent apparaitre de novo chez le foetus. Ces
mutations peuvent toucher le gene fgfr-3 codant pour les récepteurs des facteurs de croissance
des fibroblastes et peuvent ainsi étre a l'origine de différentes dysplasies. Le choix entre une
méthode invasive et une méthode non invasive dépend du diagnostic différentiel, car certaines de
ces dysplasies ne peuvent étre détectées par analyses des cfDNA (Alberry et al., 2021; Benn,
2014).

* Aneuploidies fcetales

Comme dit précédemment, le dépistage de la trisomie 21 (aussi appelée syndrome de
Down) par les cfDNA est trés sensible et trés spécifique : le taux de faux positif s’éléeve a 0,1 %
seulement. Cependant, la plupart ne s’intéresse qu’aux populations a haut risque. D’aprés
Pergament et al. (2014), dans le cas ou les cfDNA ont permis d’obtenir un résultat, le dépistage de
la trisomie 21 a atteint 100 % de sensibilité et de spécificité chez 'ensemble de la population de
femmes enceintes. Dans leur étude, Norton et al. (2015) se sont également intéressés a une
population de femmes enceintes a faible et a haut risque. Chaque femme enceinte participant a
I'étude a été soumise au dépistage standard de la trisomie 21 (dosage de la protéine A et de la
sous-unité 3 de la gonadotrophine chorionique humaine (hCG), mesure de la clarté nucale) et s’est
vue prélever du sang pour extraction et analyse des cfDNA. Un risque de trisomie 21 a également
été attribué selon 'age de la mére et 'age gestationnel : la mére était considérée a haut risque si
ce risque s’est révélé supérieur a 1 %. Les résultats obtenus dans 'étude sont présentés dans le
tableau 14. Le dépistage de la trisomie 21 par les cfDNA présentait une sensibilité et spécificité
significativement plus élevées que la méthode standard de dépistage au premier trimestre de
grossesse, peu importe 'age de la mére. Aucun faux négatif n’a été établi par utilisation des
cfDNA. Cependant, 3 % des tests de dépistage par les cfDNA n'ont pas permis d’établir de
résultats, possiblement a cause d’'une fraction foetale réduite. A I'heure actuelle en France, la
Haute Autorité de Santé recommande I'utilisation du test ADN LC T21, basé sur I'analyse des
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cffDNA, chez les femmes enceintes dont le risque estimé de trisomie 21 foetale est compris entre
0,1 et 2 % (Haute Autorité de Santé, 2020).

Tableau 14 : Performances du test de dépistage de la trisomie 21 par analyse des cfDNA
(d’aprés Norton et al., 2015)

Dépistage pré-natal

Variable standard Dépistage par les cfDNA
Sensibilité (%) (Intervalle de Confiance a 78.9 [62.7 : 90.4] 100 [90.7 : 100] *
95%)
Spécificité (%) (Intervalle de Confiance a 94.6 (94,2 : 94.9] 99.9 (99,9 : 100] *
95%)
VPP (%) (Intervalle de Confiance a 95%) 3,4[2,3;4,8] 80,9 [90,7 ; 100] #
VPN (%) (Intervalle de Confiance a 95%) 99,0 [99,9; 100] 100 [99,9 ; 100] #

* Les valeurs de sensibilité et spécificité ont été déterminées a partir des résultats issus du
diagnostic de trisomie 21 établi par test génétique et par observation du nouveau-né a la
naissance.

* Toutes les valeurs de p value sont inférieures ou égales a 0,008.

Concernant la trisomie 13 et la trisomie 18, les résultats des études de Pergament et al.
(2014) et de Norton et al. (2015) sont présentés dans le tableau 15. Les valeurs absolues de la
sensibilité et de la spécificité des tests utilisant les cfDNA étaient effectivement supérieures a
celles du dépistage standard, mais pas toujours significativement différentes. De plus, la sensibilité
du dépistage de la trisomie 18 par les cfDNA établie par ces deux études restait faible, ce qui peut
s’expliquer par la présence d’'un unique faux négatif dans chacune des études, ne s’intéressant
qu’a un échantillon de faible taille.
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Tableau 15 : Performances du test de dépistage de la trisomie 13 et de la trisomie 18 par
analyse des cfDNA (d’aprés Norton et al., 2015 ; Pergament et al., 2014)

Dépistage par les

Dépistage par les cfDNA

Dépistage standard fDNA

Maladie Variable

Norton et al. (2015) Pergament et al.

Norton et al. (2015)

(2014)
Sensibilité (%) (Intervalle
Go Confiance a 650+ 00[12-987]  100[158-100] 100 (73,5~ 100]
Trisomie 13
Spécificité (%) (Intervall
pecificite (%) (Intervalle o5 2 996 _908]  100[99.9-100] 100 [99,6 — 100]

de Confiance a 95%) *

Sensibilité (%) (Intervalle 90,0[55,5-99,7]  96,0[79,7-99,9]

de Confiance & 95%) * 80,0 [44,4 - 97,5]

(un faux négatif) (un faux négatif)
Trisomie 18

Spécificité (%) (Intervalle
de Confiance & 95%) * 99,7 [99,6 — 99,8] 100 [99,9 — 100] 99,9 [99,4 — 100]
* Les valeurs de sensibilité et spécificité ont été déterminées a partir des résultats issus du
dépistage standard des trisomies 13 et 18.

Les aneuploidies ne touchent pas que les autosomes. Les chromosomes sexuels, X et Y,
peuvent également étre concernés par ces anomalies : la fréquence s’éléve a un cas pour 400
(Margiotti et al., 2020). Plusieurs maladies sont décrites chez 'homme : monosomie X (syndrome
de Turner), trisomie XXX, trisomie XXY (syndrome de Klinefelter) et trisomie XYY. Avec les
méthodes classiques de dépistage, la détection non invasive de ces maladies est souvent fortuite
ou peu efficace. Les données disponibles concernant I'efficacité du DPNI sont limitées, mais |l
semblerait que le taux de détection soit encore plus faible. Wang et al. (2020) ont cherché a
estimer la précision du dépistage de ces aneuploidies par des méthodes de DPNI ayant recours
au séquencgage de masse des cfDNA, en comparant les résultats obtenus au caryotype post-natal.
Les résultats de cette étude et de celle de Margiotti et al. (2020) sont présentés dans le tableau
16 ; la VPP du dépistage de ces maladies s’est avérée étre faible, notamment pour la monosomie
X. Plusieurs éléments peuvent expliquer que le taux de faux positifs soit élevé : la présence de
séquences de Chargaff, du mosaicisme maternel ou placentaire, une trisomie XXX maternelle, la
perte biologique chez la mére d’'un chromosome X en lien avec I'age. Face a ces observations et
au faible nombre de cas étudiés dans la littérature, il est donc conseillé de procéder a un
diagnostic post-natal en cas de DPNI positif en attendant I'obtention de nouvelles données sur la
précision des informations apportées par les cffDNA (Wang et al., 2020).
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Tableau 16 : VPP (%) du test de dépistage de aneuploidies touchant les chromosomes
sexuels par analyse des cfDNA (d’aprés Margiotti et al., 2020 ; Wang et al., 2020)

DPNI par utilisation des cfDNA

Maladie Wang et al., 2020 Margiotti et al., 2020
VPP (%) *
Monosomie X 21,4 69,2
Trisomie XXX 75,0 100
Trisomie XXY 90,9 80,0
Trisomie XYY 75,0 100
Toutes maladies confondues 57,6 77,3

* Les valeurs de VPP ont été déterminées a partir des résultats issus du caryotype post-natal.

= Diabéte néonatal

Le diabéte néonatal est une affection qui se déclare dans les premiers mois de vie (avant six mois
en général, mais parfois plus tard) d’un nourrisson. A linverse du diabéte sucré classique,
résultant d’'un ensemble d’interactions entre des facteurs environnementaux et des facteurs
geneétiques, le diabéte néonatal est majoritairement lié a des mutations monogéniques : a I'heure
actuelle, on en recense plus d’'une vingtaine. L’identification précoce du diabéte néonatal est
d’'importance majeure, car la mise en place d'un traitement adapté permet d’améliorer la gestion
du diabéte et de prévenir les conséquences de ses complications, notamment d’ordre
neurologique (Lemelman et al., 2018).

Pour la premiére fois en 2017, un case report a recherché une mutation du géne kcnj711 au
sein des cfDNA maternels porteur d’'un foetus a risque, car issu d’un pére porteur d’'une mutation
par substitution a l'origine de diabéte néonatal permanent et souffrant lui-méme de diabéte
néonatal (De Franco et al., 2017). En effet, le géne kcnj11, codant pour une des sous-unités du
canal potassique dépendant de I'adénosine triphosphate, est a I'origine de la majorité des cas de
diabéte néonatal lorsqu’il est muté (Lemelman et al., 2018). Le recours a la ddPCR n’a pas permis
d’identifier la mutation paternelle au sein des cffDNA retrouvés dans le plasma maternel : le
résultat de ce diagnostic prénatal s’est révélé cohérent avec le séquencage de I'ADN du
nourrisson réalisé a sa naissance sur un échantillon sanguin, qui s’est révélé étre non porteur de la
mutation (De Franco et al., 2017). L’identification de mutations d’origine maternelle héritées par le
foetus est toutefois plus complexe, car le génome maternel est source de confusion lors des
analyses.
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o Limites a l'utilisation des cfDNA dans le cadre du DPN/

Plusieurs contextes peuvent étre a l'origine d’erreurs diagnostiques lors de la réalisation de tests
de DPNI basés sur les cfDNA.

La « fetal sex discordance » se définit comme la contradiction du phénotype et du génotype
foetal, respectivement usuellement identifiés par échographie et test génétique. Ce phénomene est
difficilement évaluable en termes de fréquence, car plusieurs termes peuvent étre utilisés pour le
désigner (Soto et al., 2020), mais Smet et al. (2020) ont estimé que celle-ci s’éléve a un pour
1500 a 2 000 grossesses. Cependant, une augmentation de cette fréquence est attendue, avec
l'utilisation de plus en plus importante du DPNI aboutissant a une meilleure accessibilité aux
informations génétiques prénatales (Soto et al., 2020). Plusieurs causes sont a l'origine de cette
discordance : elles peuvent étre d’ordre technique ou biologique. Des erreurs laboratoires peuvent
d’abord étre mises en cause, qu’elles soient liées a I'opérateur, en cas de mauvaise gestion de
I'échantillon (perte, contamination, erreur d’identification), ou a la technique analytique utilisée : en
effet, les cfDNA permettent de déterminer le sexe du feetus avec de bonnes sensibilité et
sensitivité, mais des erreurs persistent (Soto et al., 2020).

En cas de greffe (organe, moelle osseuse) ou de transfusion, le pool de cfDNA se voit
modifié : ces changements peuvent masquer les cffDNA et ainsi aboutir a des erreurs de sexage,
voire a la non détection de maladies foetales telles que des aneuploidies (Smet et al., 2020). La
présence d'un processus néoplasique chez la mére peut également engendrer des résultats
incohérents.

En cas de gestation multiple, le recours aux tests de DPNI est déconseillé car le risque
d’erreur est important. Un cas particulier est cependant a considérer : en cas de syndrome du
jumeau perdu ou évanescent, lors duquel un des deux foetus disparait au cours de la grossesse, il
est observé une persistance de la libération de cffDNA pendant plusieurs semaines, aprés la
résorption du foetus ; une étude rapporte que cette libération peut perdurer jusqu’a neuf semaines
aprés la lyse du jumeau, ce qui peut induire des erreurs dans linterprétation des résultats des
tests basés sur ces cffDNA (Smet et al., 2020; Soto et al., 2020).

c. Affections associées a la grossesse

Il existe une association entre les cffDNA et différents types de complications liées a la grossesse,
méme si les mécanismes permettant d’expliquer ce lien ne sont pas encore tout a fait identifiés
(van Boeckel et al., 2018).

o Pré-éclampsie
La pré-éclampsie, maladie dont la prévalence est en augmentation, est difficile a dépister
notamment de par son origine multifactorielle. Il a cependant été déterminé, grace a I'étude de
genes subissant une régulation épigénétique modifiant leur degré de méthylation, que le taux de
cffDNA chez les femmes enceintes atteintes de pré-éclampsie serait supérieur a celui des femmes
enceintes saines : en effet, chez des femmes entre 29 et 36 semaines de gestation atteintes de
pré-éclampsie, la concentration plasmatique en cffDNA était multipliée d’un facteur 2,12, a 'origine
d’'une augmentation significative par comparaison au groupe sain (Sekizawa et al., 2003). Cette
augmentation a également été observée en début de grossesse (8 a 32 semaines) chez des
femmes ayant ensuite déclaré une pré-éclampsie (Palei, 2021). Cependant, les études se
contredisent, et de nombreuses équipes de chercheurs n'ont pas mis en évidence de lien entre

Page 74



une augmentation des cffDNA au cours du premier trimestre de grossesse et le développement
d’'une pré-éclampsie chez la mére (Sarzynska-Nowacka et al., 2019).

o Retard de croissance intra-utérin (RCIU)

Le RCIU, défini comme une incapacité du feetus a se développer selon son potentiel génétique,
est considéré comme étant un facteur majeur de morbidité et mortalité, au cours des périodes péri-
natale et infantile mais également plus tardivement, en prédisposant les individus a de multiples
affections d’ordre systémique (Smith, 2018).

Sekizawa et al. (2003) ont quantifié la concentration en cfDNA totaux et en cffDNA (a 'aide
d’'un marqueur spécifique du chromosome Y, le géne dys74), chez des femmes portant un foetus
de sexe masculin atteint de RCIU. Par comparaison avec des femmes dont le foetus montrait une
croissance normale, aucune différence significative n'a été mise en évidence en termes de
concentration en cfDNA totaux ou en cffDNA. Quelques années plus tard, une étude sur le sujet a
été menée en prenant en compte les différentes causes possibles de RCIU, notamment
I'insuffisance placentaire (Al Nakib et al., 2009). Contrairement a ce qui avait été établi en 2003 par
Sekizawa et al., les femmes dont le foetus présentait un RCIU ont montré une concentration
plasmatique en cfDNA totaux significativement supérieure a celle des femmes au feetus sain (p <
0,001), indépendamment de I'dge gestationnel. En cas de RCIU secondaire a une insuffisance
placentaire, la concentration était d’autant plus élevée et significativement différente que
lorsqu’une autre cause était responsable (p = 0,001). La concentration en cffDNA, identifiés grace
au geéne sry spécifique du chromosome Y du feetus (tous de sexe masculin ici), n’était
significativement différente entre les groupes aux feetus atteints de RCIU et le groupe aux foetus
sains qu’au troisiéme trimestre de grossesse, mais ne permettait pas de discriminer I'insuffisance
placentaire d’'une autre cause de RCIU. Il a été supposé que le choix du géne utilisé pour détecter
les cffDNA pouvait étre responsable de ce résultat (Al Nakib et al., 2009), puisque la méme année,
Alberry et al. (2009) ont postulé que le géne dys74 pourrait permettre d’atteindre une meilleure
sensibilité et précision par comparaison au géne sry, du fait de leur nombre de copies différent par
chromosome Y (respectivement dix copies et une copie).

Cependant, le véritable intérét clinique des cfDNA reste encore a prouver : en termes de
diagnostic étiologique, la valeur seuil de 1,613 copies/mL de cfDNA totaux chez une mére
porteuse d'un foetus atteint de RCIU n’a permis d’identifier une insuffisance placentaire qu’avec
78,95 % de sensibilité et 61,29 % de spécificité ; le Doppler, utilisé pour rechercher des anomalies
utérines, a fait preuve d’'une efficacité bien meilleure pour identifier des dommages placentaires,
toutes causes de RCIU confondues (Al Nakib et al., 2009). Méme si une fraction feetale réduite est
observée dans les cas de RCIU précoces, aucune étude n’a prouvé sa supériorité par rapport aux
autres marqueurs de dysfonctionnement placentaire (Morano et al., 2018).

o [Fausse couche

L’avortement spontané, aussi appelé fausse couche, survient avant la vingtiéme semaine de
grossesse ou la vingt-deuxieme semaine d’aménorrhée ; il est qualifi¢ de précoce ou de tardif
selon le moment précis de sa survenue (premier ou deuxiéme trimestre de grossesse). Cette
complication est assez fréquente, et concerne 15 % des grossesses (Vidal, 2013a). On distingue
plusieurs causes de fausses couches : celles liées a I'embryon lui-méme telles que des anomalies
chromosomiques ou de développement, celles liées a la santé de la mére ou encore les causes
imputables a des facteurs externes (infection par des agents pathogénes, toxiques, substances
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récréatives) (Vidal, 2013b). Il est important d’identifier la cause d’'une fausse couche, car cela peut
impacter le pronostic des futures gestations (Colley et al., 2020). A I'heure actuelle, en cas de
fausse couche, les tests génétiques utilisent les produits de conception (tissus placentaires et
foetaux) ; cependant, la bonne interprétation des résultats du test nécessite que ces tissus soient
frais et non contaminés, notamment par les cellules maternelles. De plus, dans de nombreuses
instances, ces tissus peuvent ne plus étre disponibles ou tout simplement non envoyés en
laboratoire par les patientes (Colley et al., 2020). Le recours a I'analyse des cfDNA, contenus dans
un simple échantillon sanguin, et déja utilisés dans le cadre du DPNI, permettrait d’'identifier des
anomalies chromosomiques a l'origine d’avortements spontanés.

Peu d’études se sont intéressées a l'analyse des cfDNA dans I'établissement d’un
diagnostic chez des femmes dont la grossesse s’est compliquée d’'une fausse couche. Le tableau
17 présente les résultats de trois études ayant comparé les performances de I'analyse des cfDNA
plasmatiques et de l'analyse cytogénétique des produits de conception pour identifier des
anomalies chromosomiques chez ces femmes. Face a la présence de discordances entre les deux
types d’analyses réalisées (surtout identifiées en cas de monosomie, de micro-délétions et de
mosaicisme diagnostiqués par analyse des produits de conception mais pas par analyse des
cfDNA), Clark-Ganheart et al. (2015) et Colley et al. (2020) ont postulé que celles-ci pouvaient
s’expliquer par du mosaicisme placental confiné, qui peut ne pas étre détectée par analyse des
cfDNA. Les anomalies les plus fréquemment identifiées en cas de fausse couche sont les
trisomies 13, 18 et 21 (Clark-Ganheart et al., 2015), mais les cfDNA sont également capables de
mettre en évidence des aneuploidies plus rares telles que les trisomies 7, 10, 14 et 16 (Clark-
Ganheart et al., 2015; Colley et al., 2020). Il y a donc plusieurs cas de figure ou le recours aux
cfDNA, a partir de huit semaines de grossesse, peut étre intéressant et ainsi éviter aux patientes
de subir une amniocentése ou un prélévement post-mortem des produits de conception : suspicion
d’'une des trois trisomies majeures lors d’'un contrble échographique, impossibilité de réaliser une
analyse cytogénétique classique, préférence de la part des patientes.

Tableau 17 : Concordance des résultats obtenus par analyse des cfDNA et par analyse
cytogénétique des produits de conception pour établir un diagnostic d’anomalies
chromosomiques (d’aprés Clark-Ganheart et al., 2015 ; Colley et al., 2020 ; Yaron et al.,
2020)

Concordance des résultats
obtenus par analyse des cfDNA
avec ceux obtenus par analyse
cytogénétique des produits de

Nombre de patientes  Age gestationnel au
testées pour les moment du diagnostic
cfDNA et les produits (semaines)
de conception

Etude

(a) moyenne (b) médiane conception (%)
Clark-Ganheart et al.
16 16,9@
(2015) 87.5
Yaron et al. (2020) 86 9,6@ 82
Colley et al. (2020) 57 7,1 75
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En cas de fausses couches récurrentes, dont la cause principale correspond a la présence
d’anomalies chromosomiques aléatoires, Yaron et al. ont proposé en 2020 un nouvel algorithme a
suivre, incluant I'analyse des cfDNA : en cas d’aneuploidie détectée par les cfDNA a partir de la
deuxieme fausse couche, il n'est pas utile de procéder a de plus amples investigations ; un
caryotype des deux parents doit étre réalisé en cas de réarrangement chromosomique ; enfin, il
est conseillé de suivre le protocole standard dans tous les autres cas (Yaron et al., 2020). Dans les
résultats de leur étude, cet algorithme a permis d’éviter le recours au protocole standard dans plus
de la moitié des cas.

Enfin, au-dela de I'apport des cfDNA d'un point de vue purement médical, les réponses
qu’ils fournissent peuvent procurer du réconfort aux parents ayant perdu leur enfant et atténuer la
culpabilité ressentie suite a une fausse couche (Colley et al., 2020; Yaron et al., 2020).

o Accouchement prématuré

L’accouchement prématuré, correspondant a une mise-bas avant la trente-septieme semaine de
grossesse, est la premiére cause de morbidité et de mortalité chez les nouveaux-nés. Parmi les
causes d’accouchement prématuré, le travail prématuré spontané en représente l'origine majeure
(van Boeckel et al., 2020), mais d’autres mécanismes peuvent étre en cause, tel qu’une rupture
prématurée des membranes (Farina et al., 2005). A 'heure actuelle, il n’existe aucun moyen de
prédire la survenue d'un accouchement prématuré, et les preuves d'efficacité des thérapies
préventives sont conflictuelles.

Plusieurs études ont été menées pour déterminer si les cffDNA ont un intérét prédictif
quant a la survenue d’'un accouchement prématuré. Cependant, les résultats se contredisent. En
effet, Farina et al. (2005) se sont intéressés au dosage des cffDNA (reposant sur la détection du
gene dys1 spécifique du chromosome Y du feetus, par PCR) chez des femmes a risque
d’accoucher prématurément d’'un foetus male, suite a un travail ou une rupture des membranes
précoce, afin d’identifier un lien entre la concentration en cffDNA et la durée de gestation chez ces
femmes. Les concentrations plasmatiques en cffDNA ont ensuite été converties en multiples de la
médiane, et la valeur seuil de 1,82 a été retenue comme celle maximisant la différence entre les
femmes ayant et celle n’ayant pas accouché de fagon précoce. Ainsi, il a été mis en évidence que
les taux cumulés d’accouchement a moins de 30 et de 36 semaines chez les femmes du groupe
dont la concentration en cfDNA était supérieure a cette valeur seuil étaient significativement
supérieurs a ceux du groupe dont la concentration en cffDNA était inférieure a cette valeur (Farina
et al., 2005). Deux études plus récentes, menées par lllanes et al. (2011) et Quezada et al. (2015),
sur des échantillons sanguins prélevés entre 22 et 24 semaines de gestation et 11 et 13 semaines
de gestation respectivement, n‘ont pas permis de metire en évidence de corrélation entre la
concentration plasmatique en cffDNA et I'dge gestationnel a 'accouchement. Les deux équipes ont
donc conclu a I'absence d’intérét des cffDNA pour prédire un accouchement prématuré.

o Diabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel est défini comme toute intolérance au glucose a [lorigine d'une
hyperglycémie de sévérité variable, qui commence ou qui est diagnostiquée pour la premiére fois
au cours de la grossesse. Le diabéte gestationnel se résout usuellement de fagon spontanée, suite
a l'accouchement. Cependant, il est associé a la survenue de complications chez la mére mais
également chez l'enfant, telles que des maladies cardiovasculaires et le développement d'un
diabéte sucré de type 2 (Plows et al., 2018).
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Plusieurs études se sont intéressées au lien pouvant exister entre les cffDNA et le diabéte
gestationnel. Les résultats sont contradictoires, certaines études ayant mis en évidence une
association significative entre le diabéte gestationnel et une concentration en cffDNA élevée (Shen
et al., 2021), faible (Thurik et al., 2016), ou une absence d’association entre ces deux paramétres
(Bauer et al., 2006; Hopkins et al., 2020). Il est donc, a I'heure actuelle, difficile de tirer des
conclusions sur I'apport des cffDNA dans un contexte de diabéte gestationnel.

f. Greffes d’organe

Aprés une procédure de greffe, il est essentiel de monitorer chez le receveur I'évolution de la
qualité du greffon, afin de détecter un éventuel rejet et de mettre en place une thérapie adaptée
pour maintenir le patient en vie le plus longtemps possible. Cependant, les techniques
actuellement utilisées pour le suivi présentent de nombreux inconvénients (Snyder et al., 2011).

C’est en 1998 que la présence de cfDNA provenant du donneur, dits dd-cfDNA, a été mise
en évidence chez des femmes ayant recu une greffe de foie ou de rein (Lo et al., 1998). L’intérét
des cfDNA en tant que marqueur du rejet de greffe (ou de dommages tissulaires du greffon en
général) a alors été soulevé, puisque les dd-cfDNA pourraient étre libérés suite a la nécrose ou a
'apoptose des cellules du greffon ou des cellules hématopoiétiques du donneur présentes dans
I'organisme du receveur.

a. Méthodes de détection des dd-cfDNA

La détection des dd-cfDNA était initialement réalisée chez des femmes ayant regcu un organe
provenant d'un individu de sexe masculin, car celle-ci reposait sur la détection de marqueurs
spécifiques du chromosome Y (Burnham et al., 2017) : cependant cette configuration ne
représente qu’une faible fraction des transplantations d’organes (moins de 25 %), limitant ainsi
I'utilité diagnostique des cfDNA dans ce contexte (Snyder et al., 2011). Une technique similaire
reposait sur I'utilisation des génes codant pour le systéme rhésus (Knight et al., 2019). En 2011,
une méthode universelle a été élaborée par Snyder et al. (2011) afin de détecter les dd-cfDNA peu
importe le sexe du donneur et du receveur : cette méthode repose sur la détection du
polymorphisme nucléotidique par utilisation du séquengage shotgun, aprés avoir établi une
empreinte génétique spécifique du donneur et du receveur par génotypage. Cette méthode permet
également de déterminer la proportion de dd-cfDNA parmi le pool total de cfDNA plasmatiques du
receveur et ainsi de monitorer d’éventuelles modifications de la proportion en dd-cfDNA. Toutefois,
d’autres méthodes moins colteuses et moins chronophages ont été développées. En 2006, Gadi
et al. ont élaboré une technique de détection basée sur la qPCR et reposant sur le polymorphisme
de la séquence codant pour I'antigéne leucocytaire humain (Gadi et al., 2006). De fagon similaire,
la ddPCR peut étre utilisée pour distinguer les cfDNA issus du donneur et du receveur en se
basant sur des variations génétiques telles que les SNP, des insertions et délétions de bases
(Martuszewski et al., 2021) ; et, comme pour la gPCR, il est également possible d’utiliser I'antigéne
leucocytaire humaine en cas de « mismatch » entre le donneur et le receveur (McClure et al.,
2020). Grskovic et al. (2016) ont proposé une méthode basée sur le NGS, permettant de
s’affranchir de I'étape de génotypage chez le receveur et le donneur, en utilisant 266 SNP non
associés a des affections communes. Chaque SNP est amplifié et séquencé pour déterminer la
proportion d’alléles du donneur et ainsi estimer la proportion de dd-cfDNA.
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b. Application aux transplantations d’organes

o Greffe de rein

Le diagnostic de rejet d’'une greffe de rein peut se faire par dosage de la créatinine, dont
augmentation suggére une baisse du DFGe et ainsi une insuffisance rénale d’origine rénale.
Toutefois, chez les patients ayant subi une greffe de rein, ce débit est influencé par de nombreux
facteurs : cette méthode manque donc de précision et la réalisation de biopsies rénales, invasives,
colteuses et parfois dinterprétation longue, est nécessaire pour aboutir & un diagnostic de
certitude (Sigdel et al., 2018). Il est donc dans lintérét des patients de mettre au point une
méthode non invasive, rapide et de confiance pour monitorer I'apparition de Iésions du greffon et
adapter le traitement immunosuppresseur au moment opportun (Martuszewski et al., 2021).
Depuis 2017, I'utilisation du test AlloSure®, reposant sur les dd-cfDNA et visant a déterminer la
probabilité de rejet du greffon de rein chez des patients présentant une clinique compatible avec
un épisode de rejet afin de d’estimer la nécessité de réaliser une biopsie, est prise en charge aux
Etats Unis par l'assurance santé Medicare (Martuszewski et al., 2021; Medicare Coverage
Database, 2020).

Plusieurs études ont permis d’identifier une élévation significative de la proportion en dd-
cfDNA chez des patients au greffon en cours de rejet actif par comparaison aux patients du groupe
controle ne présentant pas de rejet actif (Bloom et al., 2017; Sigdel et al., 2018). De plus, la
fraction en dd-cfDNA permettrait de suivre I'évolution de Iésions précoces associées au rejet
puisque aucune élévation significative n’a été retrouvée chez des patients présentant des Iésions
autres du greffon (rejet borderline ou lésions autres que le rejet) par comparaison aux patients
dont le greffon est stable (Sigdel et al., 2018). Dans leur étude menée en 2018, Sigdel et al. ont
également établi qu’avec une valeur seuil de 1 %, l'utilisation de la fraction en dd-cfDNA permettait
de détecter les individus en cours de rejet actif avec une sensibilité de 88,7 % et une spécificité de
72,6 %, ce qui assurait une meilleure performance que le DFGe (sensibilité de 67,8 % et spécificité
de 65,3 % pour une valeur seuil de 60 mL/min/1,73m?) (Sigdel et al., 2018) . A I'inverse, une étude
plus récente réalisée par Gielis et al. en 2020 n’a pas mis en évidence de supériorité de la fraction
en dd-cfDNA par rapport a la mesure des paramétres rénaux (créatininémie) pour identifier un rejet
aigu de greffe de rein (Gielis et al., 2020).

Des études ont également été menées pour déterminer l'intérét des cfDNA dans
l'identification d’un rejet de greffe a médiation cellulaire T (TCMR pour T-cell mediated rejection)
et/ou a médiation par anticorps (AMR pour antibody mediated rejection). En effet, dans ce second
cas, la présence seule d’anticorps anti-donneur est insuffisante pour diagnostiquer 'AMR puisque
jusqu’a 80 % des patients receveurs présentant ces anticorps ne souffrent pas d’AMR (Huang et
al., 2019). Initialement, aucune différence significative de la fraction en dd-cfDNA n’a été identifiée
entre les patients avec AMR et avec TCMR (Sigdel et al., 2018) ; cependant, un an aprés, Huang
et al. (2019) ont mis en évidence une fraction significativement plus élevée en dd-cfDNA chez les
patients présentant un AMR (seul ou associé a un TCMR) par comparaison aux patients sans
signes histologiques de rejet ou présentant un TCMR seul, suggérant ainsi que les dd-cfDNA
pourraient étre utiles dans la détection de TAMR.

Les dd-cfdDNA pourraient également étre intéressants dans le monitoring d'un traitement
immunosuppresseur : en effet, la courte demi-vie des cfDNA en fait les candidats idéaux pour
refléter la présence de Iésions d’'un organe (pouvant engendrer son dysfonctionnement) suite a
une greffe et sa réponse a une thérapie immunosuppressive. Dans leur étude, Shen et al. (2020)
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se sont intéressés a la fraction en dd-cfDNA avant initiation et un jour aprés la fin d’'un traitement
immunosuppresseur a base de méthylprednisolone d’une durée de trois jours, chez des patients
atteints de rejet aigu de leur greffon rénal (par AMR ou TCMR). Une diminution significative de la
fraction en dd-cfDNA a été observée immédiatement aprés complétion du traitement puis une
stabilisation au controle a deux semaines a été identifiée, et cela peu importe le type de rejet. La
créatininémie, elle, n’a pas montré d’évolution significative avant un délai de deux semaines aprés
la fin du traitement.

En termes de pronostic sur le long terme, une étude a été menée sur des patients ayant
recu une greffe de rein trois ans auparavant. Ces patients ont été classés en deux groupes :
groupe AMR et groupe stable (qu'ils présentent des anticorps anti-donneur ou non) (Zhang et al.,
2020). Les patients du groupe AMR présentaient une fraction en dd-cfDNA significativement plus
élevée que ceux du groupe stable. Cependant, au sein des patients stables, ceux présentant des
anticorps anti-donneur montraient une fraction comparable a celui des patients AMR et
significativement plus élevée que les patients sans anticorps anti-donneur : il est possible que les
cytoponctions a l'aiguille fine n’aient pas permis d’identifier des Iésions compatibles avec 'AMR
chez certains patients, alors que la fraction en dd-cfDNA aurait permis de poser le diagnostic. Avec
une valeur seuil de 1 %, Zhang et al. ont établi en 2020 que la fraction en dd-cfDNA permettait de
distinguer les patients AMR des patients stables avec une sensibilité de 88,9 % et une spécificité
de 73,7 %, permettant ainsi d’identifier précocement les patients dont le rein greffé est soumis a
des lésions médiées par des anticorps (Zhang et al., 2020). Ces résultats sont similaires a ceux
établis précédemment par Bloom et al. (2017).

Le recours aux cfDNA suite a une transplantation rénale ne s’arréte pas qu’a leur étude
dans le plasma. En 2019, Watson et al. ont développé le Kidney Injury Test dosant six marqueurs
dans l'urine, dont les ucfDNA, afin de détecter les individus atteints de maladie rénale chronique,
mais également les individus a risque de développer une maladie rénale chronique malgré des
variables rénales dans les normes (Watson et al, 2019). Plusieurs études se sont alors
intéressées a l'intérét du Kidney Injury Test appliqué aux greffes de reins. Dans 'une d’entre elles,
les auteurs ont élaboré une échelle de 1 a 100 basée sur les six méme marqueurs, appelée
QiSant score (Yang et al., 2020). Avec une valeur seuil de 32, le QiSant score permettait de
distinguer les individus aux greffons stables de ceux souffrant de rejet aigu avec une sensibilité de
95,2 % et une spécificité de 95,9 %. Une seconde échelle, le Q-Score, développée a partir du
QiSant score, permettait de distinguer avec plus de précision les greffons en cours de rejet aigu
des greffons stables, avec une sensibilité de 95,8 % et une spécificité de 99,3 % pour la méme
valeur seuil (Nolan et al., 2020). Cependant, aucune différence n’a été identifiée en fonction du
type de rejet (TCMR ou AMR, p > 0,05) par ces deux études (Nolan et al., 2020; Yang et al.,
2020). Le QiSant score présentait également 'avantage de pouvoir de prédire un épisode de rejet
de fagon précoce, jusqu'a 200 jours avant que celui-ci ne soit confirmé histologiquement par
biopsie (Martuszewski et al., 2021).

o Greffe de coeur

Le gold-standard du monitoring d’une greffe de cceur repose sur la réalisation de biopsies
endomyocardiques, qui permettent de grader le rejet. Cependant, cette technique n’est pas
parfaite, puisque 20 % de rejets sont rapportés chez des patients dont la biopsie s’est révélée
négative (Sharma et al., 2021). De plus, elle présente d’autres inconvénients : elle est invasive et
colteuse, son interprétation varie selon [I'expérience du pathologiste, ne corréle pas
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systématiquement a la clinique et peut étre a l'origine de complications graves, bien que rares
(Deshpande et al., 2022; Snyder et al., 2011). Environ 40 % des patients ayant subit une
transplantation cardiaque sont sujets a au moins un épisode de rejet aigu de leur greffe de coeur
dans la premiere année suivant la greffe, a l'origine d’'une mortalité d’environ 10 % (Sharma et al.,
2021). Il est donc dans l'intérét de tous d’identifier un marqueur sensible et spécifique, non invasif,
permettant de monitorer la santé du greffon et d’identifier un rejet aigu dans un contexte de
transplantation cardiaque.

Feingold et al. (2023) se sont intéressés a l'intérét de I'implantation du dosage de dd-
cfDNA dans le cadre de la surveillance de la santé du greffon chez des patients 4gés de moins de
dix ans lors de leur transplantation cardiaque. En n’ayant recours aux techniques diagnostiques
habituelles qu'en cas de dépassement de la fraction en dd-cfDNA du seuil de risque faible décrit
par les fabricants des tests de dosage, I'utilisation des dd-cfDNA a intervalle régulier chez les
patients ayant regu une greffe cardiaque dans leur enfance a permis de réduire de 81 % l'usage
des techniques invasives que sont la biopsie endomyocardique et le cathéterisme du cceur droit,
sans pour autant observer d’issue négative chez ces patients au cours des trente-cing mois
suivants.

Plusieurs études se sont intéressées a I'apport des dd-cfDNA pour diagnostiquer un rejet
chez les patients ayant regu une greffe de coeur. Les dd-cfDNA sont décrits dans la littérature
comme ayant une forte VPN pour identifier un épisode de rejet ; ainsi l'identification d’'une fraction
en dd-cfDNA dans les normes permet d’écarter avec confiance I'hypothése d’un rejet chez les
patients ayant regu une transplantation cardiaque (Sharma et al., 2021), et cela chez les patients
adultes mais également pédiatriques (Deshpande et al., 2022; Richmond et al., 2020). Les
résultats de I'étude de Deshpande et al. (2022), qui ont utilisé des courbes ROC pour établir des
valeurs seuil optimales chez différentes catégories d’age, sont présentés dans le tableau 18. En
cas de fraction ou de concentration en dd-cfDNA élevée, suggérant une lésion du greffon, il est
conseillé de procéder a une analyse histologique sur biopsie pour établir le diagnostic, car une
élévation des dd-cfDNA n’est pas spécifique de la nature de la Iésion (qui peut étre virale par
exemple) (Sharma et al., 2021).

Tableau 18 : VPN (%) du test de détection d’un rejet de greffe cardiaque par dosage des dd-
cfDNA (d’aprés Deshpande et al. ; 2022)

Valeur seuil de la fraction en dd-

Population considérée VPN associée (%)

cfDNA considérée (%)
Population totale 0,13 99
Patients pédiatriques 0,13 99
Patients adultes 0,15 99
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Le score AlloSure® Heart utilise le NGS pour quantifier les dd-cfDNA plasmatiques chez le
receveur d’'un greffon et permet d’identifier des signes de lésions ou de rejet du greffon (Care Dx,
2021). Kamath et al. (2022) ont étudié la performance de la variabilité du score AlloSure® Heart
(calculée a partir des multiples valeurs obtenues au cours du suivi) pour prédire la mortalité chez
des patients adultes ayant recu une greffe de coeur. La variabilité du score AlloSure® Heart,
calculée sur trois mesures, s’est révélée significativement associée a la mortalité (p = 0,009)
uniguement dans un modeéle univarié. Toutefois, la valeur seuil de 0,3 permet de distinguer les
patients a faible ou a haut risque de mortalité.

En termes de codt, le recours aux dd-cfDNA a I'avantage d’étre beaucoup moins onéreux
que les techniques précédemment utilisées dans un contexte de transplantation rénale : il a été
estimé que les économies sur les vingt années suivant la greffe peuvent s’élever a au moins
8545% par patient (Feingold et al., 2023), ce qui représente un argument d’importance
considérable en faveur des cfDNA.

o @Greffe de poumon

La greffe de poumon est la seule option thérapeutique envisageable pour les individus souffrant
d’'une affection pulmonaire terminale (Ju et al., 2023). Aprés une greffe de poumon, les patients
sont fréquemment soumis a des examens complémentaires (bronchoscopie, histologie sur biopsie
transbronchiale) afin de détecter précocement I'apparition de complications. Cependant, ces
procédures nécessitent une anesthésie générale, sont pour certaines invasives (biopsies) et
parfois non conclusives (biopsies réalisées a I'aveugle, interprétation soumise a la variabilité inter-
observateur) (Jang et al., 2021). Parmi les principales complications associées a la greffe de
poumon, on compte le développement d’'une infection (notamment virale liée au cytomégalovirus),
le rejet du greffon, dont la distinction est parfois difficile, et la dysfonction chronique du greffon
pulmonaire elle-méme favorisée par un épisode de rejet aigu (De Vlaminck et al., 2015; Ju et al.,
2023). Ainsi, la durée de vie médiane aprés une greffe de poumon (5,3 ans) est considérablement
inférieure a celle observée chez les patients ayant recu une greffe coeur (11 ans) ou de foie (8,5
ans) (De Vlaminck et al., 2015): ces chiffres soulignent la nécessité de disposer d’outils
diagnostiques précoces et précis pour optimiser la qualité et la durée de vie des patients.

L’étude de la corrélation des dd-cfDNA plasmatiques avec des indicateurs de lésions du
greffons, utilisés pour guider la décision thérapeutique, montre l'intérét potentiel de leur utilisation
dans un contexte de greffe pulmonaire : en effet, il existe, avec la fraction en dd-cfDNA, une
corrélation positive avec le grade histologique du TCMR (Jang et al.,, 2021) et le diagnostic
clinique d’'une dysfonction chronique du greffon (Jang et al., 2021), ainsi qu'une corrélation
négative avec le volume expiratoire maximal seconde (De Vlaminck et al., 2015; Jang et al., 2021).
Le séquencage des dd-cfDNA permet également d’identifier une complication infectieuse, et
parfois méme d’identifier 'agent pathogéne en cause (De Vlaminck et al., 2015; Pedini et al.,
2023). Cependant, la cinétique d’évolution des dd-cfDNA est a prendre en compte : en effet, une
augmentation initiale est observée aprés la procédure de greffe, liée a l'inflammation secondaire a
la chirurgie et au mécanisme d’ischémie reperfusion.

Pour faciliter le diagnostic des complications, plusieurs chercheurs se sont donc intéressés
aux informations apportées par les dd-cfDNA. Cependant, les résultats établis se contredisent.
Jusqu’a récemment, une élévation de la fraction en dd-cfDNA plasmatiques était rapportée chez
les patients souffrant de rejet aigu (Ju et al., 2023; Sayah et al., 2020; Zou et al., 2017) et de
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dysfonction chronique du greffon pulmonaire (DCGP) (Ju et al., 2023). Cependant, en 2023, Pedini
et al. (2023) n'ont pas identifié de différence considérable entre le groupe infecté et le groupe rejet
aigu. La littérature se contredit également concernant la présence ou non d’une différence
significative entre le groupe au greffon infecté et le groupe au greffon stable (Rosenheck et al.,
2022; Sayah et al., 2020). De fagon générale, tous types de Iésions confondus, Pedini et al. (2023)
ont proposé la valeur de 1,72 % en dd-cfDNA a 30 jours post-transplantation comme valeur seuil
pour décider ou non de poursuivre les explorations avec des examens parfois plus invasifs, afin
d’identifier une Iésion du greffon ; ce seuil prodiguait une VPN de 91,4 % et une VPP de 75,0 %.
Les performances de la fraction en dd-cfDNA plasmatiques pour distinguer les différentes
complications pouvant survenir aprés la greffe et identifier un épisode de rejet aigu sont
présentées dans le tableau 19. Les valeurs prédictives négatives ainsi établies étaient élevées :
cela signifie que le calcul de la fraction en dd-cfDNA était un bon indicateur de la stabilité d’une
greffe et peuvent servir d’outil de surveillance de la santé d’'une greffe. Une valeur en dd-cfDNA
haute doit donc pousser a la réalisation d’examens supplémentaires pour établir le diagnostic de
certitude d’un épisode de rejet aigu (Jang et al., 2021). A l'inverse, la faible VPP est expliquée par
le fait que 'examen histopathologique n’a permis de détecter qu’un tiers des cas identifiés comme
positifs par les dd-cfDNA, alors que 90 % des deux tiers de cas restants (alors considérés faux
positifs) étaient concordants avec des complications cliniques (Jang et al., 2021). Il est donc
pertinent de s’interroger sur I'existence d’erreurs a 'examen histopathologique. Dans un contexte
de rejet aigu, I'évolution observée des dd-cfDNA varie selon le type de médiation : 'augmentation
de la fraction en dd-cfDNA semble étre plus marquée et plus fréquemment retrouvée en cas
d’AMR qu’en cas de TCMR (Jang et al., 2021; Pedini et al., 2023).
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Tableau 19 : Evaluation par étude des aires sous la courbe ROC des performances de la
fraction en dd-cfDNA plasmatiques dans la distinction des complications post-greffe
pulmonaire (d’aprés De Vlaminck et al., 2015 ; Jang et al., 2021 ; Ju et al., 2023)

Etude i
Complication Valeurseuildela | o i iite | Spécificits
sl o fraction en dd- o/ \ * .
considérée o (%) (%)
(technique utilisée) cfDNA (%)

VPN (%) VPP (%)

De Vlaminck et al. L s
Rejet aigu modéré a

2015
( ) sévere (a distinguer 1 100 73 rglcfi)gée r(’é\jc:gée
(NGS) d’un greffon stable) P P
Jang et al. (2021 1 7 84 90 64
9 ( ) Rejet aigu (a distinguer
(NGS) d’un greffon stable)
0,5 95 65 96 51
Rejet aigu (a distinguer
d’une dysfonction
chronique, d’'une 1,17 89,19 86,47 96,6 64,7
infection et d’'un greffon
Ju et al. (2023) stable)
(NGS)

Dysfonction chronique
(a distinguer d’'une
infection et d'un greffon
stable)

0,89 95 76,99 98,8 42,2

* Les valeurs de sensibilité et spécificité ont été déterminées a partir des résultats issus du
diagnostic histologique sur biopsie transbronchiale (De Vlaminck et al., 2015; Jang et al., 2021),
du diagnostic histologique sur biopsie transbronchiale ou du diagnostic thérapeutique (Ju et al.,
2023).

En cas d’infection, les cytomégalovirus représentent le danger le plus important. Chez les
patients infectés par ce virus, il est possible de retrouver dans leur plasma des cf-virDNA en étant
issus : le monitoring d’un rejet aigu et d'une infection au cytomégalovirus peut donc se faire
simultanément, grace au séquencage des cfDNA (De Viaminck et al., 2015). En 2015, De
Vlaminck et al. n’ont identifié une augmentation significative des dd-cfDNA plasmatiques que lors
de limplication des cytomégalovirus, et pas lorsque d’autres pathogénes sont impliqués (De
Vlaminck et al., 2015). Cependant, une étude récente a mis en évidence une élévation significative
de la fraction en dd-cfDNA en cas d'infection, peu importe I'agent pathogéne impliqué (Pedini et
al., 2023). Pedini et al. (2023) ont également trouvé une corrélation entre la proportion de cfDNA
de petite taille (entre 80 et 120 paires de bases) estimée par électrophorése capillaire et la
présence d’une infection. En associant ce marqueur avec la fraction en dd-cfDNA, les
performances diagnostiques se sont vues améliorer : en cas de fraction en dd-cfDNA supérieure a
1,72 % (seuil établi précédemment), une proportion en cfDNA de petite taille supérieure a 3,7 %
permettait d’identifier une infection avec une VPN de 82 % et une VPP de 100 %. De plus, ces
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marqueurs ne sont pas corrélés a la CRP, et peuvent donc permettre de suivre I'évolution d’'une
infection localisée de fagon indépendante de cette derniére, qui reflete l'inflammation systémique.

Les études s’étant intéressées a I'apport des dd-cfDNA dans le cadre de la détection d’'une
DCGP sont moins nombreuses. Comme cité précédemment, une augmentation significative de la
fraction plasmatique en dd-cfDNA est observée en cas de DCGP (Ju et al.,, 2023), et est
notamment retrouvée en cas de phénotype obstructif (Khush et al., 2021). L’étude du liquide de
lavage broncho-alvéolaire révéle, lui, une élévation de la concentration totale en cfDNA par
comparaison aux patients stables (J. Y. C. Yang et al., 2019). Cependant, si I'établissement du
diagnostic de DCGP est toujours intéressante, c’est surtout sa détection précoce et la capacité du
clinicien a stratifier le risque de développer ce type de complication qui est importante, car il en
releve de la survie du patient (complication non traitable) (Keller et al., 2023). Le suivi de la
cinétique d’évolution de la fraction en dd-cfDNA au cours des trois premiers mois suivants la
transplantation a permis de montrer que les patients montrant un déclin lent suivi d’'un plateau a un
niveau élevé persistant de la fraction en dd-cfDNA avaient prés de huit fois plus de chances de
développer une DCGP que les patients ayant montré un déclin rapide de la fraction en dd-cfDNA
aboutissant a une valeur faible et stable (Agbor-Enoh et al., 2019). Chez les patients ayant
développé une dysfonction primaire du greffon, complication qui survient dans les 72 heures
suivant la transplantation, un lien entre une fraction élevée en dd-cfDNA a trois jours post-greffe et
la survenue d’'une DCGP a posteriori a été établi : en effet, parmi les patients ayant souffert d’'une
dysfonction primaire, ceux ayant ensuite développé une DCGP présentaient a I'admission une
fraction en dd-cfDNA deux fois plus élevée que ceux n’ayant pas été touchés par cette
complication chronique (Keller et al., 2021). Ainsi, I'estimation précoce de la fraction en dd-cfDNA
et son suivi seraient des indicateurs potentiels du risque de développement d’'une DCGP chez les
patients.

L’estimation de la fraction en dd-cfDNA est également intéressante en termes de suivi. Un
mois avant I'établissement du diagnostic de TCMR, une augmentation de plus de 1 % a été
observée chez 83 % des patients (Jang et al., 2021). En ce qui concerne le monitoring
thérapeutique, suite a la mise en place d'un traitement, Ju et al. (2023) ont rapporté, chez 18
patients ayant regu un greffon pulmonaire, une diminution significative de la fraction en dd-cfDNA
aprés mise en place d’'un traitement adapté a la complication développée aprés la greffe (rejet
aigu, dysfonction chronique ou infection): ce résultat suggére que les dd-cfDNA peuvent
également aider a évaluer l'efficacité d’'une thérapie.

A I'heure actuelle, des tests (AlloSure®, Prospera™) dont I'objectif est de déterminer la
fraction en dd-cfDNA ont déja été validés et commercialisés en vue de leur utilisation clinique chez
des patients ayant regu une greffe de poumon : d’autres études sont en cours pour préciser les
performances de ces tests diagnostiques (Rosenheck et al., 2022).

o Greffe de foie

La greffe de foie est un outil thérapeutique crucial en cas de maladie hépatique avancée. A
posteriori, le patient reste tout de méme a risque, notamment a cause de complications
secondaires : infection, épisode de rejet du greffon (et ce, malgré une thérapie immunosuppressive
adaptée). Les tests de la fonction hépatique sont sensibles mais trés peu spécifiques de ces
complications, ce qui nécessite ainsi la réalisation d’examens supplémentaires (radiographies,
endoscopies, biopsies) chronophages, colteux et parfois invasifs. Ainsi, il est pertinent de
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chercher a mettre en place de nouveaux outils diagnostiques, a la fois sensibles et spécifiques,
accessibles et peu invasifs (McClure et al., 2020).

Le suivi des dd-cfDNA chez des patients ayant recu une greffe de foie montre,
immédiatement suite a la transplantation, une augmentation de différents marqueurs basés sur les
dd-cfDNA (fraction en dd-cfDNA (Beck et al., 2013; Schitz et al., 2017), concentration totale (Goh
et al., 2019), concentration en fragments spécifiques du chromosomes Y chez des patients de
sexe féminin ayant regu le foie d’'un homme (Macher et al., 2014)), probablement liée aux Iésions
d’ischémie reperfusion (Schitz et al., 2017). En I'absence de complication, une diminution est
ensuite observée pour atteindre un niveau stable. Par exemple, immédiatement aprés la greffe, la
fraction en dd-cfDNA s’éléve a 90 %, et diminue jusqu’a atteindre moins de 15 % a dix jours post-
greffe sans complications (Beck et al., 2013). A terme, pour les patients stables, la médiane de la
fraction en dd-cfDNA se situe a 3,3 % (Schitz et al., 2017), et il est considéré que la valeur haute
de la fraction en dd-cfDNA est de 10 % : le dépassement de ce seuil suggére une lésion du greffon
(Beck et al., 2013; Schitz et al., 2017). Chez les patients du groupe ayant déclaré un rejet aigu, la
médiane se situe plutét autour de 29,6 % (Schutz et al., 2017).

L’apport diagnostic des dd-cfDNA a été évalué en cas de rejet et comparé aux marqueurs
habituellement utilisés (tests de la fonction hépatique : alanine transaminase, aspartate
transaminase, phosphatase alcaline, y-glutamyltransférase, bilirubine). Tout d’abord, il est
intéressant de noter que la fraction en dd-cfDNA est corrélée a ces marqueurs (Schiitz et al.,
2017). En ce qui concerne I'évaluation de leur performances respectives, Beck et al. (2013)
rapportent que chez un patient ayant déclaré un épisode de rejet, la fraction en dd-cfDNA a
commencé a augmenter et est restée élevée (supérieure a 60 %) quelques jours avant
I'établissement du diagnostic par biopsie, alors que I'aspartate transaminase a montré des
fluctuations. De facon plus générale, les dd-cfDNA se sont révélés plus performants que les tests
de la fonction hépatique pour identifier un rejet aigu ; en effet, la valeur de l'aire sous la courbe
ROC de ces premiers était bien supérieure a celle des parameétres du panel hépatique (tableau 20)
(Goh et al., 2019). Cette supériorité diagnostique peut s’expliquer par le fait que les dd-cfDNA sont
issus de la mort des cellules du greffon, alors que de multiples processus pathologiques peuvent
geneérer une augmentation des parameétres hépatiques. Pour différencier les patients souffrant d’'un
rejet aigu du groupe d’individus stables (individus sains et patients dont le greffon est stable), Goh
et al. ont montré en 2019 que les performances de la concentration en dd-cfDNA ainsi estimées
s’élevaient a 83,3 % pour la sensibilité et 100 % pour la spécificité, pour une valeur seuil de 898
copies/mL (Goh et al., 2019). Il est a noter que, suite a 'augmentation initiale des dd-cfDNA aprés
la procédure de transplantation, et ce méme en I'absence de complication, cette valeur seuil n’est
intéressante qu’aprées un délai de deux semaines.
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Tableau 20 : Comparaison de la performance des dd-cfDNA et des paramétres du panel
hépatique par études des aires sous la courbe ROC dans I’établissement du diagnostic de
rejet aigu du greffon (d’aprés Goh et al., 2019)

Aire sous la courbe

Paramétre étudié ROC (%) Intervalle de confiance a 95 %
dd-cfDNA (copies/mL) 96,7 [88,5 ; 100]
Alanine transaminase 64,2 [31,5; 96,8]
Phosphatase alcaline 48,3 [15,0 ; 81,6]
y-Glutamyltransférase 55,8 [24,9 ; 86,8]
Bilirubine 38,3 [9,5;67,1]

L'épisode de rejet aigu a été diagnostiqué par analyse histologique sur biopsie hépatique.

Le rejet aigu n’est pas le seul type de complication qui peut survenir aprés une greffe. En
cas de cholestase, la tendance était plutdt a 'augmentation des paramétres du panel hépatique et
a des valeurs en dd-cfDNA similaires (concentration et fraction) a celles observées chez les
patients n’ayant pas déclaré de complications apres la transplantation (Beck et al., 2013; Goh et
al., 2019). Ainsi, I'évaluation de ces différents paramétres peut aider a prendre une décision en ce
qui concerne les examens d’explorations : en cas de panel hépatique anormal mais de fraction en
dd-cfDNA dans les valeurs usuelles aprés une procédure de greffe, le clinicien peut, de fagon
compréhensible, choisir de retarder la réalisation de biopsies hépatiques (Goh et al., 2019). A
linverse, des parameétres hépatiques augmentés associés a une élévation des dd-cfDNA doivent
inciter a réaliser cet examen.

La mesure des cfDNA permet également d’apporter des informations sur le pronostic de
survie : d'aprés l'étude de Krenzien et al. (2020) les patients dont la concentration post-
transplantation en cfDNA, déterminée par gPCR, était considérée élevée (concentration en
fragments de 90 paires de bases supérieure a 68,4 ng/mL) présentaient une mortalité a un an
post-transplantation exacerbée par rapport aux patients dont la concentration était faible. De plus,
alors que d’autres paramétres ont également montré un intérét pronostique en analyse univariée,
seuls les cfDNA ont conservé cette caractéristique en analyse multivariée. Ainsi, I'estimation de la
concentration en cfDNA aprés la procédure de greffe semble intéressante pour fournir des
éléments pronostiques aux patients.

Les dd-cfDNA sont aussi utiles dans le suivi de lefficacité d’'un traitement contre les
complications post-transplantation, en association avec la mesure des paramétres du panel
hépatique, notamment quand leur normalisation est lente. En effet, Goh et al. ont montré en 2019
qu’une diminution jusqu’a normalisation de la fraction en dd-cfDNA était observée aprés mise en
place d'un traitement en cas de rejet aigu (Goh et al., 2019). Les dd-cfDNA ont également été
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étudiés afin d’identifier la concentration minimale efficace en tacrolimus, un immunosuppresseur,
compatible avec la stabilité du greffon : Oellerich et al. (2014) ont déterminé que la valeur minimale
efficace du niveau résiduel en tacrolimus compatible avec l'intégrité du greffon (fraction en dd-
cfDNA inférieure a 10 %) s’élevait a 6,8 pg/L.

Une autre utilisation possible des cfDNA repose sur leur potentiel comme cible
thérapeutique. En effet, von Meijenfeldt et al. (2018) ont mis en évidence que les cfDNA étaient
associés a l'activation de la coagulation survenant au cours de la procédure de greffe ; hors, il se
peut que cela favorise les phénoménes de thrombose et d’ischémie reperfusion, et ainsi la
survenue de complications vasculaires péri-opératoires ou post-opératoires. Cependant, aucune
étude ne s’est, a I'heure actuelle, penchée sur la question. En termes de procédure thérapeutique
pouvant viser les cfDNA, il est intéressant de noter que [I'hémdfiltration, et notamment
’hémofiltration continue, permet une certaine clairance des cfDNA et donc une diminution de leur
taux circulant a la suite d’'une transplantation hépatique. Il faut cependant noter que cette pratique
n'a pour linstant pas fait ses preuves en terme d’amélioration du pronostic et qu’il manque
d’études s’intéressant a l'application de cette technique a des patients ne souffrant pas
d’insuffisance rénale (Krenzien et al., 2020).

g. Maladies cardio-vasculaires

Les maladies cardio-vasculaires représentent la premiére cause de décés aux Etats-Unis
(latovskaya et DelLeon-Pennell, 2018). L'utilisation des cfDNA en tant que marqueurs
diagnostiques et pronostiques est donc une source d’espoir majeure pour mieux détecter et
prévenir les complications de ces affections.

a. Hypertension artérielle

L’hypertension est une affection chronique, associée a un taux de mortalité éleve et étroitement
liee a un état inflammatoire. Quand celle-ci n’est pas maitrisée, une augmentation des cfDNA
plasmatiques est observée. Cela s’explique par l'intervention de plusieurs processus, a 'origine de
dommages tissulaires : 'augmentation en angiotensine qui provoque une inflammation favorisant
la formation d’espéces dérivés de I'oxygéne (telles que les radicaux libres), le stress oxydatif qui
lése ’ADN génomique, pouvant ainsi influencer la composition du pool de cfDNA et faire varier la
concentration totale en cfDNA. Plusieurs études suggérent que l'augmentation des cfDNA est
associée a une perte d’élasticité artérielle, et plus généralement a des lésions vasculaires
endothéliales, et pourrait ainsi servir au suivi de I'évolution de I'hypertension et au pronostic
associé a la survenue de ses complications (Polina et al., 2020).

Brusca et al. (2022) se sont intéressés aux cfDNA dans un contexte d’hypertension
artérielle pulmonaire. Suite a cette étude, plusieurs conclusions ont pu étre établies.
Premiérement, la concentration en cfDNA était associée a la sévérité de la maladie : celle-ci était
significativement augmentée chez les patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire, et
d’autant plus que leur score REVEAL 2.0 (utilisé pour évaluer le pronostic et monitorer le
traitement) était élevé. Cette augmentation était également associée a d’autres facteurs utilisés
pour estimer le risque et la sévérité de la maladie, tels que la pression artérielle moyenne, la
concentration en peptide natriurétique de type B, troponine et CRP, et bien d’autres. Les cfDNA
ont également montré un intérét pronostique, et permettaient d’estimer la durée de survie chez les
individus n’ayant pas eu recours a une greffe pulmonaire : les individus situés dans le tertile
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supérieur en termes de concentration en cfDNA avaient un risque 3,8 fois supérieur de décéder ou
d’avoir recours a une greffe en comparaison a ceux situés dans le tertile inférieur.

b. Infarctus du myocarde

Chang et al. (2003) sont les premiers a s’étre intéressés aux niveaux de cfDNA chez des individus
souffrant d’infarctus du myocarde : ceux-ci présenteraient, en moyenne, une concentration en
cfDNA multipliée par un facteur dix au minimum en comparaison a des sujets sains. Cui et al.
(2013) se sont eux intéressés au dosage des cfDNA chez des patients souffrant de syndrome
coronarien aigu (SCA), qui regroupe différentes maladies aboutissant a une réduction brutale de
'apport de sang au cceur, dont les infarctus du myocarde. En cohérence avec ce qui a été établi
ci-dessus, ils ont mis en évidence une élévation significative de la concentration en cfDNA
plasmatiques chez ces individus, en comparaison avec des individus sains et avec des individus
souffrant d’angor stable. Chez les patients souffrant d’infarctus du myocarde, la concentration en
cfDNA était corrélée aux marqueurs de nécrose myocardique (troponine, créatine-kinase, CRP) ;
cette corrélation était notamment forte dans le cas de la troponine. Par rapport a cette derniére, les
cfDNA pourraient cependant étre plus avantageux pour le suivi, du fait de leur demi-vie courte qui
fait d’eux des biomarqueurs dynamiques, alors que la troponine restait augmentée jusqu’'a 14
heures aprés I'admission. De plus, la sensibilité des cfDNA était supérieure a celle de la créatinine
kinase (CK) : en effet, une augmentation de la concentration en cfDNA a été objectivée chez des
individus souffrant d’'infarctus du myocarde, alors que les valeurs CK étaient dans lintervalle de
référence (Polina et al.,, 2020). Dans le cadre du SCA, la mesure de la concentration en cfDNA
permettait d’identifier les individus souffrant de SCA avec beaucoup plus de sensibilité (91,85 %)
que les autres marqueurs biochimiques, le plus sensible étant la créatinine kinase avec une
sensibilité de 58,54 % (Cui et al., 2013). De plus, les cfDNA présentaient un autre intérét
diagnostique, puisqu’ils permettaient également d’identifier une des causes sous-jacentes au SCA,
leur concentration étant significativement plus élevée en cas d’infarctus du myocarde avec
élévation persistante du segment ST par rapport aux autres causes (angor instable, infarctus du
myocarde sans élévation du segment ST).

L’élévation des cfDNA est également associée a la sévérité des lésions : le recours au
score de Gensini, utilisé pour quantifier 'importance des lésions d’athérosclérose, appliqué ici aux
artéres coronaires, a permis de mettre en évidence que plus le score était élevé, plus la
concentration en cfDNA ['était également (Cui et al., 2013). Une étude a montré que cette
élévation reflétait la sévérité des lésions pendant une durée d’au moins cing jours suivant la
survenue de l'infarctus (Destouni et al., 2009).

Un lien entre la survenue de complications post-infarctus et la concentration plasmatique
en cfDNA a été établi : la valeur médiane du pic de concentration était significativement plus élevé
d'un facteur 3,5 chez les individus appartenant au groupe ayant présenté au moins une
complication aprés I'épisode initial d’infarctus comparé a ceux n’ayant présenté aucune
complication au cours de leur hospitalisation (Destouni et al., 2009). De plus, cette élévation
persistait le jour suivant la survenue de la complication : cela pourrait s’expliquer par un processus
de dommages tissulaires en cours.

La cinétique des cfDNA apporte des informations importantes : 'augmentation des cfDNA
est également plus précoce que celle des autres marqueurs, puisqu'une élévation de leur
concentration est observée dans les deux heures suivant I'apparition d’'une douleur thoracique. De
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plus, contrairement a la troponine qui reste augmentée jusqu’a deux semaines aprés I'épisode
ischémique, la concentration des cfDNA est soumise a des variations rapides, permettant ainsi
I'évaluation immédiate de I'efficacité d’'un traitement mis en place (Polina et al., 2020).

Le dosage des cfDNA serait donc complémentaire de la mesure des autres marqueurs
usuellement utilisés dans le cadre des infarctus du myocarde. L'intérét des cfDNA pour prédire le
risque de développer une insuffisance cardiaque aprés un infarctus du myocarde reste encore a
déterminer, tout comme leur potentielle implication dans la physiopathologie de cette maladie
(llatovskaya et DeLeon-Pennell, 2018).

c. Fibrillation atriale

La fibrillation atriale est le type d’arythmie le plus fréquent, associée a des complications sévéres.
L’électrocardiogramme permet de détecter la fibrillation atriale, mais ne permet pas den
déterminer le stade, élément important pour le choix de la thérapie. Il est donc important de savoir
l'identifier précocement, afin de prévenir 'avancée de la maladie jusqu’a un stade permanent
associé a un échec thérapeutique. Les dysfonctionnements mitochondriaux étant sous-jacents a la
fibrillation atriale, les cf-mtDNA issus de 'ADN mitochondrial pourraient servir de marqueurs
spécifiques de la fibrillation atriale (Wiersma et al., 2020).

La premiére étude s’étant intéressée a ce sujet n’a pas mis en évidence de différence de
nombre de copies de cf-mtDNA dans le sang périphérique total ni dans le plasma des individus
sains et des individus souffrant de fibrillation atriale (Soltész et al., 2019). Dans leur étude datant
de 2020, Wiersma et al. ont utilisé des échantillons de sérum et se sont intéressés a deux génes
mitochondriaux, cox3 et nd1, afin de déterminer par gPCR la concentration en cf-mtDNA de
patients atteints de fibrillation atriale pour la comparer a celle du groupe contréle (Wiersma et al.,
2020). Les individus souffrant de fibrillation atriale paroxystique présentaient une concentration
sérique en cf-mtDNA issus du gene cox3 significativement plus élevée que la population contréle.
Chez les individus souffrant de fibrillation atriale persistante ou permanente, les concentrations en
cf-mtDNA des deux génes étaient significativement plus faibles que dans la population contréle.
Ces résultats refletent donc I'existence d’'un lien entre la concentration en cf-mtDNA et le type de
fibrillation atriale.

De plus, les cfDNA peuvent étre, dans certains cas, utilisés pour prédire la rechute de la
fibrillation atriale aprés traitement : en effet, Wiersma et al. ont établi que les individus souffrant de
fibrillation atriale paroxystique et présentant une rechute aprés prise en charge thérapeutique
montraient des concentrations sériques en cox3 et nd71 significativement plus élevées que les
individus sains et les individus n’ayant pas montré de rechute de leur fibrillation atriale
paroxystique, deux groupes chez lesquels les concentrations sont comparables (Wiersma et al.,
2020).

d. Insuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque est une des affections cardiovasculaires les plus fréquentes, a l'origine
d'une morbidité et d'une mortalité importantes. L’insuffisance cardiaque est liée a des
changements structurels, associés a la mort de cardiomyocytes et de cellules endothéliales. Les
cfDNA pourraient étre utilisés pour détecter le processus de mort cellulaire ayant lieu au cours d’un
processus ischémique touchant le cceur, a l'aide du géne fam7071a permettant de détecter les
acides nucléiques spécifiquement issus des cardiomyocytes, grace a son motif de méthylation
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particulier (Mansueto et al., 2020). En effet, s'il n’existait pas de différence significative de la
quantité en cfDNA totaux chez les patients souffrants d’insuffisance cardiaque décompensée par
comparaison aux individus sains, le recours a la ddPCR pour détecter les cfDNA spécifiques des
cardiomyocytes grace au géne fam1071a a permis de montrer une élévation significative de ceux-ci
chez les individus malades (Yokokawa et al., 2020). Cette élévation serait potentiellement
proportionnelle au nombre de cellules mortes, permettant ainsi de quantifier le taux de mort
cellulaire.

Une étude réalisée par Zaravinos et al. en 2011 chez un groupe de 19 patients souffrant
d'un dysfonctionnement sévére du ventricule gauche a permis de mettre en évidence une
diminution significative de la concentration en cfDNA (Zaravinos et al., 2011). Ainsi, les cfDNA
pourraient refléter 'amélioration du fonctionnement du myocarde sous traitement médical.

En ce qui concerne I'apport pronostique des cfDNA, il a été montré que dans le cadre d’une
greffe de cceur, I'implantation d’'un dispositif d’assistance circulatoire précédant la greffe était
associée a un risque de rejet précoce du greffon plus important si le taux de dd-cfDNA était élevé
dans le plasma du receveur. Les cfDNA pourraient également étre utilisés pour la stratification du
risque : une élévation de la concentration en cf-mtDNA était liée a une mortalité plus importante
chez les patients souffrant d’'insuffisance cardiaque aigué (Mansueto et al., 2020).

Cependant, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre la concentration en cfDNA
spécifique des cardiomyocytes et le peptide natriurétique de type B, utilisé pour évaluer 'avancée
de la maladie car fortement corrélé a cette derniére : les cfDNA n’apporteraient donc pas
d’'information pertinente au monitoring de l'insuffisance cardiaque (Yokokawa et al., 2020).

e. Accident vasculaire cérébral

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont d’'une importance majeure en médecine humaine,
étant la cinquiéme cause de mortalité chez 'lhomme. Il est possible de distinguer deux types
d’AVC : les AVC ischémiques (qui représentent la majorité des cas) et les AVC hémorragiques
(Cui et al.,, 2020). Lidentification de biomarqueurs de cette maladie fait 'objet de nombreuses
recherches, afin d’identifier des éléments d’intérét diagnostique, thérapeutique et pronostique.

o [ntérét diagnostique

Dans leur étude, Cui et al. (2020) ont mis en évidence que la concentration en cfDNA
plasmatiques chez les individus souffrant d’AVC ischémique était significativement plus importante
que chez les individus sains (p < 0,05). Cependant, d’aprés Rainer et al. (2007) la protéine S100,
marqueur assez spécifique du tissu cérébral, serait un meilleur marqueur diagnostique : dans leur
étude, la protéine S100 était augmentée chez 64 % des patients ayant souffert d’'un AVC, alors
que seulement 18 % de patients présentaient une augmentation de la concentration plasmatique
en cfDNA (géne de la B-globine, non spécifique du systéme nerveux) mise en évidence par gPCR.
Toutefois, en combinant ces deux variables, on obtient un odd ratio élevé (16,55) pour différencier
un AVC de type hémorragique d’'un autre type. L’analyse par régression logistique a permis
d’apprécier le risque de survenue d’'un AVC hémorragique dans les six heures suivant le début des
symptdmes : le risque augmentait de 110 % pour toute augmentation de 0,735 pg/L de la
concentration en protéine S100, et de 23 % pour toute augmentation de 200 kilogenome-
equivalents/L de la concentration en fragments plasmatiques du géne de la B-globine.
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L’étude de la taille des fragments en cfDNA a mis en évidence I'existence d’une cinétique
différente de la concentration en fragments de bas poids moléculaire selon le type d’AVC : suite a
un AVC hémorragique, ces fragments atteignaient leur pic de concentration (72,8 ng/mL) trois
heures aprés le début des symptdmes et un déclin survenait aprés six heures, jusqu’a un retour a
la normale aprés 72 heures. En cas d’AVC ischémique, la concentration en cfDNA de bas poids
moléculaire était significativement augmentée aprés trois heures (40,2 ng/mL), mais cette
augmentation s’est poursuivie jusqu’a 48 heures (54,7 ng/mL) aprés le début des symptdmes ; le
retour a des valeurs basales était observe sur les 72 heures suivant ce pic (Vasilyeva et al., 2020).

o Intérét pronostique

Les cfDNA ont un intérét pronostique. En 2003, Rainer et al. se sont intéressés au dosage du géne
de la B-globine par qPCR au sein des cfDNA extraits a partir du plasma de 88 patients ayant
présenté un épisode d’AVC (Rainer et al., 2003). Les cfDNA ont permis d’évaluer la sévérité de
'AVC, puisque leur concentration était corrélée au score établi par I'échelle de Glasgow
(p = 0,002). L’analyse univariée a permis d’identifier trois variables significativement associées a
lissue de la maladie, dont la concentration en cfDNA plasmatiques : au sein des échantillons de
plasma prélevés dans les trois heures suivant 'AVC, celle-ci s’est révélée cinq fois supérieure
chez les patients ayant succombé en comparaison a ceux ayant survécu. Avec une valeur seuil de
1 400 kilogenome-equivalents/L, le dosage des cfDNA dans les trois heures suivant le début des
symptdomes a permis d’établir le taux de mortalité a I'hépital aprés un AVC ischémique ou
hémorragique avec une sensibilité de 100 % et une spécificité de 74,4 %. Cette étude n’a
cependant pas permis de déterminer le moment optimal de prélevement de I'échantillon pour
quantifier les cfDNA. Sur sérum, il semblerait toutefois que le pic de concentration sérique soit
atteint entre le troisiéme et le cinquiéme jour aprés l'apparition des symptomes (Glebova et al.,
2018).

Les cfDNA pourraient également permettre d’établir un pronostic a plus long terme : Rainer
et al. ont établi en 2003 que le risque de mortalité dans les six mois suivants un AVC augmentait
de 58,5 % a chaque fois que la concentration en cfDNA plasmatiques s’élevait de 460 kilogenome-
equivalents/L (Rainer et al., 2003). En ce qui concerne l'intérét pronostique comparé de différents
potentiels marqueurs d’AVC, il existerait une corrélation entre les concentrations en cfDNA,
protéine S100 et énolase neurospécifique avec I'état clinique des patients, mesuré par l'indice de
Barthel sur le long terme (douze mois). Toutefois, seule la concentration en cfDNA permettrait
d’établir un pronostic de non-récupération aprés un an, évalué par un indice de Barthel inférieur a
100, avec une spécificité de 100 % (Glebova et al., 2018). Cependant, pour Rainer et al. (2007), il
semblerait que la protéine S100 soit un meilleur facteur de prédiction de la mortalité au long terme.

Une élévation du taux de cfDNA était également corrélée au risque de présenter un score
de Rankin modifié supérieur a deux (handicap mineur au minimum) aprés six mois, et permettait
donc d’estimer la qualité de vie des patients aprés leur hospitalisation avec une spécificité de
94 %, mais une sensibilité médiocre (23 %) (Rainer et al., 2007, 2003). Pour une valeur seuil a
800 kilogenome-equivalents/L, la spécificité s’élevait a 100 % et la sensibilité était accrue a 42 %
(Glebova et al., 2018).

La concentration n’est pas le seul critére apportant des informations pertinentes concernant
le pronostic. En effet, la taille des fragments de cfDNA semble utile : Glebova et al. ont établi en
2018 que les patients dont le plasma présentait des fragments de plus de 15 kilo paires de bases
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ont montré une récupération plus rapide de leurs fonctions neurologiques que ce qui avait
initialement été estimé & partir de leur état clinique. A I'inverse, la présence de fragments courts a
été détectée chez des patients ayant déclarés des symptdmes sévéres et exhibant une
concentration élevée en cfDNA (Glebova et al., 2018).

o Intérét thérapeutique

Les cfDNA présentent un autre intérét dans un contexte d’AVC aigu. Il a été montré par plusieurs
études qu’il existait un lien entre la concentration en cfDNA plasmatiques et lissue aprés
traitement d’'un AVC (par thrombectomie mécanique ou thrombolyse intraveineuse) : I'utilisation
des cfDNA permettrait donc d’adapter la décision thérapeutique selon le pronostic en
complémentant les informations apportées par les techniques de neuro-imagerie, notamment chez
les patients pour lesquels ces examens reviennent négatifs (Fathima et al., 2022). En effet, la
concentration en cfDNA serait un facteur de prédiction indépendant des conséquences d’un AVC
chez les patients n’ayant montré aucune anomalie aux examens d’imagerie utilisés dans ce
contexte (tomodensitométrie et imagerie par résonance magnétique) (Glebova et al., 2018).

o Limites
Dans un contexte d’AVC ou la fenétre thérapeutique est restreinte, la quantification en cfDNA d’un
échantillon est un processus long, parfois trop : une accélération des méthodes analytiques est
donc requise afin de bénéficier au maximum des informations apportées par les cfDNA (Glebova
et al., 2018).

f. Arrét cardiaque

Aprés un arrét cardiaque, il est utile de pouvoir établir un pronostic de survie chez le patient, car
les multiples processus pathologiques se mettant en place secondairement a I'arrét cardiaque et
se poursuivant aprés la sortie d’hospitalisation sont a I'origine d’'une mortalité précoce.

A travers leur étude, Huang et al. (2012) se sont intéressés a I'évolution de la concentration
en cfDNA chez des patients ayant survécu a un arrét cardiaque jusqu’a leur sortie de I'hépital et
chez d’autres y ayant succombé avant. Cette concentration varie au cours du temps chez les deux
groupes, avec un pic a deux heures suivant I'arrét cardiaque, dont la valeur était significativement
plus élevée (p = 0,003) chez les individus décédés a I'hépital aprés l'arrét cardiaque que chez
ceux ayant survécu jusqu’a leur sortie de I'hdpital. Les médianes des concentrations en cfDNA
dans les 24 heures et 72 heures suivant le retour a une circulation spontanée n’ont pas montré de
différence significative entre les deux groupes. La courbe ROC a été utilisée pour déterminer une
valeur seuil prédictive de la survie jusqu’a la sortie de I'hépital aprés un arrét cardiaque : la valeur
seuil de 1 170 genome-equivalents/mL dans les deux heures suivant I'arrét cardiaque permettait
de prédire avec 77,3 % de sensibilité et 60,0 % de spécificité la mortalité au cours de
'hospitalisation. Appliquée a une étude de survie, cette valeur seuil a également permis de
déterminer que les patients dont la concentration se situait en dessous (c’est-a-dire présentant une
concentration inférieure a 1 170 genome-equivalents/mL) avaient de plus grandes chances de
survivre jusqu’a 90 jours (p = 0,021). Les cfDNA présenteraient donc un intérét pronostique dans
un contexte de réanimation suite a un arrét cardiaque.
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h. Maladies ostéo-articulaires

a. Polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide est une affection inflammatoire chronique qui correspond a une forme
auto-immune d’arthrite, dont la pathogénie fait intervenir des facteurs génétiques, épigénétiques et
environnementaux (Hashimoto et al., 2021). Elle se caractérise par la présence d’auto-anticorps
dirigés contre I'immunoglobuline G (appelés facteurs rhumatoides) et contre les protéines
citrullinées (dites ACPA pour anticitrullinated protein autoantibodies) (Ciechomska et al., 2019).

Les cfDNA ont été étudiés comme potentiels marqueurs diagnostiques de la maladie.
Rykova et al. (2017) ont comparé les performances diagnostiques de plusieurs combinaisons de
biomarqueurs de la maladie, dont les cfDNA. Quelques une de ces combinaisons sont présentées
dans le tableau 21. Les cfDNA liés a la surface des cellules peuvent étre isolés par utilisation d’un
mélange de tampon phosphate salin et d’EDTA, puis quantifiés par gqPCR. La prise en compte de
ces cfDNA dorigine nucléaire ou mitochondriale permet d’améliorer la précision des tests
diagnostiques pour distinguer un individu sain d’'un individu atteint de polyarthrite rhumatoide.
Dans leur revue, Ciechomska et al. (2019) se sont intéressés aux études menées sur le motif de
méthylation de 'ADN en cas de polyarthrite rhumatoide : d’aprés eux, I'étude des cfDNA et de
leurs aberrations de méthylation dans ce contexte pathologique permettrait d’améliorer le
diagnostic de polyarthrite rhumatoide, qui repose aujourd’hui sur des méthodes imparfaites.
Cependant, aucune étude n’a encore été menée sur le sujet.

Tableau 21 : Performance d’un test diagnostique de la polyarthrite rhumatoide combinant
plusieurs biomarqueurs (d’aprés Rykova et al., 2017)

Biomarqueurs utilisés Sensibilité (%) * Spécificité (%) *
cf-nDNA® + cf-mtDNA® 84 89
ACPA 83 90
ACPA + cf-nDNA* + cf-mtDNA* 97 98

* Les valeurs de sensibilité et spécificité ont été déterminées a partir du diagnostic de polyarthrite
rhumatoide établi selon les criteres du college américain de rhumatologie (1987).

* Les cfDNA mesurés correspondent a la fraction de cfDNA liés a la surface cellulaire.

En ce qui concerne les informations apportées par les cfDNA sur I'intensité de I'activité de
la maladie, la littérature se contredit : Rykova et al. (2017) n’ont pas identifié d’association
significative malgré une tendance a la corrélation entre la concentration plasmatique en cf-nDNA et
l'indice Disease Activity Score 28 utilisé pour déterminer I'activité de la maladie, méme si le niveau
en cf-nDNA était augmenté chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide classée comme
trés active, par comparaison aux patients souffrant d’arthrite peu ou modérément active. A
linverse, d’autres études ont pu mettre en évidence une corrélation significative entre la
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concentration plasmatique en cfDNA, le l'indice Disease Activity Score 28 mais aussi avec la CRP
(Abdelal et al., 2016; Laukova et al., 2018) et la vitesse de sédimentation (Eldosoky et al., 2018;
Laukova et al., 2018) qui sont deux marqueurs de l'inflammation et donc de I'activité de la maladie.
Ainsi, malgré I'existence de contradictions, il existe plus de preuves en faveur de I'existence d’'un
lien entre la concentration en cfDNA plasmatiques et le niveau d’activité de la polyarthrite
rhumatoide que de I'absence d’'une association entre ces deux paramétres.

Dans un contexte de polyarthrite rhumatoide, les cfDNA auraient également un intérét sur
le plan thérapeutique. Plusieurs études se sont intéressées a l'apport des cfDNA dans le
monitoring de la réponse a une biothérapie (a base de méthotrexate associé a I'étoricoxib ou au
rituximab, de tocilizumab, d’abatacept ou d’un inhibiteur de TNF). Encore une fois, les résultats
obtenus ne sont pas univoques quant a I'intérét des cfDNA ici, et la comparaison de ces résultats
est rendue difficile par les nhombreux facteurs de variations entre les études (moment de mesure
des cfDNA, molécules thérapeutiques utilisées) (Hashimoto et al., 2021).

Un point intéressant a souligner est I'éventuel implication des cfDNA dans la pathogénie de
la polyarthrite rhumatoide. En effet, chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide, Dong et
al. ont montré en 2020 que la concentration médiane en cfDNA contenus dans le liquide synovial
était 77 fois plus élevée que dans leur plasma et prés de 39 fois plus élevée que chez les patients
atteints d’arthrose (Dong et al., 2020). Les cfDNA retrouvés dans le liquide synovial des patients
souffrant de polyarthrite rhumatoide stimulent de la production de cytokines inflammatoires (TNF,
interleukine 6) impliqués dans la pathogenése de la maladie (alors que, in vitro, la méme
concentration chez des patients souffrant d’arthrose n’a pas montré de réle pro-inflammatoire).
Cette activité pro-inflammatoire peut s’expliquer par I'abondance de séquences cytosine-
guanosine hypométhylées retrouvées au sein de ces cfDNA, qui ont une forte capacité a induire
une inflammation. Ainsi, cibler les cfDNA pourrait aider a la prise en charge médicale de la
polyarthrite rhumatoide (Dong et al., 2020). L'utilisation de nanoparticules cationiques (une
catégorie de polymére cationique connue pour sa meilleure distribution dans les articulations
inflammées) dites scavengers et ciblant les cfDNA a donc été proposée comme option
thérapeutique (Liang et al., 2018). En conditions expérimentales, les nanoparticules sont capables
de prévenir l'activation des récepteurs Toll-Like, et secondairement la libération de cytokines
inflammatoires, en se liant aux cfDNA et en les neutralisant. /In vitro, 'administration intraveineuse
de nanoparticules cationiques a eu pour effet de diminuer les symptémes d’arthrite induite par le
collagéne (dont la réponse inflammatoire est similaire a celle observée chez ’'homme en cas de
polyarthrite rhumatoide) chez un groupe de rats de laboratoire, a la fois en phase précoce mais
aussi a un stade plus tardif de la maladie, et cela de fagon plus efficace que les polycations
solubles. Si de nombreuses études sur le sujet restent a mener, notamment concernant la balance
bénéfices/risques de l'utilisation de nanoparticules cationiques visant les cfDNA (dont la toxicité
reste non négligeable, mais pourrait étre limitée par un processus de pégylation (Wu et al., 2020))
et I'application clinique de cette technique, il semblerait que les cfDNA représentent une cible
thérapeutique potentielle en cas de polyarthrite rhumatoide (Liang et al., 2018).

b. Infection de prothése articulaire

Aprés réalisation d’'une arthroplastie, l'infection de la prothése est une complication certes rare
mais toutefois redoutée : en effet, la qualité de vie du patient est fortement impactée et la prise en
charge de linfection nécessite d’associer une antibiothérapie de longue durée a de multiples
reprises chirurgicales (Cobra et al., 2022; Schindler et al., 2023). Le diagnostic peut se révéler
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compliqué en l'absence de critéres évocateurs (la présence de pus autour de la prothése étant
diagnostique mais loin d’étre systématiquement retrouvée), et repose sur des éléments
sérologiques, microbiologiques, histologiques et radiographiques. Malgré le challenge
diagnostique posé par cette complication, il est cependant essentiel de bien différencier une
complication septique d’'une complication aseptique, puisque la prise en charge n’est pas la méme.
Ces derniéres années, de nouveaux marqueurs diagnostiques ont été proposés pour faciliter le
diagnostic mais l'identification d’'un biomarqueur a la fois spécifique et sensible faciliterait la tache
aux cliniciens et améliorerait la qualité de vie des patients (Schindler et al., 2023).

La quantification des cfDNA contenus dans la synovie de patients présentant une infection
chronique de leur prothése de genou a mis en évidence une augmentation significative marquée
(122,5 £ 57,2 ng/uL, soit une multiplication par un facteur 20 environ) par comparaison aux
patients dont la prothése est saine (Cobra et al., 2022). Ainsi, une valeur seuil de 15 ng/pL
permettait de différencier la présence d’une infection de la prothése avec une sensibilité de 96,2 %
(liée & un unique faux négatif) et une spécificité de 100 % (Cobra et al., 2022). A I'heure actuelle,
cette étude prétend étre la seule a avoir mis en évidence une élévation de la concentration en
cfDNA dans le liquide synovial en cas d’infection chronique d’une prothése articulaire ; il est
toutefois intéressant de noter que les cfDNA ont permis d’identifier un processus infectieux méme
en cas de culture bactériologique négative, ce qui souligne leur potentiel intérét diagnostique.
Cependant, des études restent a mener pour comparer les performances diagnostiques des
cfDNA a celles d’autres biomarqueurs utilisés dans ce contexte et pour en déterminer les valeurs
prédictives positive et négative. En cas d’infection d’'une prothése articulaire, il semblerait que le
facteur déterminant dans la réussite des démarches diagnostique et thérapeutique soit
lidentification du pathogéne en cause. Cependant, la culture bactériologique fait preuve d’une
sensibilité variable selon les études, mais assez médiocre, ce qui est bien trop fréquemment a
l'origine d’un échec thérapeutique (Indelli et al., 2021). Le séquencage des cfDNA par NGS
métagénomique (permettant lidentification de toutes les classes d'organismes a partir de
I'échantillon prélevé chez le patient) est utilisé pour identifier la présence et la nature d’agents
pathogénes responsables d'infection (par exemple en cas de sepsis, méningite bactérienne,
infection parasitaire), et présente plusieurs avantages par rapport a la culture bactériologique
classique : délai d’obtention des résultats plus court, détection de pathogénes dont la culture est
difficile, détection de géne de résistance. Ainsi, l'utilisation du NGS métagénomique sur les cfDNA
contenus dans le liquide synovial des patients souffrant d’une infection de leur prothése articulaire
pourrait donc s’avérer étre un outil diagnostique tres intéressant.

Ainsi, les cfDNA présentent des domaines d’application variés en médecine humaine, et
leur utilisation commence a étre démocratisée en pratique clinique, notamment via I'utilisation du
test AlloSure® dans un contexte de transplantation d’organe. Toutefois, des études
supplémentaires, afin de valider les nombreux résultats déja établis en contexte expérimental, sont
nécessaires avant d’espérer que les cfDNA puissent étre couramment utilisés en routine. Si les
recherches réalisées en médecine humaine sont trés nombreuses, il n'’en est toutefois pas de
méme en médecine vétérinaire. La suite de ce travail vise a établir un bilan des connaissances au
sujet des cfDNA en médecine des animaux domestiques.
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2. Utilisation actuelle des ADN libres circulant en médecine
vétérinaire

a. Oncologie

En médecine humaine, I'oncologie est le domaine ayant généré le plus de recherches au sujet des
cfDNA ; la méme observation peut étre établie en médecine vétérinaire, mais le nombre d’études
menées reste toutefois restreint. Comme en médecine humaine, I'objectif est de déterminer si les
cfDNA représentent un outil d’aide au diagnostic, au pronostic et au monitoring thérapeutique afin
de favoriser la survie des animaux souffrant d’'un processus tumoral, la cause la plus fréquente de
décés en médecine vétérinaire.

a. Diagnostic

La concentration médiane en cfDNA plasmatiques est significativement plus élevée chez les
chiens atteints de cancers de natures diverses que chez les chiens présentant des masses
bénignes (tumorales ou non) et chez les chiens sains (tableau 22) (Kim et al., 2021; Tagawa et al.,
2019). A linverse, l'index d’intégrité des cfDNA (correspondant au ratio entre fragments longs et
courts) est significativement plus faible chez les chiens présentant une tumeur que chez les chiens
atteints d’'une maladie non néoplasique et les chiens sains, et cette diminution est d’autant plus
marquée si la tumeur est de nature maligne (Beffagna et al., 2017; Tagawa et al., 2019).
Cependant, ces variations significatives ne sont pas systématiquement retrouvées : en effet, chez
des chats atteints de mélanome irien diffus, Rushton et al. ont montré en 2019 que la mesure de la
concentration plasmatique en cfDNA et le calcul de I'index d’intégrité ne révélent aucune différence
entre les chats du groupe malade et ceux du groupe contréle. De plus, aucune corrélation n’a pu
étre établie entre ces deux marqueurs et les paramétres clinico-pathologiques de la tumeur
(Rushton et al., 2019). Il est cependant possible que, du fait de la taille réduite des chats (par
comparaison a la plupart des chiens) et d’'une faible libération de cfDNA par le mélanome irien
diffus, la quantité de cfDNA en circulation dans le sang soit trop faible pour étre détectée ; une
alternative pourrait étre le dosage des cfDNA contenus dans 'humeur aqueuse, qui présente
'avantage d’étre localisée a proximité de la localisation de la tumeur.

Tableau 22 : Concentration moyenne en cfDNA plasmatiques (ng/mL) chez des chiens

sains, atteints d’une affection non néoplasique et atteints d’un cancer (d’aprés Kim et al.,
2021 ; Tagawa et al., 2019)

Concentration moyenne en cfDNA plasmatiques (ng/mL)

Etude
Affection de nature non .
Cancer . . Sains
néoplasique
Tagawa et al., 2019 6 290 652 481
Kim et al., 2021 1553,9 11544 877,8
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Au sein du groupe de chiens présentant une néoplasie maligne, la concentration en cfDNA
varie selon la nature de cette derniére. En effet, les chiens atteints d’'une néoplasie de type
lymphoide ont montré une élévation encore plus marquée de la concentration plasmatique en
cfDNA (Kim et al., 2021; Tagawa et al., 2019) et un index d’intégrité plus faible (Tagawa et al.,
2019), par comparaison a ceux atteints d’'un sarcome, d’un carcinome ou d’un cancer d’'un autre
nature. Dans une étude s’étant intéressée au taux circulant de nucléosomes, constitués d’ADN
entouré autour d’'un octameére d’histones, dans le sang de chiens atteints de lymphome, il a été mis
en évidence une augmentation significativement plus importante (d’'un facteur 2,7) de la
concentration plasmatique en nucléosomes circulants en cas de lymphome a cellules B, par
rapport aux cas de lymphome a cellules T. Cependant, il est incertain si ce résultat était lié a
l'inclusion de chiens au lymphome T indolent et/ou a des différences de physiopathologie entre les
différents sous-types de lymphome (Dolan et al., 2021). La concentration en cfDNA est également
différente selon I'avancée du cancer : une augmentation significative est notée en cas de
processus tumoral métastatique (Tagawa et al., 2019). Ainsi, pour distinguer les chiens dont le
cancer (toutes natures confondues) a métastasé des autres, une estimation de la concentration
plasmatique en cfDNA offre une sensibilité de 73,7 % et une spécificité de 88,6 % pour une valeur
seuil de 852 ng/mL.

Mise a part la concentration et I'index d'intégrité, 'analyse du pattern de méthylation des
cfDNA est un autre élément qui peut apporter des informations intéressantes : I'étude de la
méthylation des éléments nucléaires dispersés longs LINE-1 chez des chiens atteints de tumeurs
mammaires (de nature diverse) a permis de mettre en évidence une hypométhylation de ce
rétrotransposon, a l'origine d’'une aire sous la courbe ROC d’une valeur de 0,933 pour distinguer
ces chiens du groupe contréle sain (sensibilité et spécificité non précisées) (Lee et al., 2019).
Cette tendance a ’hypométhylation a été retrouvée en cas de cancers d’'une autre nature, mais la
différence n’était cependant pas significative.

L’'analyse des ctDNA, spécifiques des cellules de nature tumorale et donc porteurs du
génome de ces cellules (et des altérations qu’il comporte), apporte des informations intéressantes
en oncologie vétérinaire. Il a précédemment été établi qu’au moins 80 % des chiens souffrant de
carcinome urothélial sont porteurs d’'une mutation du géne braf (mutation V595E), homologue a la
mutation V60OE retrouvée chez les patients humains atteints de mélanome et dont les ctDNA
servent de biomarqueurs spécifiques. Dans une étude s’étant intéressée a onze de ces chiens
porteurs de la mutation, I'analyse des ctDNA plasmatiques a permis d’identifier la mutation chez
huit des patients dés la premiére analyse a I'admission dans I'étude, puis chez les trois autres au
cours du suivi, a une concentration significativement supérieure a celle retrouvée chez les chiens
atteints d’un carcinome urothélial au géne braf non muté (14,01 ng/mL versus 0,21 ng/mL, p =
0,031). Ainsi, la quantification des ctDNA plasmatiques mutés pourraient servir d’outil non invasif
d’aide au diagnostic du carcinome urothélial canin ; cependant, aucune association n'a pu étre
identifiée avec le stade de la maladie ou la présence de métastases (Tagawa et al., 2020).
D’autres types de cancers peuvent bénéficier de I'étude des mutations portées par les ctDNA : par
exemple, chez des chiens présentés pour sarcome histiocytaire, Prouteau et al. ont montré, a
travers leur étude datant de 2020, que la recherche d'une mutation de I'oncogéne pitpni1,
présente chez jusqu’a 56,7 % des cas de sarcome histiocytaire canin, permettait de diagnostiquer
de fagon non invasive ce cancer avec une spécificité de 98,8 % et une sensibilité de 42,8 % (il est
important de noter que, parmi les 45 chiens inclus dans I'étude, seuls 23 d’entre eux étaient
effectivement porteurs de la mutation, qui a été détectée chez 21 chiens soit 91,3 % grace a
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l'analyse de leurs cfDNA plasmatiques) (Prouteau et al., 2020). Chez des chiennes atteintes de
tumeurs mammaires, Colombo et al. (2021) ont eu recours au NGS pour déterminer le type de
mutation le plus fréquent et les génes les plus couramment touchés : leurs résultats les ont
amenés a suspecter I'existence d’un lien entre un polymorphisme a I'exon 11 du géne brca2 et la
carcinogenése mammaire, puisque presque 98 % des chiennes de I'étude présentaient, au niveau
de cet exon, un des trois polymorphismes a I'action probablement délétére. L’apport diagnostique
des ctDNA a également été évalué chez des chiens présentant des Iésions spléniques : alors
qu’aucune différence significative de concentration totale en cfDNA n’a été identifiée entre des
chiens présentés pour hémoabdomen sur Iésions spléniques bénignes ou malignes, la fraction en
ctDNA a permis de distinguer les individus selon la nature de la Iésion (bénigne versus maligne)
(Favaro et al., 2022). Au sein du groupe de chiens atteints de cancer, ce marqueur n’a cependant
cependant pas permis d’identifier ceux chez qui un processus métastatique était en cours. De plus,
la technique utilisée (séquencage du génome complet dit low-pass) n’était pas adaptée a l'urgence
que représente ’hémoabdomen, au vu du délai nécessaire avant I'obtention des résultats (environ
24 heures dans cette étude). L’étude du pattern de fragmentation des ctDNA aurait également un
intérét en oncologie : en effet, les ctDNA seraient plus fragmentés que les cfDNA d’origine non
tumorale. Une étude réalisée par Guil-Luna et al. en 2023 a montré que les chiennes atteintes de
tumeur mammaire (toutes natures, bénignes ou malignes, confondues) présentaient une
concentration significativement supérieure en fragments de petite taille (inférieure a 190 paires de
bases) que les chiennes saines. De plus, en cas de carcinome, plus le stade était élevé, plus
'augmentation I'était également (Guil-Luna et al., 2023). Ces résultats soulignent I'apport des
ctDNA en tant que biomarqueurs dans le diagnostic de diverses néoplasies, notamment malignes,
pour lesquelles l'efficacité du traitement est notamment conditionnée par la précocité du
diagnostic.

b. Pronostic

Les cfDNA présentent aussi une utilité dans I'établissement d’'un pronostic en oncologie
vétérinaire. La concentration en cfDNA a 'admission semble étre discriminante : Schaefer et al.
(2007) ont déterminé qu’une concentration plasmatique élevée était associée a une durée de
rémission significativement réduite. En utilisant comme seuil la valeur de 1 247,5 ng/mL, le taux de
survie des chiens atteints de néoplasie a 60 semaines de suivi était drastiquement réduit si leur
concentration plasmatique initiale en cfDNA était supérieure a cette valeur seuil (82,1 % versus
26,5 %) (Kim et al., 2021). L’estimation du nombre d’éléments nucléaires dispersés courts au sein
des cfDNA, chez des femelles atteintes de tumeur mammaire (toutes natures confondues), a
permis de mettre en évidence une corrélation négative entre la durée de survie et le nombre de
copies de ce type de rétrotransposon (Gelaleti et al., 2014). De méme, selon leur concentration
initiale en ctDNA mutés pour le géne braf, une tendance a la réduction de la durée de survie était
observée chez les chiens souffrant d’'un carcinome urothélial si celle-ci est supérieure a 8,6 ng/mL
(Tagawa et al., 2020).

c. Monitoring thérapeutique

En plus de leur intérét diagnostique et pronostique en oncologie vétérinaire, les cfDNA peuvent
également apporter des informations sur l'efficacité d’'un traitement anti-cancéreux et aider a la
détection de la maladie résiduelle minimale.
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Concernant les cfDNA plasmatiques, la mesure de leur concentration au cours de la
chimiothérapie a mis en évidence une évolution corrélée a la réponse thérapeutique. En effet, Kim
et al. ont montré en 2021, en comparant la concentration en cfDNA chez six chiens atteints de
lymphome avant et aprés la mise en place d'un protocole de chimiothérapie, que cette
concentration était diminuée en phase de réponse compléte chez les deux animaux ayant
totalement répondu a la chimiothérapie, alors qu’elle augmentait au cours du temps chez les
chiens ayant fini par décéder de la progression de leur cancer (aprés une éventuelle diminution
juste aprés linitiation du protocole de chimiothérapie) (Kim et al., 2021). La cinétique d’évolution
des cfDNA au cours de la chimiothérapie est significativement corrélée au diamétre des nceuds
lymphatiques, paramétre clinique utilisé pour estimer I'efficacité du traitement.

Le suivi des ctDNA chez des chiens atteints d’un cancer fournit diverses informations. I
permet par exemple de contréler la réponse a la chimiothérapie : chez des chiens atteints de
lymphome multicentrique a cellules B de haut grade, la fraction en ctDNA était corrélée a la
réponse a la chimiothérapie (taille des nceuds lymphatiques, charge tumorale) (Prouteau et al.,
2020) ; il en est de méme de la concentration plasmatique en ctDNA porteurs de la mutation braf
V595E chez des chiens atteints de carcinome urothélial (Tagawa et al., 2020). Les ctDNA reflétent
également la progression de la maladie sous traitement et I'apparition de métastases (Tagawa et
al., 2020), et permettent ainsi la détection d’'une rechute malgré la mise en place d’un traitement,
parfois plus précocement que le suivi clinique (plus d’'un mois avant chez un chien suivi pour
lymphome multicentrique a cellules B de haut grade) (Prouteau et al., 2020).

b. Maladies infectieuses
a. Infections bactériennes

o Sepsis
Le sepsis est un syndrome fréquent chez le chien, a l'origine d’'une morbidité et d’'une mortalité
importantes, pouvant s’élever jusqu’a 68 % pour cette derniere (Letendre et Goggs, 2018a).
L’identification d’'un biomarqueur fiable et simple & doser permettant de faciliter la gestion des
patients présente donc un intérét non négligeable.

Dans une premiére étude, Letendre et Goggs (2017) ont mis en évidence une
augmentation significative des cfDNA plasmatiques chez les chiens souffrant de sepsis de causes
variées, par rapport aux chiens sains constituant le groupe contréle, supposant que cela pouvait
s’expliquer par une élévation significative, non confirmée toutefois, de la nétose. De plus, les
chiens présentant une bactériémie, diagnostiquée par culture bactériologique, ont montré des
concentrations significativement plus élevées en cfDNA : cette information aurait un intérét
thérapeutique, permettant ainsi I'adaptation précoce du traitement (Letendre et Goggs, 2018a).

En 2018, Letendre et Goggs se sont ensuite intéressés a I'apport pronostique des cfDNA
dans un tel contexte. Aprés avoir reconfirmé leur constatations précédentes, ils n‘ont cependant
pas observé de différence significative entre les chiens souffrant de sepsis et ceux atteints de
syndrome inflammatoire a réponse systémique non infectieux (Letendre et Goggs, 2018a). Aucune
association n’a été établie entre la concentration plasmatique en cfDNA et la lactatémie, les
numérations leucocytaires et neutrophiliques, et le score de sévérité APPLE (pour acute patient
physiology and laboratory evaluation) complet. Cependant, le recours a un score APPLE simplifié,
qui a été estimé plus fiable pour évaluer la sévérité du sepsis chez le chien et prédire le décés de
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'animal (Pashmakova et al., 2014), a, lui, montré une corrélation avec les cfDNA. Enfin, une
mortalité plus importante a été identifiée chez les chiens présentant a la fois une neutropénie et
une concentration en cfDNA élevée.

o Pyometre
Le pyomeétre est une affection touchant la femelle entiére qui se caractérise par une accumulation
intra-utérine de pus secondaire a une infection bactérienne, survenant au cours du dicestrus du fait
d’'un contexte hormonal favorisant (imprégnation par les cestrogénes et la progestérone). Le
pyométre s’accompagne de complications sérieuses (telles que le développement d’une
insuffisance rénale, d’'un syndrome inflammatoire a réponse systémique, ou d’'un sepsis), ce qui
fait d’elle une affection mortelle en cas de prise en charge inadaptée ou absente (Hagman, 2012).

Chez les chiennes atteintes de pyométre, la concentration plasmatique en cfDNA était
significativement supérieure a celle des chiens sains et associée a des paramétres reflétant la
sévérité du pyométre (Ahn et al., 2021) ; cependant, lors d’un contrdle suite a une prise en charge
chirurgicale par ovariohystérectomie (Ahn et al., 2021), ou un traitement médical basé sur une
antibiothérapie (Letendre et Goggs, 2017), aucune variation significative de la concentration
plasmatique en cfDNA n’a été est observée. Ces résultats suggérent donc que les cfDNA peuvent
étre utilisés comme marqueurs de l'inflammation associée au pyométre et de sa sévérité, mais ne
sont pas un élément utile au monitoring précoce de la récupération clinique.

o Mammite

La mammite correspond a une inflammation de la glande mammaire, causée par différents agents
pathogénes, majoritairement des bactéries. En élevage bovin laitier, la mammite est a l'origine de
pertes économiques considérables : diminution du rendement et de la qualité du lait, colt du
traitement (Leishangthem et al, 2018). Les mécanismes pathologiques a l'ceuvre lors de
mammites étant a l'origine d'une inflammation et de la mort des cellules du parenchyme
mammaire, certaines études se sont intéressés aux cfDNA dans ce contexte.

En cas de mammite, une augmentation significative de la concentration en cfDNA est
observée (Chen et al., 2023), notamment en cf-mtDNA, dans le sang et dans le lait (Leishangthem
et al., 2018). Ainsi, les cfDNA peuvent servir de biomarqueurs de la maladie. Cette découverte
souligne également les dommages subis par les mitochondries lors d’inflammation du tissu
mammaire, et doit pousser a s’interroger sur la nécessité de mettre en place un traitement visant a
soutenir la fonction mitochondriale dans ce contexte (Leishangthem et al., 2018).

b. Infections parasitaires

Les parasites retrouvés chez les animaux sont a l'origine d'un risque pour leur santé mais
également pour la santé publique, puisque certaines de ces affections parasitaires sont
zoonotiques (telles que I'échinococcose, la toxoplasmose et la toxocarose). Le parasitisme est
notamment un probléme majeur chez les animaux errants, qui ne sont donc pas médicalisés et
maintiennent une pression d’infection permanente. Aprés extraction depuis un échantillon sanguin
issu de quatorze chiens errants vivant au Bangladesh, Akter et al. (2019) ont soumis les cfDNA
ainsi obtenus a des analyses successives (séquengage lllumina, PCR, analyse BLAST (basic local
alignment search tool), séquengage de Sanger) afin d’identifier des séquences d’ADN similaires au
genome de différents parasites. Ainsi, un total de 150 séquences ont été attribuées a dix-neuf
genres de parasites différents, dont Babesia chez cinq chiens (PCR positive pour Babesia gibsoni
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chez quatre d’entre eux) et Leishmania chez quatre chiens (PCR positive pour Leishmania
donovani chez tous les chiens). Les cfDNA auraient donc un intérét dans la détection d’'un
parasitisme chez le chien. L’établissement de la prévalence de ces parasites, au Bangladesh ou
dans les autres pays en développement, reste cependant a établir.

c. Anémie hémolytique a médiation immune (AHMI)

Chez le chien, IAHMI est associée a des processus nécrotiques et inflammatoires neutrophiliques,
a l'origine d’'une libération de cfDNA et donc a une augmentation de la concentration de cfDNA
circulant, potentiellement aggravée par une diminution de leur dégradation par les ADNase de type
| (telle qu’identifiée chez des patients humains atteints de maladies auto-immunes) (Jeffery et al.,
2017). Ces cfDNA, de par leurs propriétés pro-thrombotiques explicitées précédemment,
pourraient contribuer aux mécanismes thrombotiques a I'ceuvre en cas d’AHMI, a l'origine d’'une
fortes morbidité et mortalité (Lawson et al., 2018). Les cfDNA pourraient s’averer, par le futur,
utiles a différents niveaux : estimation du risque de thrombose, sélection des patients nécessitant
un traitement anti-coagulant, identification d’'une nouvelle cible thérapeutique (Jeffery et al., 2017).
Il a été montré que la concentration en cfDNA plasmatiques était significativement plus élevée
chez les chiens atteint dAHMI que chez les chiens sains, sans pour autant avoir identifiée une
différence significative de l'activité sérique des ADNase, suggérant ainsi que 'augmentation en
cfDNA serait secondaire a un excés de production plutét qu’a un défaut de dégradation (Jeffery et
al., 2017).

Cependant, la technique de quantification utilisée semble avoir une importance, et non pas
des moindres, sur cette observation : en effet, les résultats obtenus par utilisation d’un colorant des
acides nucléiques peuvent étre influencés par la qualité du prélevement sanguin, et notamment en
cas de pigmentémie (par hémoglobinémie ou bilirubinémie, retrouvée chez de nombreux chiens
atteints d’AHMI) (Lawson et al., 2018).

En termes de pronostic, Jeffery et al. (2017) n’ayant pas recruté autant de cas
qu’escompté, il est difficile de tirer des conclusions de leur travail a I'heure actuelle. En effet, il
persiste le doute d’une association artéfactuelle entre la durée de survie et la concentration
plasmatique en cfDNA, lié a 'absence d’association établie entre la concentration en cfDNA et les
D-diméres et entre la concentration en cfDNA et la survenue d’'un phénomeéne de thrombose.

d. Dilatation-torsion de I’estomac (DTE)

La dilatation-torsion de I'estomac, affection suraigué faisant suite a 'accumulation de gaz et de
liquide dans I'estomac a l'origine de sa dilatation et parfois accompagnée de sa torsion, reléve de
l'urgence vitale, par les désordres variés qu’elle engendre (tels qu'un choc hypovolémique, une
ischémie tissulaire pouvant évoluer en nécrose). C’est une affection qui nécessite une stabilisation
médicale et chirurgicale précoce, et dont la mortalité peut s’élever a 40 % malgré une prise en
charge adaptée (Gibson, 2020).

L’évaluation du pronostic des animaux présenté en DTE repose essentiellement sur la
mesure de la lactatémie a 'admission et le suivi de sa cinétique de décroissance (Zacher et al.,
2010), mais Troia et al. (2018) se sont intéressés a I'éventuel apport pronostique d’autres
biomarqueurs, et notamment aux cfDNA qui sont libérés notamment en cas de nécrose tissulaire.
Malgré une augmentation significative de la concentration plasmatique en cfDNA chez les chiens
présentés pour DTE, I'étude des cfDNA plasmatiques a I'admission n’a pas permis de mettre en
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évidence un apport des cfDNA pour distinguer les chiens ayant survécu ou non a leur DTE, ceux
ayant développé ou pas une nécrose gastrique (qui représente un facteur pronostique négatif
(Zacher et al., 2010)) et les chiens ayant souffert ou non de complications post-opératoires. Il a été
postulé que le suivi de la concentration en cfDNA jusqu’a la prise en charge chirurgicale, c’est-a-
dire sur toute la durée pendant laquelle le processus de nécrose se poursuit, pourrait étre plus
discriminant que la seule mesure a 'admission (Troia et al., 2018).

e. Traumatismes et lésions tissulaires

a. Séveérité des lésions tissulaires

Wilson et al. (2018) se sont questionnés sur I'apport de la cinétique des cfDNA plasmatiques pour
estimer la sévérité des lésions tissulaires aigués. Dans leur étude, les chiens étaient répartis en
trois groupes, selon I'opération subie et le degré de dommages tissulaires y étant associé : faible
pour I'ovariohystérectomie, modéré pour I'ostéotomie de nivellement du plateau tibial (TPLO) et
sévere pour une hémilaminectomie. Les concentrations en cfDNA a six heures et a douze heures
post-opératoires étaient significativement plus élevées chez les chiens ayant subi une
hémilaminectomie qu'une TPLO et une ovariohystérectomie, ce qui correspond aux pics de
concentration significatifs en cfDNA plasmatiques chez les chiens du groupe hémilaminectomie,
avant le retour a des valeurs basales. En revanche, chez les chiens des groupes
ovariohystérectomie et TPLO, il n'y a pas eu d’augmentation significative de la concentration en
cfDNA au cours du temps. La concentration plasmatique cfDNA représenterait donc un marqueur
précoce en cas de lésions tissulaires sévéres, avec une demi-vie de 5,64 heures. Concernant les
CK, plusieurs études ont montré que leur activité au cours du temps dépend également de la
sévérité des lésions et est le reflet de dommages tissulaires en cours (Nevill et al., 2010; Wilson et
al., 2018). Cependant leur demi-vie biologique estimée (28,7 heures) est bien plus longue que
celle des cfDNA (Wilson et al., 2018). Ainsi, I'association du dosage des cfDNA et des CK, deux
marqueurs aux demi-vies bien différentes, permettrait donc de distinguer des dommages
tissulaires aigus et des dommages tissulaires progressifs (pouvant étre secondaires a un
phénoméne de thrombose ou d’'un syndrome des loges faisant suite un traumatisme initial).

b. Rhabdomyolyse d’effort

La rhabdomyolyse d’effort est une affection musculaire retrouvée chez les chiens soumis a un
effort intense ou de longue durée, associée a des dommages musculaires squelettiques et a une
insuffisance rénale aigué secondaire a I'accumulation de myoglobine. Le dosage des CK reste
'examen le plus pertinent pour détecter et déterminer la sévérité de la rhabdomyolyse d’effort.
Cependant, ce biomarqueur reste imparfait, puisque la demi-vie des CK est longue et le dosage au
chevet du patient sur le terrain n’est pas encore possible (Devall et al., 2018). Dans leur étude,
Devall et al. (2018) se sont intéressés a la cinétique de la concentration sérique en cfDNA au
cours d’'une course chez des chiens de traineau. Les chiens chez lesquels une rhabdomyolyse a
été diagnostiquée (sur la base de signes cliniques et paracliniques) n’ont pas montré de différence
significative en termes de concentration sérique en cfDNA par comparaison aux chiens sains de
'équipe gagnante, alors que les concentrations sériques en CK et myoglobines étaient
significativement supérieures et fortement corrélées. Ainsi, les cfDNA n’ont pas fait leurs preuves
en tant que biomarqueurs précoces potentiels de la rhabdomyolyse d’effort chez le chien.
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c. Intérét pronostique

Les traumatismes représentent un motif de consultation en urgence important en pratique
vétérinaire, notamment chez le chien. Un animal ayant survécu au trauma initial n’est cependant
pas tiré d’affaire, car de nombreuses complications peuvent survenir dans les heures voire les
jours qui suivent. Il existe des systemes de scoring (score de triage, score APPLE) permettant
d’évaluer les patients hospitalisés, mais ils ne fournissent pas d’informations sur les effets
pathologiques du choc et des Iésions en découlant (Letendre et Goggs, 2018b). L’identification de
biomarqueurs fiables et dosables au chevet du patient est donc importante pour mieux prédire la
sévérité d’'un traumatisme et le pronostic y étant associés.

En 2017, Letendre et Goggs ont mis en évidence une augmentation significative de la
concentration plasmatique en cfDNA chez les chiens ayant subi un trauma d’intensité modérée a
séveére, c’est-a-dire présentant un score de triage traumatique supérieur a cinqg a 'admission
(Letendre et Goggs, 2017). En 2018, ils se sont ensuite questionnés sur leur intérét pronostique.
La concentration plasmatique en cfDNA a présenté une corrélation positive significative avec
'index de choc, mais aucune différence notable n’a été objectivée entre le groupe de chiens ayant
survécu au traumatisme initial et le groupe de chiens y ayant succombé (Letendre et Goggs,
2018b). Cela est contraire a ce qui a été établi en médecine humaine, ou les cfDNA se sont
révélés étre d’intérét pronostique aprés des chirurgies ou trauma multiples. Il a alors été supposé
par Letendre et Goggs que le type de traumatisme (pénétrant ou contondant), la sévérité des
Iésions, et le taux d’euthanasie aient eu une influence sur le résultat auquel ils ont abouti.

f. Maladies cardio-vasculaires

a. Effets de I’effort prolongé sur la concentration en cfDNA chez I’animal sain,
comparaison a des marqueurs de maladies cardiaques

Les N-terminal pro brain natriuretic peptide dits NT-proBNP, fragments issus du peptide
natriurétique de type B, sont utilisés comme biomarqueurs diagnostiques et pronostiques des
maladies cardiaques chez 'homme, mais aussi en médecine vétérinaire notamment chez les
carnivores domestiques. Chez I'homme, un effort intense prolongé est a [lorigine de
dysfonctionnements cardiaques temporaires, parfois méme de nécrose subcliniue du myocarde,
induisant une augmentation de la concentration plasmatique du NT-proBNP. Cependant, il n’a pas
été déterminé si une augmentation peut étre observée chez I'animal sain soumis a des périodes
d’effort prolongé et ainsi étre a I'origine d’erreur diagnostique par exces.

Dans leur étude, Hunt et al. (2018) se sont donc intéressés au NT-proBNP et aux cfDNA,
afin de déterminer leur fiabilité diagnostique chez des chiens sains soumis a un effort physique
important régulier. Une augmentation significative de la concentration plasmatique en NT-proBNP
est observée aprés la période de travail, a l'origine de valeurs dépassant la valeur haute de
lintervalle de référence, sans pour autant observer de signes de dysfonctionnement cardiaque a
'examen clinique ou au cours de l'effort. Il est donc conseillé de repousser le dosage des NT-
proBNP aprés un effort prolongé afin de ne pas surinterpréter une augmentation de leur valeur et
eviter de diagnostiquer par exceés une maladie cardiaque. Face a cette observation, il est donc
intéressant de se pencher sur les informations apportées par les cfDNA et de déterminer s’ils
permettent de s’affranchir de ce délai de mesure. Secondairement a l'effort, la concentration
plasmatique en cfDNA augmente également de facon significative. L'origine de cette augmentation
reste incertaine, mais l'absence de corrélation avec des marqueurs de l'activité musculaire
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cardiaques et squelettiques (CK et aspartate aminotransférase) suggére que la libération d’origine
musculaire n’est pas seule responsable de cette augmentation. De plus, un enrichissement en
cfDNA est observé dans le plasma des chiens de travail (par comparaison a des chiens inactifs),
pouvant étre le reflet d’'une endurance acquise ou de Iésions tissulaires subcliniques (Hunt et al.,
2018). Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour établir des valeurs de référence
chez le chien de travail, pour ensuite pouvoir identifier une augmentation de la concentration
plasmatique en cfDNA compatible avec une affection cardiaque.

b. Maladies thrombo-emboliques

Les maladies thrombo-emboliques sont la conséquence d’'une modification anormale des
mécanismes d’hémostase, qui reposent normalement sur un processus complexe faisant intervenir
de nombreux acteurs. Ces maladies sont sous-diagnostiquées en médecine vétérinaire, mais ont
pourtant une importance clinique non négligeable (Good et Manning, 2003).

o Thrombo-embolie aortique féline

Les chats atteints de cardiomyopathie hypertrophique (CMH), soit 15 % de la population féline,
sont sujets a développer des complications mortelles, telles qu’une insuffisance cardiaque
congestive, une arythmie ou une thrombo-embolie aortique (TEA). En ce qui concerne cette
derniere, d’autres affections (cardiaques ou non) peuvent étre impliquées dans son
développement telles qu’une maladie thyroidienne, une néoplasie ; cependant, 19 % des chats
présentés pour TEA sont atteints de CMH (dont 4 % d’animaux atteints de la forme obstructive de
la maladie) (Smith et Tobias, 2004). La TEA se manifeste souvent de fagon brutale, sans signe
avant-coureur, ce qui est source de détresse pour I'animal et son propriétaire. En effet, hormis
I'échocardiographie, il y a peu d’éléments permettant d’'identifier les chats a risque de développer
une TEA. Cependant, celle-ci n’est pas réalisée systématiquement, notamment en l'absence
d’anomalie a l'auscultation cardiaque.

Dans leur étude, Li et al. (2023) se sont intéressés a limplication des NETs dans ce
contexte de TEA. Les NETs ont des propriétés pro-thrombotiques, utiles dans limmunité ;
cependant, un excés de NETs circulant favorise la formation de caillots. Ceux-ci ont notamment
été retrouvés dans le thrombus artériel des chats présentés pour TEA, et semblent jouer un réle
dans le développement de ce dernier chez les chats atteints de CMH. Aprés quantification des
cfDNA plasmatiques, Li et al. ont mis en évidence que les chats atteints de TEA présentaient une
concentration significativement plus élevée en cfDNA que les chats du groupe sain et du groupe
atteints de CMH (Li et al., 2023). Cependant, cette augmentation n’était pas corrélée avec les
facteurs échocardiographiques considérés (vitesse du flux atrial gauche, fraction de
raccourcissement du ventricule gauche). L'étude de la taille des cfDNA par électrophorése a donc
été réalisée pour identifier l'origine des cfDNA et déterminer si 'augmentation observée chez les
chats souffrant de TEA était spécifique de la maladie ou non : en effet, les cfDNA quantifiés
pourraient étre des contaminants d’origine génomique ou provenant de la lyse cellulaire, et ne pas
étre issus des mécanismes associés a la TEA (nécrose musculaire, lésion ischémique, libération
active). Le plasma des chats atteints de CMH et TEA présentaient une majorité de fragments de
taille comprise entre 100 et 500 paires de base avec un pic a 167 paires de bases, un motif qui
correspond a celui identifié chez les nucléosomes. Chez les chats souffrant de TEA,
'augmentation de la concentration plasmatique en cfDNA ne résulterait donc pas de la nécrose
musculaire, qui est a l'origine de fragments de taille plus importante (plus de 10 000 paires de
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bases), mais serait secondaire a une sécrétion par les cellules vivantes. L’implication
thérapeutique de cette découverte est importante : en effet, les cfDNA jouent un rdle dans la
stabilité et la formation des caillots sanguins, respectivement en interagissant avec les leucocytes
et les plaquettes et en se liant aux facteurs de von Willebrand. Une étude sur les AVC menée chez
la souris a permis de mettre en évidence que l'utilisation d’ADNase de type | favorisait la
dissolution des NETs, diminuant ainsi le risque d’hémorragie secondaire a I'administration
d’activateur tissulaire du plasminogéne, utilisé dans le traitement des AVC chez 'lhomme (Wang et
al., 2021). Il serait alors intéressant de poursuivre les recherches sur les liens existant entre les
cfDNA et la TEA, compte-tenu de la mortalité importante de cette maladie, avec un taux de survie
estimé a seulement 39 % (Hogan, 2017).

o Embolie pulmonaire aigué

Uzuelli et al. (2009) se sont intéressés a I'éventuel lien existant entre la concentration plasmatique
en cfDNA et la sévérité d’'une embolie pulmonaire aigué induite expérimentalement chez le chien,
ainsi qu’a l'influence d’un traitement a base de nitrite sur cette concentration. Deux méthodes ont
été utilisées afin de provoquer in vivo une embolie pulmonaire : 'une reposait sur l'injection de
caillots de sang de différentes tailles, préparés a partir du sang de I'animal receveur, directement
dans latrium droit a l'aide d’'une canule pendant 5 a 10 minutes, l'autre sur ['utilisation de
microsphéres injectées de fagon répétées dans la veine cave caudale. Cette étude a permis de
mettre en évidence que l'augmentation de la concentration plasmatique en cfDNA était
proportionnelle a la sévérité de I'embolie pulmonaire. Cependant, cette augmentation n’était
significative uniquement chez le groupe ayant regu des caillots issus de la coagulation d’'un volume
de sang plus grand (5 mL). In vitro, ces caillots de sang ont libéré, deux heures aprés leur
incubation, des quantités de cfDNA de fagon dose-dépendante et corrélée aux paramétres
hémodynamiques mesurés (pression artérielle pulmonaire moyenne, index de résistance
vasculaire pulmonaire). Les chiens chez lesquels des microsphéres ont été injectées pour simuler
une embolie pulmonaire n‘ont pas montré d’augmentation significative de la concentration
plasmatique en cfDNA, alors que les paramétres hémodynamiques ont été impactés de la méme
maniére par les microsphéres que par les caillots de sang. De plus, le traitement a base de nitrite,
molécule permettant la diminution de I'hypertension artérielle pulmonaire associée a un épisode
d’embolie pulmonaire aigué, n’a pas permis de faire diminuer la concentration en cfDNA aprés
'épisode d’embolie. Tous ces éléments suggérent que la libération des cfDNA dans un contexte
d’embolie pulmonaire dépend de la nature de 'embole, et notamment des leucocytes le constituant
(Uzuelli et al., 2009). Les cfDNA pourraient donc avoir un intérét diagnostique dans un contexte
d’embolie pulmonaire, ce qui pourrait notamment s’avérer utile lors de la recherche des
complications d’un syndrome de Cushing. Cependant, cela nécessite une méthode plus rapide que
celle utilisée dans cette étude, ou plusieurs heures ont été nécessaires a la réalisation des
analyses. Une amélioration de la spécificité de ce test est également indispensable pour
diagnostiquer précisément cette affection.

dg. Maladies ostéo-articulaires : exemple de I’arthrose chez le cheval

Chez le cheval, I'arthrose représente une des causes principales de boiterie. Chez le cheval de
course, elle est a l'origine d’'une diminution du nombre jours d’entrainement. Son diagnostic fait
appel a I'imagerie, qui toutefois est peu sensible quand la maladie est précoce et n’'informe pas sur
le pronostic (Panizzi et al., 2023). Il est possible de se baser sur des techniques de sérologie
ELISA, réalisées sur des biomarqueurs synoviaux : cependant, celles-ci ne sont pas encore
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disponibles en clinigue, notamment pour des raisons de colts, de manque de praticité et de
manque de répétabilité des résultats.

Panizzi et al. (2023) se sont donc intéressés a I'apport des cfDNA dans ce contexte. Si le
dosage des cfDNA contenus dans le plasma en I'absence ou en la présence d’arthrose du carpe
n’a apporté aucune information, il semblerait plus pertinent de s’intéresser au liquide synovial. En
effet, en cas d’arthrose induite expérimentalement par lésion ostéochondrale, la concentration en
cfDNA du liquide synovial présentait une augmentation quasi systématiquement significative
pendant plus de 60 jours, ne semblant pas étre imputable a la procédure expérimentale. Ainsi, il
semblerait que la mesure des cfDNA contenus dans le liquide synovial présente un intérét dans le
monitoring de I'arthrose chez le cheval ; cependant, d’avantages d’études sont nécessaires pour
aboutir a la validation clinique de cette découverte.

h. Sexage

En médecine vétérinaire, les cffDNA sont utilisés pour déterminer le sexe des fcetus et permettent
de remplacer I'échographie, traditionnellement utilisée pour le sexage. En effet, cette technique
comporte quelques inconvénients : par exemple, chez la brebis, elle nécessite une certaine
expérience de la part de I'opérateur et est parfois difficile a appliquer si la gestation est trop
avanceée. L'utilisation des cffDNA représente donc une éventuelle alternative intéressante. Aprés
extraction des cffDNA du sang de 46 brebis gestantes (depuis moins ou plus de trois mois),
Kadivar et al. (2013) ont ensuite eu recours a la qPCR pour mettre en évidence la présence du
gene sry, specifique du chromosome Y donc des feetus males, afin de déterminer le sexe du
foetus. En comparant les résultats ainsi obtenus au sexe du nouveau-né déterminé a la mise-bas,
la sensibilité et la spécificité de la technique utilisant les cffDNA s’élevaient a 100 %. Cette
technique s’étend naturellement a d’autres espéces. Chez le cheval, elle a permis de prédire le
sexe des futurs poulains avec une sensibilité 90,9 %, de fagon identique a ce qui a été obtenu en
réalisant deux PCR successives (de Leon et al.,, 2012). Dans les deux cas, la spécificité était
parfaite, avec une valeur de 100 %. Le recours a d’autres génes spécifiques du chromosome Y est
possible : I'amplification par gqPCR du géne tspy a permis d’identifier un veau male avec une
sensibilité de 90 % a 91,6 %, selon I'dge gestationnel (Ristanic et al., 2018). Un faible nombre de
copies de génes spécifique du chromosome Y sont nécessaires pour prédire le sexe du foetus :
dans les conditions expérimentales de leur étude, Singh et al. (2022) ont établi qu’il suffisait de
31,3 pg/mL de copies de ces génes afin de sexer le feetus par PCR.

Il est important de noter que les espéces citées ci-dessus présentent un type de
placentation différent de celui de la femme (placenta hémochorial) : le placenta est de type
épithélio-chorial chez la vache et la jument, et syndesmo-chorial chez la brebis, ce qui limite le
passage des cffDNA a travers celui-ci (Kadivar et al., 2013; Ristanic et al., 2018). Face a une
libération restreinte des cffDNA dans le sang de la mére, il est donc nécessaire d’avoir recours a
des méthodes d’extraction de la plus haute efficacité, car le sexage pourrait s’avérer utile
notamment en élevage laitier, ou la naissance de femelles est préférée par les éleveurs pour des
raisons économiques.

Aprés avoir suscité un grand intérét en médecine humaine, les cfDNA ont également fait
'objet de recherches en médecine vétérinaire, notamment de oncologie. En ce qui concerne les
autres domaines de la médecine vétérinaire (notamment la traumatologie, l'infectiologie et la
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médecine interne), les papiers de recherches publiés a I'heure actuelle sont plus rares, et
concernent principalement le chien. Comme en médecine humaine, des études supplémentaires
sont nécessaires pour consolider et affiner les connaissances déja établies, avant d’espérer voir
ces nouveaux biomarqueurs rejoindre les outils déja a disposition des vétérinaires praticiens.
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Conclusion

Les cell-free DNA correspondent a des fragments d’ADN, retrouvés dans les liquides biologiques
des étres vivants, dont la demi-vie est courte. De ce fait, leur récolte est facile, peu invasive et
répétable dans le temps ; les modifications que connaissent le pool de cfDNA, aussi bien en
termes de quantité que de composition, illustrent les processus physiopathologiques en cours chez
un organisme. Découverts il y a presque soixante ans, de nombreuses études se sont intéressées
aux cfDNA, aussi bien pour comprendre les mécanismes a l'origine de leur libération, que pour
explorer leurs propriétés afin d’espérer faire d’eux de nouveaux biomarqueurs utilisables en
pratique clinique.

Cette thése a permis de dresser une liste, non exhaustive, des nombreux domaines de la
médecine humaine pouvant bénéficier des informations apportées par les cfDNA, allant de
'oncologie au dépistage pré-natal. Bien que des études supplémentaires soient nécessaires afin
de confirmer les résultats déja établis dans la littérature, les cfDNA représentent toutefois un
biomarqueur prometteur en médecine humaine, aussi bien en tant qu’outil diagnostique et
pronostique mais également au niveau thérapeutique. Si de nombreux kits permettant leur
extraction sont commercialisés, leur utilisation reste actuellement majoritairement restreinte a la
recherche en laboratoire.

En médecine vétérinaire, si des affections variées ont fait I'objet d’études concernant
l'intérét potentiel des cfDNA, le niveau de preuve reste faible : en effet, le nombre d’études est
restreint, les échantillons testés de petite taille. Il est donc difficile, a 'heure actuelle, de savoir si et
quand les cfDNA seront reconnus comme des biomarqueurs de confiance, permettant de
compléter les informations apportées par ceux actuellement utilisés. Cependant, face a l'intérét
toujours croissant que suscitent les cfDNA et au développement récent qu’ils connaissent en
médecine humaine, notamment avec la mise en place de tests diagnostiques validés cliniquement
comme le test AlloSure®, il n’est pas interdit d’espérer que ces avancées concernent bientét la
médecine vétérinaire.

Ainsi, les cfDNA pourraient, a terme, devenir un nouveau biomarqueur utilisés par les
médecins et les vétérinaires, aussi bien en pratigue de routine que dans des contextes
représentant des urgences médicales. La conduite de recherches supplémentaires, notamment a
plus grande échelle pour les domaines ayant déja fait I'objet d’études, ainsi qu’'une standardisation
des techniques d’extraction sont cependant indispensables afin de pouvoir, un jour, développer
I'application pratique de ces cfDNA.
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Annexe 1 : Kits d’extraction des cfDNA

Le tableau suivant présente les différents kits utilisés dans les études citées dans cette thése,
lorsque les caractéristiques de ceux-ci sont mises a disposition par les laboratoires. Le symbole
« I » signifie que les informations sont manquantes ou non fournies.

Laboratoire

Analytik Jena

Applied
Biosystems

Bioo

Scientific

Cytiva

EpiGentek

EpiGentek

Kit

PME free-
circulating
DNA
Extraction
Kit

BloodPrep

™

Chemistry

NextPrep-
Mag™
cfDNA

Isolation Kit

Sera-
Xtracta™
Cell-Free

DNA Kit

EpiQuick™
Circulating
Cell-Free
DNA
Isolation Kit

FitAmp™
Plasma/Ser
um DNA
Isolation Kit

Technique
utilisée

Polymer
Mediated
Enrichment

Fibres de
verre

Billes
magnétiques

Billes
magnétiques

Billes
magnétiques

Colonne de
centrifugation

Nature de Volume
I’échantillon d’échantillon

Sérum Jusqu'a 5 mL

Plasma Jusqu'a 5 mL

Urines Jusqu’a 10

mL

Autres

liquides Jusqu'a 5 mL
biologiques

Jusqu’'a 150

Sang total uL

Plasma 1a5mL

Sérum

0,5a4mL

Plasma

Urines 4 mL

Sérum

100 a 500 pL

Plasma

Sérum

Plasma

500 pL

Autres

liquides
biologiques

Applications

Rendement (non

exhaustives)

2a8ug
pour 150 L

PCR
NGS

PCR
ddPCR
NGS
Génotypage

QPCR

/ NGS

NGS
Génotypage
DPNI

8-20 pl

Référence

(Analytik Jena,
2014)

(Applied
Biosystems,
2003)

(Bioo Scientific,
2017)

(Cytiva, 2020)

(EpiGentek,
2022a)

(EpiGentek,
2022b)
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Applications

Laboratoire Kit Tec!1.n|f1ue ,[‘lature-de ,'Volum'e Rendement (non Référence
utilisée I’échantillon d’échantillon .
exhaustives)
Sang total
Sérum
Colonne de PCR
Macherey- NucleoSpin centrifugation R R Southern Blot = (Macherey-
Nagel ® Blood Kit  (membrane de Plasma 5a 200l 4a6ug Réactions Nagel, 2022)
silice) enzymatiques
Autres
liquides
biologiques
Sérum
HiPure Colonne de Plasma qPCR

Circulating = centrifugation

Stecti Magen, 2023
Magen Nucleic acid (membrane de 1 mlL / DeteSc"i;c;n de  (Magen )
Mini Kit silice) Autres
liquides
biologiques
MGIEasy
Circulating Billes PCR (MGI Tech,
MGl DNA  magnétiques  © asma 300 uL / NGS 2023)
Isolation
Plasma/ Sérum
Serum Cell- Colonne de PCR
Free centrifugation PCR
Norgen Circulating .g 200 pL Variable q (Norgen, 2023)
DNA (matrice de NGS
o résine) Plasma Southern Blot
Purification
Kit
Maxwell®
RSC Billes . 10a 30 ng (Promega,
Promega ccfDNA magnétiques Plasma 0,2a1,0mL pour 1 mL PCR 2021)
Plasma Kit
Sérum 1a5mL
QlAamp®  Colonne de
Qiagen Clrculat.mg c‘entrlfugatlon Plasma 1a5mL Variable PCR (Qiagen, 2019)
Nucleic a membrane gqPCR
Acid de silice
Urines 1a4mL
Qiagen QlAamp® = Colonne de Sang total 0,3a2mL  20a60ug PCR (Qiagen,
DNA Blood = centrifugation Southern blot 2023a)
Midi Kit ~ (membrane de sSérum
silice)
Plasma
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Laboratoire

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Roche

Thermofisher

Kit

QlAamp®
DNA Blood
Mini Kit

QlAamp®
MinElute
Virus Kit

QlAamp®
UltraSens
Virus Kit

QlAamp®
DSP Virus
Kit

High Pure
Viral
Nucleic
Acid Kit

MagMAX™
Cell-Free
DNA
Isolation Kit

Technique
utilisée

Colonne de
centrifugation
(membrane de
silice)

Colonne de
centrifugation
a membrane

de silice

Colonne de
centrifugation
(membrane de
silice)

Colonne de
centrifugation
(membrane de
silice)

Fibres de
verre

Billes
magnétiques

Nature de
I’échantillon

Autres
liquides
biologiques

Sang total

Sérum

Plasma

Autres
liquides
biologiques

Sérum

Plasma

Sérum

Plasma

Sérum

Plasma

Sang total

Sérum

Plasma

Sérum

Plasma

Urines

Volume

d’échantillon Rendement
1a200 L 4a12ug
200 a 500 pL Variable
1mL > 85 %
500 pL Variable
200 uL /
0,17a10mL
0,5a10mL /
10 mL

Applications
(non
exhaustives)

PCR
Southern blot

PCR

PCR
gqPCR
Blot

PCR
qPCR

PCR

gPCR
ddPCR
NGS

Référence

(Qiagen,
2023a)

(Qiagen,
2023b)

(Qiagen,
2023c)

(Qiagen,
2023d)

(Roche, 2020)

(ThermoFisher
Scientific,
2023)
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PRESENTATION ET UTILISATION EN MEDECINE VETERINAIRE DE
L’ADN LIBRE CIRCULANT : UNE ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

AUTEUR : Camille DE CASTRO

RESUME :

Les ADN libres circulant, ou cell-free DNA en anglais, sont des fragments d’ADN extracellulaires
retrouvés dans les liquides biologiques d’'un organisme vivant, et pouvant étre isolés a partir de
leur prélévement, peu invasif et répétable. Découverts il y a bientét soixante ans, les cell-free DNA
ont fait I'objet de nombreuses recherches, principalement afin d’évaluer leur potentiel en tant
qu’outil d’aide au diagnostic, au pronostic et au monitoring thérapeutique, mais aussi en tant que
potentiel cible thérapeutique. Sans étre exhaustif, ce travail a pour but d’établir un bilan des
connaissances au sujet des cell-free DNA aussi bien en médecine humaine qu’en médecine
vétérinaire, afin de présenter leurs différentes applications.

A travers cette étude bibliographique, les cell-free DNA se démarquent comme des
biomarqueurs prometteurs a la fois diagnostiques, pronostiques et thérapeutiques, dont I'utilisation
peut se faire dans de nombreux domaines de la médecine. Des tests diagnostiques basés sur ces
molécules ont déja été commercialisés en médecine humaine, notamment dans un contexte de
transplantation d’organe. A T'heure actuelle, les études en médecine vétérinaire sont, pour le
moment, moins nombreuses et moins variées qu’en médecine humaine, et des recherches
supplémentaires sont nécessaires afin d’aboutir a la validation clinique des données établies dans
la littérature aussi bien chez 'homme que chez les animaux domestiques. Toutefois, si
'engouement suscité par les cell-free DNA continue de croitre comme il le fait actuellement, il est
raisonnable d’espérer que ces molécules fassent un jour partie des biomarqueurs a disposition des
vétérinaires praticiens.
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PRESENTATION AND USE IN VETERINARY MEDICINE OF CELL-FREE
DNA: A BIBLIOGRAPHIC STUDY

AUTHOR: Camille DE CASTRO

SUMMARY:

Cell-free DNA are extracellular DNA fragments that can be found in the biological fluids of living
organisms and obtained from the sampling of said fluids, in a minimally invasive and reproducible
way. Ever since their discovery almost sixty years ago, cell-free DNA have been the subject of
numerous research papers in order to assess their potential as a diagnosis, prognosis and therapy
monitoring biomarker. Without being exhaustive, this work aims to review the available knowledge
about cell-free DNA, in human health as well as in veterinary medicine, in order to give an
overview of their various fields of applications.

Through this bibliographical study, cell-free DNA stand out as promising biomarkers in
terms of diagnosis, prognosis and therapy monitoring, that can be used in many fields of human
medicine. Diagnosis tests based on these molecules are already available on the market, most
especially in the context of organ transplantation. Currently, there is fewer and less varied research
about cell-free DNA in veterinary medicine. Therefore, further research would be necessary in
order to confirm what has already been established in humans and in domestic animal species.
Taking into consideration the current, growing interest for cell-free DNA, it is quite reasonnable to
hope that these molecules will one day become available to veterinarians as routine biomarkers.
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