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Figure 16 : Corrélation positive (r = 0,535, p<0,01) entre la concentration sérique de CA15-3 et les
stades d’atteinte tumorale chez les chiennes présentant une tumeur mammaire. (Campos et al.,

Figure 17 : Analyse de survie des chiennes atteintes de tumeurs mammaires suivant les différentes
concentrations sériques de CA15-3 avant intervention. (Baba et al., 2019)..........ccccceeveeeiiiiiiinnnn. 52

Figure 18 : Estimations des sensibilités et spécificités pour différentes valeurs seuils (en ng/mL) de
la concentration sérique d’AFP dans la détection de CHC selon la revue de Colli et al. (2006). Les
cercles noirs indiquent la spécificité et les losanges la sensibilité. ............ccccooeiieiiiiiii, 55

Figure 19 : Courbes de Kaplan-Meier montrant les taux de survie globale et les temps de survie sans
récidive chez des individus atteints de carcinome hépatocellulaires en fonction des valeurs de
concentration sérique d’AFP avant traitement (Chan et al., 2019). ..., 56

Figure 20 : Courbe de Kaplan-Meier évaluant la survie globale des individus recevant un traitement
a base de Sorafenib en fonction de I'évolution de la concentration d’AFP sérique au cours des
premiéres semaines de traitement. (Personeni et al., 2012)..........cccceeiiiieiiiiiiiiiiii e 58

Figure 21 : Variation de la concentration sérique d’AFP au cours d’'une période de 8 jours chez 19
chiens ayant subi une ischémie hépatique sélective (ligne pleine) et un groupe de 7 chiens contrble
(ligne en pointillés). (Madsen et RIKKErs, 1984) ........ccooiiiiiiiiiiiieee e 60

Figure 22 : Diagramme en boite représentant la distribution des valeurs de concentration d’AFP
sérique chez des chiens atteints de carcinome hépatocellulaire (n=9), de cholangiocarcinome (n=2),
de maladie hépatique non tumorale (n=21), de tumeurs non hépatiques (n=54), et chez des chiens
sains (n=20). (Yamada et al., 1999) ..o 61

Figure 23: Variations de la concentration sérique d’AFP suite a l'exérése de carcinome
hépatocellulaire chez quatre chiens. (Kitao et al., 2006)............coouuiriiiiieeeiiiiiieeee e 63

Figure 24 : Variations de la concentration sérique d’AFP suite a l'exérése de carcinome
hépatocellulaire chez cing chiens. (Yamada et al., 1999) ..........oviiiiiii i, 63

Figure 25: Diagramme en boite montrant les concentrations sériques d’AMH chez les vaches
atteintes de TCG (GTCT, n = 9), les vaches présentant une maladie kystique des ovaires (COD, n
= 8), et des vaches saines cyclées (PC, n = 25). (EI-Sheikh Ali et al., 2013) .........cccevvvvieieiiiiiiinnee. 66

Figure 26 : Diagramme présentant les différentes concentrations sériques en AMH chez des
chiennes saines, atteintes de pathologies néoplasiques et non néoplasiques différentes. (Walter et
T2 0 1 ) PRSP 67

Figure 27 : Diagramme montrant les concentration sériques en AMH chez des chiens sains non
castrés ( C ), des chiens présentant une tumeur des cellules de Sertoli (SCT), et des chiens
présentant d’autres pathologies testiculaires (TP). (Holst et Dreimanis, 2015) ...............uvvveviininnns 68

Figure 28 : Courbes ROC étudiant les capacités de la concentration (a gauche) et de I'activité (a
droite) de la thymidine kinase pour diagnostiquer les patientes atteintes de cancer du sein de stade
Il (Jagarlamudi et Shaw, 2018)........uiii i e e e ettt e e e e e e e e 70

Figure 29 : Activité (A) et concentration (B) sérique de TK1 dans le sang de chiens sains, atteints de
tumeurs mammaires bénignes et malignes (Kiran Kumar et al., 2014) .........c.cooviiieeiieeeeeieiiiiinnnn. 73
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Figure 30 : Distributions des valeurs d’activité de TK1 (A) et de I'index néoplasique (B) illustrées par
diagrammes en boite chez des chiens sains et atteints de différents types tumoraux. Distributions
des valeurs d’activité de TK1, de la CRP et de I'index néoplasique chez les chien sains, atteints de
tumeurs solides et hématopoiétiques (C). (Selting et al., 2016)..........cceeiiiieeriiiiiiiiiie e 74

Figure 31 : Distribution des valeurs d’activité de TK1 chez des chiens sains et chez des chiens
atteints de lymphomes en fonction de leur réponse au traitement (A), et évolution au cours de
traitement chez les individus ayant présenté une rechute (B). (Boyé et al., 2019) ..........cccceeeeeennne 75

Figure 32 : Les différents types d’hétérogénéité tumorale identifiés par le génotypage de la tumeur
et de FADNCt. (Scherer, 2020)........cooo i 79

Figure 33 : Fractions d’ADNct parmi 'ADNCcf isolé chez des patients sains et des patients atteints de
cancers colorectaux, du sein, du poumon, ou de 'ovaire (C), et en fonction du stade tumoral (D).
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Figure 34 : Courbes ROC étudiant la capacité de 'ADNct a détecter un cancer (48 individus atteints
de cancers variés et 46 individus sains), montrant une ASC égale a 0,64 sans sélection par rapport
a la taille des fragments d’ADN (courbe verte), a 0,78 aprés sélection in silico, et a 0,97 aprés
sélection in vitro. (MoUliere et al. 2018) .......ccooviiiiiiii e 82

Figure 35: Pourcentages de patients atteints de cancers colorectaux, gastro-oesophagiens,
pancréatiques et mammaires sous forme localisée et métastatique présentant une quantité
détectable d’ADNCct (A). Quantité d’ADNct totale mesurée chez les patients atteints de cancers en
fonction du stade d’avancement tumoral (C). (Bettegowda et al., 2014). ..........coviieeiieeiririeiiiinnnnn. 83

Figure 36 : Courbe de Kaplan-Meier présentant les taux de survie globale en fonction de la quantité
élevée (>3,06ng/mL, ligne rouge) ou faible (<3,6ng/mL, ligne noire) d’ADNct (mA) chez les patients
atteints de cancer colorectal. (El Messaoudi €t al., 2016) ............uuuuuummmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeieeeeineeees 84

Figure 37 : Applications de I'analyse de 'ADNct dans la gestion de la maladie au cours du traitement.
(WAIN BT @1, 20L7) ittt 86

Figure 38 : Diagramme (& gauche) montrant la concentration plasmatique d’ADNcf chez les chiens
présentant un cancer métastasé (With DM) et non métastasé (Without DM). Courbe ROC (a droite)
montrant les capacités diagnostiques de la concentration plasmatique d’ADNcf a détecter la
présence de métastases chez les chiens présentant une atteinte néoplasique maligne. (Tagawa et
= 0 L ) P 89

Figure 39 : Courbes ROC de l'indice de méthylation des séquences LINE-1 contenues dans ’ADNCcf
des chiens distinguant les chiens sains des chiens atteints de tumeurs mammaires bénignes (B) et
ppEo 1o o TSI (O TSR 91

Figure 40 : Diagramme en boite représentant I'indice de méthylation des séquences LINE-1 au sein
de 'ADNcf chez des chiens sains (Healthy), atteints de tumeurs mammaires bénignes (Benign),
malignes (Malignant) et d’autres types tumoraux (Other). (Lee et al., 2019)..........ccevvvvviviiiiennnennn. 91

Figure 41 : Courbes de Kaplan-Meier étudiant les taux de survie des chiens atteints de processus
tumoral en fonction de la concentration d’ADNCf ou d’ADNCE. ........coooiiiiiiiiiiiiiiie e 92

Figure 42 : Evolution de la concentration (ligne continue) et de I'indice d’intégrité (ligne en pointillés)
de 'ADNCcf selon la réponse au traitement en fonction du temps (en jours). (Tagawa et al., 2019) 94

Page 5


file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555548
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555548
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555548
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555549
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555549
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555551
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555551
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555551
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555551
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555552
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555552
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555552
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555552
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555553
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555553
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555553
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555555
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555555
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555555
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555555
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555555
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555556
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555556
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555556
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555557
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555557
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555557
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555558
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555558
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555559
file:///C:/Users/Philou/Desktop/thèse%20Philippe%20Colombe%203e%20correction_vuDLR-%20GB%2030.09%20(2).docx%23_Toc52555559

Figure 43 : Evolution de la concentration plasmatique d’ADNct incluant la mutation BRAF V595E
chez six chiens atteints de carcinome urothélial en fonction de la réponse au traitement au cours du
temps (en jours). (Tagawa et al. 2020) .........cooviiiiiiiiiiiii e 95

Figure 44 : Courbes ROC et détail des capacités diagnostiques des panels de miARN composés
des 1 a 13 miARN montrant les meilleures capacités a distinguer les individus malades et sains.97

Figure 45 : Expressions de miARN-126 et mi-ARN-214 relatives a I'expression de miARN-16 chez
des chiens atteints d’hémangiosarcome (n=10), de splénomégalies bénignes (n=9) et sains (n=10).
Courbes ROC montrant les performances diagnostiques de ces deux biomarqueurs. (Heishima et
oL 0 ) 103

Figure 46 : Expressions de miARN-126 et mi-ARN-214 relatives a I'expression de miARN-16 chez
des chiens sains et atteints de tumeurs épithéliales, non épithéliales et diverses. (Heishima et al.,

Figure 47 : Distributions des expressions plasmatiques de trois miARN ayant montré une différence
significative (p<0,05) entre les chiens atteints de lymphome de type T (n=13) et les chiens sains
(N=10). (Craig €t Al., 2019) .......uuuuuiuuiiiiiiiee e nnne 106

Figure 48 : Concentrations plasmatiques de miARN-122 chez des chiens sains (n = 120), atteints
de fibrose hépatique (n = 6), de maladie hépatique inflammatoire (n = 19) et de néoplasie hépatique
(N =5). (BUIKOWSKA €t @l., 2007) ....ccoiieeiiiiie et e e e e et e s e e e e e e e e aa e e e e aaaaaenees 107

Figure 49 : Courbes de Kaplan Meier montrant les taux de survie chez les chiens atteints de tumeurs
épithéliales, d’adénocarcinomes et de mélanome en fonction des concentrations sériques de
MIARN-126 et -214. (Heishima €t @l., 2017) ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeebeees bbb beeaeeeennne 108

Figure 50 : Courbes de Kaplan Meier montrant les taux de survie globale chez les chiens atteints de
lymphome de type T (a) et B (b et ¢) en fonction des concentrations sériques de miARN-222 (a et b)
et -181c (C). (Craig et al., 2019) ......cciiiiiiiiiii e e e e e e e aaaaaaane 109

Figure 51 : Journal médical historique de Thomas Ashworth, décrivant pour la premiere fois les
cellules tumorales circulantes. (AShworth T. 1869) ........ccoiiiiiiiiiiiiii e 111

Figure 52: Exemple d'identification de CTC marquées CK+/DAPI+/CD45- par le systéeme
CellSearch®. (Paoletti €t HAYES., 2016) ........uuuuuuumuuiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbbbb bbb eeaeeeeaneneenee 112

Figure 53 : Courbes ROC de la méthode CellSearch® et de la méthode 84-1 associée a un marqueur
de la vimentine. Valeurs diagnostiques des deux techniques pour la détection du cancer de la
prostate en fonction de différentes valeurs seuils. (Satelli et al., 2017).......cccceeeeiiieeiiiiiiiiieeneeeen, 113

Figure 54 : Courbes de Kaplan-Meier indiquant le taux de survie globale en fonction du nombre de
CTC chez les patients atteints de cancers métastatiques du sein, colorectal et de la prostate avant
initiation d’une thérapie de chimiothérapie. Graphiques générés par les données présentées par
Cohen et al., (2008), Cristofanilli et al., (2004) et par Bono et al., (2008). (Andree et al., 2016)..115

Figure 55 : Courbe de Kaplan-Meier étudiant la durée de survie globale chez les patientes atteintes
de cancer du sein de stade Vingolent (<5 CTC/7,5mL, ligne continue) et de stade Vagressit (25 CTC :
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Introduction

L’utilisation de biomarqueurs représente un enjeu majeur dans le domaine de I'oncologie en
médecine humaine comme vétérinaire et dont la connaissance croissante ces deux dernieres
décennies, a permis une meilleure prise en charge des patients atteints de tumeurs. En effet, les
biomarqueurs tumoraux permettent notamment d’améliorer la détection d’'un processus tumoral, de
le caractériser, d’'observer son évolution, et également d’établir un pronostic. Dans certains cas, les
biomarqueurs permettent de prédire la réponse au traitement et ainsi d’adapter au mieux ce dernier,
ils peuvent également se révéler intéressants en tant que cible thérapeutique lorsqu’ils participent a
la croissance ou la dispersion de la tumeur.

Ainsi, le champ d’application des biomarqueurs en oncologie est vaste, et les nouvelles technologies
permettent encore a I'heure actuelle d’en découvrir de nouveaux types, tel que les microARN
(miARN), les exosomes ou encore les cellules tumorales circulantes.

Il existe de nombreuses natures de biomarqueurs ; ionique, protéique, glucidique, lipidique,
nucléiques et enfin cellulaire. lls se retrouvent aussi bien au sein de la tumeur que dans son
environnement. Ainsi certains biomarqueurs sont dosés a partir des prélévements histologiques de
la tumeur, tandis que d’autres peuvent étre dosés dans des fluides tel que le sang, I'urine, le liquide
cérébro-spinal ou encore la salive. Dans ce travail, nous nous intéresserons notamment aux
biomarqueurs tumoraux dosés a partir d’'un échantillon sanguin, et particulierement aux cellules
myéloides suppressives (myeloid-derived suppressor cells, MDSCSs).

Parmi les biomarqueurs cellulaires se trouvent les MDSCs. Il s’agit d’'un groupe de cellules
myéloides immatures comprenant les précurseurs des macrophages, granulocytes, et des cellules
dendritiques. Elles possédent notamment une activité immunomodulatrice impliquée dans certains
processus physiologiques ou pathologiques, par exemple lors de la gestation (Kdstlin et al., 2017)
ou lors d’inflammations (Ray et al., 2013) tels que des inflammations chroniques, des infections, des
traumatismes ou encore des processus néoplasiques. Lorsqu’un processus inflammatoire intervient
chez unindividu, les MDSCs sont produites en plus grande quantité dans la moelle osseuse, qu’elles
quittent pour gagner le compartiment vasculaire et les organes impliqués dans le but d’y exercer une
action anti-inflammatoire. On comprend donc qu’elles interviennent lors d’'une tumeur qui, dans les
premieres phases, s’accompagne d’'un environnement péri-tumoral inflammatoire. Ainsi, il a été
montré que le taux de MDSCs présent dans le sang périphérique est supérieur chez un individu
atteint d’'une néoplasie que chez un individu sain, en médecine humaine et vétérinaire (Diaz-Montero
et al., 2009 ; Goulart et al., 2012).

Une étude récemment menée a I'Ecole nationale vétérinaire d’Alfort (ENVA) a montré la possibilité
d’identifier et quantifier les MDSCs par cytométrie en flux au sein du BioPéle, centre d’analyses
médicales présent sur le site de 'ENVA et travaillant étroitement avec le centre hospitalier
universitaire vétérinaire d’Alfort (Nadal et al., 2018). De plus, cette étude a montré une différence
significative entre le pourcentage moyen de MDSCs parmi les cellules mononucléées du sang
périphérique, mesuré chez des chiens sains et celui mesuré chez des chiens présentant une atteinte
tumorale, avec une valeur supérieure chez les chiens atteints d’'un processus tumoral. Toutefois,
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I'effectif étudié ne fut pas assez important et trop hétérogene, pour utiliser le dosage des MDSCs
dans le sang comme outil diagnostique, notamment a l'aide d’'une valeur seuil permettant de
suspecter fortement une tumeur avancée avec présence de métastases. De plus, les individus inclus
dans cette étude n’ayant pas été suivis sur le long terme, il ne fut pas possible d’établir une valeur
pronostique du taux de MDSCs sanguin, ni d’étudier sa variation au cours du temps lors d’un
traitement. C’est donc sur ces aspects liés au dosage des MDSCs que le travail expérimental de
cette thése portera, en complétant I'étude réalisée par Nadal et al. (2018).

Ce travail se compose de deux parties. La premiere partie, étude bibliographigue, vise a
définir la notion de biomarqueur, en exposer les intéréts dans le domaine de I'oncologie, et enfin
d’établir un état des lieux comparatif des connaissances actuelles concernant les biomarqueurs
sanguins en oncologie vétérinaire et humaine.

La deuxiéme partie détaillera le travail expérimental concernant les MDSCs, effectué dans le but
d’appuyer et compléter les résultats obtenus lors de I'étude de Nadal et al. (2018), d’établir si le
dosage sanguin des MDSCs peut ou non étre un outil diagnostique, pronostique, et de suivi d’'un
processus tumoral.
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Premiere partie : bibliographie

1. Définitions et intéréts des biomarqueurs

En 2015, dans le but d’accorder la communauté scientifigue sur la notion du terme de
biomarqueur et I'utilisation qui en est faite, la Food and Drug Administrationn (FDA) et le National
Institute of Health (NIH) ont conjointement élaboré un glossaire : le BEST (Biomarkers, EndpointS,
and other Tools) (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016). Les définitions abordées dans cette
partie sont issues de cette ressource.

A. Définition générale

Un biomarqueur est une caractéristique définie qui est mesurée comme un indicateur d’'un
processus biologigue normal ou pathogéne, ou de la réponse a une exposition ou une intervention,
incluant les interventions thérapeutiques. Les caractéristiques moléculaires, histologiques,
radiographiques ou physiologiques sont des types de biomarqueurs.

Les biomarqueurs sont utilisés a plusieurs fins distinctes en clinique comme dans les études
pharmaceutiques. Ainsi il existe plusieurs catégories de biomarqueurs en fonction de leur utilisation :
les biomarqueurs de diagnostic, de suivi, de pronostic, de susceptibilité ou risque, les biomarqueurs
prédictifs, les biomarqueurs pharmacodynamiques et enfin les biomarqueurs de sécurité.

a. Les biomarqueurs diagnostiques

Un biomarqueur diagnostique est utilisé pour détecter ou confirmer la présence d’'une
maladie ou d’un état d’intérét, ou pour identifier les individus avec un sous-type de maladie.

L’utilisation de biomarqueurs diagnostiques est centrale dans la pratique médicale. Elle est
souvent le moyen d’affirmer la présence d’une affection nécessitant la mise en place d’un traitement
particulier. Il est fréquent que leur utilisation permette de faire la distinction entre plusieurs affections
étant possiblement a l'origine d'un méme symptdme ou d’un ensemble de symptébmes peu
spécifigues. Par exemple, le taux de glucose sanguin peut étre utilisé comme biomarqueur
diagnostique de diabéte de type 2.

Aussi, certaines maladies sont caractérisées en plusieurs sous-types, comme c’est le cas
pour les lymphomes qui peuvent étre de type T, B, de haut grade, bas grade ou encore de grade
intermédiaire. La nature ou le processus physiopathologique peuvent considérablement varier en
fonction du sous-type de I'affection, et il est alors nécessaire de déterminer celui-ci pour adapter le
traitement. Par exemple, les marqueurs cellulaires de surface utilisés en immunomarquage peuvent
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étre utilisés comme biomarqueurs diagnostiques dans le but de distinguer un lymphome de type T
ou B pour lesquels les traitements sont différents.

b. Les biomarqueurs de suivi

Un biomarqueur de suivi est un biomarqueur mesuré périodiquement dans le but d’évaluer
I'état de santé ou I'état d’'une maladie, ou pour mettre en évidence I'exposition (ou son effet) a un
traitement médical ou un agent environnemental.

Ainsi, les biomarqueurs de suivi sont principalement utilisés en pratique pour objectiver
I'évolution d’'une maladie au cours du temps, particulierement lors d’atteinte chronique. Les
traitements instaurés peuvent donc étre modifiés en fonction de ces mesures. Cela évite une
médicalisation trop intense et des risques d’obtention d’effets secondaires trop importants en regard
du statut de I'affection, ou cela permet au contraire d’instaurer une thérapie plus agressive lorsque
les valeurs des biomarqueurs mesurées semblent indiquer que le contrble de l'affection n’est pas
suffisant. De plus, la répétition des mesures permet de porter une attention particuliere au
changement positif ou négatif de la valeur du biomarqueur, reflet de I'effet bénéfique ou délétere
d’'une exposition, dont les interventions thérapeutiques. L’amplitude de la variation des
biomarqueurs est également un parameétre qui peut étre évalué et interprété cliniquement comme
une réponse plus ou moins importante de I'objet étudié a I'exposition rencontrée.

Y

Par exemple, la créatinine est un des biomarqueur de choix a mesurer pour contrbler
I'évolution sur le long terme d’'une maladie rénale chronique chez le chat, ayant une relation linéaire
avec le débit de filtration glomérulaire (Sparkes et al., 2016).

c. Les biomarqueurs pronostiques

Les biomarqueurs pronostiques sont des biomarqueurs utilisés pour identifier la probabilité
d'un événement clinique, d'une récidive ou d'une progression d’'une maladie ou d’une affection chez
les patients atteints.

Ainsi, les biomarqueurs pronostiques sont ceux qui indiquent une probabilité plus ou moins
importante de I'apparition d’'une manifestation clinique dans le futur. La plupart sont utilisés dans un
contexte d’individus diagnostiqués comme atteints d’'une affection, dans le but d’évaluer la
probabilité de toutes les évolutions possibles de I'affection en question. Les manifestations cliniques
dont les biomarqueurs pronostiques évaluent la probabilité d’apparition sont le décés, la résolution,
la progression, la récidive d’une affection, ou encore le développement d’une autre affection. Les
durées de survie globale, les durées de survie sans récidive ou encore les durées de survie sans
progression sont également étudiées par les biomarqueurs pronostiques. Si un résultat positif d’'un
test se basant sur un biomarqueur particulier est significativement associé a une durée de survie
moins importante des patients, alors ce biomarqueur peut étre considéré comme pronostique pour
les patients souffrant de [l'affection étudiée. lls représentent donc un outil essentiel dans
I'établissement d’'un pronostique chez un patient.
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Par exemple, la concentration sérique en cortisol dans les 24 premiéres heures
d’hospitalisation chez le chien est un biomarqueur pronostique, pouvant donner une information sur
le risque de la survenue du déces. En effet, I'étude de Yuki et al. (2019) a montré que la
concentration sérique de cortisol était significativement plus élevée chez les chiens ayant présenté
un déces que chez les chiens ayant survécu apres 30 jours suivant le début d’hospitalisation.

En oncologie, les biomarqueurs tels que la taille de la tumeur, le nombre de nceuds
lymphatiques atteints par les cellules tumorales, la présence de métastases ou encore certains
parametres histologiques sont habituellement utilisés comme biomarqueurs pronostiques. Toutefois,
de plus en plus de biomarqueurs moléculaires sont mesurés et utilisés a la place ou en plus de ces
derniers indicateurs, dont nous étudierons une partie plus loin dans cette étude bibliographique.

d. Les biomarqueurs prédictifs

Les biomarqueurs prédictifs sont des biomarqueurs utilisés pour identifier les individus qui
sont plus susceptibles de montrer une réponse favorable ou défavorable a une exposition, un produit
médical ou un agent environnemental, que des individus comparables ne présentant pas le
biomarqueur.

Ainsi, les biomarqueurs prédictifs sont principalement utilisés en pratique pour déterminer si
un patient est susceptible de répondre ou non a un traitement, en regard de la présence, I'absence,
ou la valeur mesurée du biomarqueur. Il est donc particulierement intéressant d'utiliser, lorsque cela
est possible, un biomarqueur prédictif pour éviter de pratiquer des thérapies peu susceptibles d’avoir
un effet positif sur une affection donnée.

Par exemple, concernant le cancer rectal localement avancé chez 'Homme, il semblerait que
la présence d’une forte expression de miARN-31 au sein de la tumeur soit un biomarqueur prédictif
de la réponse a la chimioradiothérapie pré-chirurgicale (Caramés et al., 2016). En effet, cette étude
a montré que, de facon significative, une forte expression de miARN-31 mesurée sur une biopsie de
la tumeur était corrélée a une faible réponse a la chimioradiothérapie, contrairement a une faible
expression de miARN-31 corrélée a une bonne réponse au traitement. Ainsi, les patients atteints de
cancer rectal localement avancé chez 'Homme présentant une forte expression de miARN-31 ne
devraient pas présenter de réponse favorable au traitement actuel de chimioradiothérapie. Ce
biomarqueur prédictif permettrait donc de ne pas faire subir, ou d’adapter ce traitement aux patients
dans ce dernier cas.

e. Les biomarqueurs pharmacodynamiques ou de réponse

Les biomarqueurs pharmacodynamiques ou de réponse sont des biomarqueurs utilisés pour
mettre en évidence qu’une réponse biologique a été observée chez un individu qui a été exposé a
un produit médical ou a un agent environnemental.

Ainsi, ce sont principalement en pratique des biomarqueurs dont la variation de la mesure
est étudiée en réponse a I'administration d’un produit pharmaceutique. La variation observée sera

Page 21



alors considérée comme indicatrice d’'une bonne ou mauvaise réponse au traitement, et permettra
ainsi de prendre la décision de le poursuivre ou non. La répétition fréquente des dosages de ces
biomarqueurs dans le temps au cours d’un traitement les fait souvent appartenir également a la
catégorie des biomarqueurs de suivi.

Par exemple, la cytokératine 18 (CK18) est une phosphoglycoprotéine exprimée
spécifiguement par les cellules épithéliales simple, glandulaire et en transition. Lors de I'apoptose
de ces cellules, la CK18 est clivée par des caspases, et ces fragments sont mesurables dans le
sang périphérique (Caulin etal., 1997, Yang et al., 2014). Une étude a pu montrer I'intérét du dosage
de ce biomarqueur sanguin comme indicateur précoce d’une réponse au traitement de
chimiothérapie contenant de I'anthracycline chez les sujets atteints de tumeur mammaire (Demiray
et al., 2006 ; Olofsson et al., 2007). En effet, cette étude a pu mettre en évidence une association
significative entre une élévation marquée du taux plasmatique de CK18 clivée post traitement, et
une bonne réponse a cette chimiothérapie chez les individus présentant une tumeur mammaire.
Ainsi, la CK18 clivée peut étre considérée comme un biomarqueur pharmacodynamique pour un
traitement de chimiothérapie a base d’anthracycline chez les sujets atteints de cancer du sein ; une
augmentation significative de son taux plasmatique aprés le traitement indique une bonne réponse
a celui-ci.

f. Les biomarqueurs d’innocuité

Un biomarqueur d’'innocuité est un biomarqueur mesuré avant ou aprés une exposition a un
produit médicamenteux ou un agent environnemental pour indiquer la probabilité, la présence ou
I'étendue de la toxicité comme effet indésirable. Ces biomarqueurs sont principalement utilisés en
pratique pour évaluer les potentiels effets toxiques des médicaments en essai clinique, ainsi que
pour surveiller les effets toxiques potentiels chez les sujets sous traitement.

Par exemple, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) présentent un effet délétére sur
le débit de filtration glomérulaire par inhibition de la synthése de prostaglandines. Ainsi, la créatinine
sérique, marqueur de la fonction rénale, est utilisée comme biomarqueur d’innocuité des AINS sur
la fonction rénale dans le suivi des chiens sous traitement (Lomas et Grauer, 2015).

g. Les biomarqueurs de susceptibilité ou de risque

Un biomarqueur de susceptibilité ou de risque est un biomarqueur qui indique le potentiel d’'un
individu ne présentant pas de signe clinique apparent d’'une maladie ou d’'une affection a développer
cette maladie ou affection. Ainsi, ces biomarqueurs sont principalement utilisés en pratique pour
identifier si une personne saine au moment de la mesure présente un risque plus important que la
normale de développer une affection particuliére. Il est important de faire la distinction avec un
biomarqueur pronostique qui évalue la probabilité d’apparition d’'un événement spécifique chez un
individu déja diagnostiqué comme atteint d’'une affection médicale.
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L’intérét majeur de ces biomarqueurs est de guider les stratégies de prévention de maladies
lorsque cela est possible chez les individus identifiés comme étant a risque de développer une
affection. lls peuvent donc déterminer si des moyens de préventions doivent étre mis en place, tels
gue des adaptations nutritionnelles, changements dans le mode de vie, ou interventions
particulieres. lls peuvent également justifier une surveillance plus rapprochée chez ces individus,
comme par des examens sanguins ou d’imagerie plus fréquents ou plus précoces, chez les sujets
a risque.

Par exemple, chez la femme comme chez la chienne, les mutations des génes BRCAL et
BRCAZ2 , ont été identifiées comme associées a I'apparition de tumeur mammaire (Struewing et al.,
1997 ; Rivera et al., 2009). Ainsi, chez les individus atteints de ces mutations, des examens tels que
palpation mammaire ou mammographie devraient étre réalisés de maniére plus rapprochée.

B. Les caractéristiqgues des biomarqueurs

Il existe deux sortes de tests : les tests quantitatifs et les tests qualitatifs. Les tests qualitatifs
apportent des résultats binaires, comme positif ou négatif, ou encore présent ou absent. Par
exemple, lors d’un test a la fluorescéine dans un cas de suspicion d’ulcére cornéen, si la fluorescéine
adhére sur une zone de I'ceil, le résultat est dit positif et signe un ulcére de la cornée, tandis que si
la fluorescéine n’adhére aucunement a la surface de I'ceil, alors le test est dit négatif et la cornée ne
présente pas d'ulcére. C’est un test qualitatif.

Les tests quantitatifs apportent un résultat chiffré. C’est le cas de la majorité des tests utilisés
en clinique, permettant notamment de doser ou mesurer des éléments biologiques. Par exemple, le
test permettant de mesurer la concentration sérique de créatinine s’exprime par une valeur en mg/L
ou en pumol/L. C’est un test quantitatif. Lorsqu’un test quantitatif est utilisé a visée diagnostique, une
valeur seuil est attribuée lors des études cliniques, définissant un résultat positif, soit la présence de
la maladie lorsque la valeur obtenue est au-dessus ou en deca de cette valeur.

a. Caractéristiques intrinséques d’un biomarqueur

Tout test utilisé a visée diagnostique dans le domaine médical fournit un résultat positif ou
négatif, chez des individus malades ou sains. En régle générale, un résultat positif tend a indiquer
la présence de I'affection d’intérét, tandis qu’un résultat négatif a indiquer I'absence de la maladie.
Lorsqu’un résultat positif est obtenu chez un individu malade il s’agit d’un vrai positif (VP), s’il est
obtenu chez un individu sain alors il s’agit d’'un faux positif (FP). Dans le méme sens, un résultat
négatif obtenu chez un individu sain est appelé un vrai négatif (VN), s’il est obtenu chez un individu
malade il s’agit d’'un faux négatif (FN).
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Ces données peuvent étre synthétisées a I'aide d’un tableau :

Maladie
Oui Non
Résultat du Positif a = nombre de VP b = nombre de FP
test Négatif ¢ = nombre de EN d = nombre de VN

Chaque biomarqueur est alors pourvu de caractéristiques intrinseques qui ont pour but
d’évaluer la fiabilité des résultats du test effectué par rapport au statut de l'individu.

- La sensibilité :

La sensibilité (Se) est la probabilité d’obtenir un résultat positif (T+) chez un individu atteint de
I'affection d’intérét (M+). C’est donc la proportion de VP chez les malades.

Se = P(T+M+) =+ =2

at+c VP+FN

- La spécificité :
La spécificité (Sp) est la probabilité d’obtenir un résultat négatif (T-) chez un individu sain (M-). C’est
donc la proportion de VN chez les individus sains.

Sp=P(T-M-)=-2 =2~ __p

b+d VN+FP

Ces caractéristiques sont établies en fonction d’'une méthode de référence reconnue comme
fiable. Elles sont fixes pour un test qualitatif dont la réponse est binaire. Comme vu précédemment,
pour un test quantitatif, la réponse positive ou négative est évaluée par rapport a une valeur seull
définie. Les sensibilité et spécificité du test varient alors en fonction de la valeur seuil choisie. En
effet la distribution des valeurs prises par le test differe entre les individus atteints et les individus
non atteints :
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Figure 1 : Distribution des valeurs prises par le test chez les individus sains et malades
(Delacour et al., 2005)
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La figure 1 illustre le cas d'un test parfait ou les valeurs prises par le test difféerent totalement
entre les individus sains et malades, la valeur seuil est alors fixée entre les deux distributions
distinctes. Toutefois, dans la plupart des cas, la distribution de ces valeurs se chevauche entre les
individus sains et malades, et ainsi des mémes valeurs peuvent étre obtenues chez un individu
malade comme chez un individu sain, comme le montre la figure 2.

La sensibilité et la spécificité d’'un test présentant une distribution telle que montrée sur la
figure 2 vont alors dépendre de la valeur seuil choisie.

Figure 2 : Distribution des résultats dans le cas d’un test chez des individus sains et
malades, présentant un chevauchement (Riedinger et al., 2005)
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Figure 3 : Déplacement de la valeur seuil Figure 4 : Déplacement de la valeur seuil

vers les hautes valeurs (Riedinger et al., vers les basses valeurs (Riedinger et al.,
2005) 2005)
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En effet, on peut comprendre que si la valeur seuil est décalée vers la droite comme montré
sur la figure 3, alors les résultats positifs concerneront moins d’individus sains, on aura donc une
meilleure spécificité avec une diminution du nombre de faux positifs, toutefois on peut voir que la
sensibilité en sera altérée avec une augmentation du taux de faux négatifs. Avec le méme principe,
si 'on décale la valeur seuil vers la gauche (figure 4), alors on diminuera le nombre de faux négatifs
en augmentant donc la sensibilité du test, mais le nombre de faux positif augmentera faisant
diminuer la spécificité du test.

Ainsi, la spécificité et la sensibilité d’un test quantitatif sont variables en fonction de la valeur
seuil choisie. Favoriser la sensibilité ou la spécificité du test influera négativement sur I'autre.

b. Autres caractéristiques du test

e Les valeurs prédictives

La probabilité que le sujet soit réellement malade sachant que son test est positif s’appelle
la valeur prédictive positive (VPP). De la méme facon, la probabilité que le sujet soit réellement
indemne sachant que son test est négatif s’appelle la valeur prédictive négative (VPN).

Si 'on considére un test avec une sensibilité Se, une spécificité Sp, réalisé dans une
population de N individus, ayant pour but de diagnostiquer une maladie de prévalence Pr au sein de
cette population, alors la répartition des résultats sera celle exposée dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Distribution des résultats au sein d’une population de N individus, d’un test de
sensibilité Se, de spécificité Sp, et dont la prévalence de la maladie recherchée est Pr au
sein de cette population.

Malade Sain
Résultat positif SeNPr (1-Sp)N(1-Pr)
Résultat négatif | (1-Se)NPr SpN(1-Pr)
Total NPr N(1-Pr)

VPP = veP — SeP
VP+FP  SePr+(1-Sp)(1-Pr)
VPN = VN Sp(1-Pr)

VN+FN  Sp(1-Pr)+(1—-Se)Pr

Ces deux valeurs s’obtiennent en fonction de la prévalence de la maladie, et varient donc en
fonction des populations étudiées si les prévalences des affections étudiées sont différentes.

Ainsi, on peut comprendre d’aprés ces formules que plus la prévalence de la maladie est
importante, plus grande sera la valeur prédictive positive. Le méme raisonnement s’applique pour
la valeur prédictive négative dont la valeur est plus élevée lorsque la prévalence de la maladie dans
la population est faible.

Par exemple, pour un test de dépistage de sensibilité égale a 99% et de spécificité égale a 98%, les
variations de la VPP et de la VPN sont exposées dans le tableau suivant :
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Tableau 2 : Exemples de valeurs de prédiction positive et négative pour un test diagnostique
ayant une sensibilité égale a 99% et une spécificité égale a 98%

Prévalence Valeur prédictive positive Valeur prédictive négative
0,1% <5% 99,99%
1% 33% 99,98%
5% 72% 99,95%
10% 84% 99,89%
30% 95% 99,56%

Ainsi, on peut constater que la prévalence de la maladie au sein de la population étudiée
influe fortement sur les valeurs prédictives du test. Ainsi, pour un méme test diagnostique ayant une
trés bonne sensibilité de 99% et une spécificité de 98%, si la prévalence de la maladie dans la
population est de 1 pour 1000, alors la valeur prédictive positive est inférieure a 5%, donc la
probabilité qu’un individu ayant obtenu un résultat positif soit réellement malade est trés faible.

Il est donc important dans la pratique clinique de tenir compte de la prévalence de la maladie
au sein de la population, ou des valeurs prédictives lorsqu’elles sont fournies, dans I'élaboration de
l'interprétation d’un résultat.

e Le rapport de vraisemblance

Le rapport de vraisemblance est uniquement dépendant de la sensibilité et spécificité du test,
et donc indépendant de la prévalence de la maladie dans la population cible. Le rapport de
vraisemblance positif (RV+) est le rapport entre la fréquence du résultat positif du test chez les
malades (soit Se) et la frequence de ce méme résultat chez les non malades (soit 1 - Sp). Le rapport
de vraisemblance négatif (RV-) est le rapport entre la fréquence du résultat négatif du test chez les
malades (soit 1 — Se) et la fréquence de ce méme résultat chez les non malades (soit Sp).

Se 1-Se
RV - =
1-Sp Sp

RV + =

Par exemple, pour un test ayant une sensibilité égale & 80% et une spécificité égale a 90%,
alors RV+ = 8 et RV- = 0,22. On peut alors dire qu’un résultat positif a 8 fois plus de chance d’étre
obtenu par un individu atteint de la maladie que sain, et un résultat négatif a environ 5 fois moins de
chance d’étre obtenu chez un individu malade que sain.
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c. Courbe ROC, outil d’analyse des performances du test

Pour déterminer la valeur seuil idéale, on détermine une courbe Receiver Operating
Characteristic (ROC). C’est la courbe obtenue en rapportant la sensibilité et le complément de la
spécificité obtenue pour toutes les valeurs seuils possibles d’un test quantitatif.

Figure 3 : Exemple d’'une courbe ROC (Delacour et al., 2005)
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Une courbe ROC a plusieurs utilités :
- Déterminer une valeur seuil.

Par exemple, le point le plus proche du coin supérieur gauche représentant une sensibilité et
une spécificité de 100%, est le point correspondant a la valeur seuil ayant le meilleur compromis
entre sensibilité et spécificite.

Toutefois, ce n’est pas toujours le point choisi. En effet, de nombreux critéres sont a prendre
en compte dans la décision de la valeur seuil. Si la maladie est trés grave par exemple, alors une
meilleure sensibilité est demandée car ne pas identifier un malade a cause d’un faux négatif serait
trés impactant pour l'individu atteint non traité. Il en va de méme pour le colt du traitement par
exemple, s’il est trop élevé alors que la maladie est peu impactante, alors on préférera éliminer les
faux positifs, et donc une bonne spécificité, pour ne pas mettre en place de traitement colteux a
tort.
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- Estimer la performance du test.

Une mesure importante a observer a I'aide d’'une courbe ROC est l'aire sous la courbe (ASC).
Si’ASC est statistiquement différente de 0,5 (soit un test non informatif comme c’est le cas pour un
lancer de piece), alors ce test a un pouvoir informatif. Plus la courbe est proche du coin supérieur
gauche, plus les spécificité et sensibilité du test s’approchent de 100%. Aussi, 'ASC tendra vers la

valeur de 1.

- Sélectionner des groupes

Selon les cas, on peut se servir de ces courbes pour identifier un groupe a haut risque,
notamment dans le cadre d’'un nouveau traitement par exemple. Dans ce cas, on privilégie une zone
de haute spécificité, soit en partie gauche de la courbe. Ainsi, les résultats faussement positifs pour
la valeur seuil choisie seront rares, placant les individus ayant un résultat positif comme hautement
a risque d’étre atteints de la maladie.

- Comparer plusieurs tests entre eux

Figure 5: Comparaison des courbes ROC de plusieurs biomarqueurs du cancer de la
prostate chez ’lhomme (De La Taille et al., 2009).
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Comme exposé dans la figure 5 ci-dessus, il est possible de comparer I'informativité de
plusieurs tests entre eux en comparant les aires sous la courbe ROC de chaque test et en
déterminant si la différence est significative ou non. Si la différence est significative entre deux tests,
alors celui dont la valeur de 'ASC est la plus élevée, est le plus informatif. Toutefois, il est possible
d’avoir recours a la comparaison d’aires sous la courbe partielle pour comparer deux tests sur des
ensembles particuliers de valeurs de spécificité ou sensibilité (McClish, 1989). Il est notamment
nécessaire d’y avoir recours lorsque deux courbes ont une ASC semblable mais une allure
différente, soit deux courbes d’ASC semblables mais présentant un ou des croisements. Aussi, selon
la forme de la courbe, la comparaison de I'ASC partielle peut étre plus concluante que la
comparaison de I'ASC totale (Ma et al., 2015). Ainsi, dans certains cas, pour deux tests dont les
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ASC totales ne sont pas significativement différentes, le recours aux ASC partielles peut mettre en
évidence une performance significativement plus élevée de I'un par rapport a I'autre sur un intervalle
de haute spécificité par exemple.
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2. Les biomarqueurs sanguins en oncologie humaine et
vétérinaire

Idéalement, un biomarqueur tumoral serait pourvu d’une sensibilité et spécificité parfaites,
dans le but de différencier parfaitement les individus atteints d’un processus néoplasique des
individus sains, et de les identifier dans les stades les plus précoces possibles. Il devrait également
étre capable d’identifier un sujet atteint de n’importe quel processus tumoral, et permettre un suivi
de l'évolution du cancer dans le temps et prévoir les éventuelles rechutes ou récidives.
Malheureusement, un tel biomarqueur n’a pas été mis en évidence a I'heure actuelle. Ainsi, une
grande partie des biomarqueurs tumoraux sanguins utilisés actuellement en médecine humaine sont
spécifiques d’'un type tumoral.

Le compartiment vasculaire est facilement accessible, ainsi le sang est un prélévement de
choix, dont le geste de prélevement est peu invasif et dont la mesure des composants est souvent
rapide. En opposition, les biopsies sont des prélévements a caractére plus invasif et dont la lecture
et linterprétation sont souvent plus longues. De plus, les biopsies nécessitent régulierement en
médecine vétérinaire une sédation voire une anesthésie générale, exposant donc a I'animal un
risque de décés supplémentaire lié a cet acte, pouvant étre important suivant I'état physiologique de
I'animal.

De plus, contrairement a la majorité des prélévements par biopsie, les préléevements sanguins
peuvent étre répétés de maniére rapprochée. Ce qui permet d’établir un suivi des paramétres
mesurés dans le temps et donc d’évaluer de potentielles modifications de comportement du cancer,
avec ou sans traitement.

Toutefois, aucun biomarqueur sanguin n’est utilisé couramment a visée diagnostique en
médecine vétérinaire. Nous essaierons donc dans cette partie d’effectuer un état des lieux des
avanceées scientifiques concernant les parameétres sanguins ayant montré un potentiel intérét en tant
que biomarqueurs tumoraux en médecine vétérinaire, en comparant aux données actuelles fournies
en médecine humaine.

De trés nombreux biomarqueurs sanguins sont étudiés en oncologie humaine, de telle sorte
qu’une étude exhaustive développant tous ces marqueurs est peu réalisable. Nous nous
concentrerons donc dans cette premiére partie sur ceux ayant été également étudiés chez I'animal,
et plus particulierement les biomarqueurs ayant montré des valeurs intéressantes en termes de
spécificité vis a vis des atteintes tumorales.
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A. Les biomarqueurs ioniques

a. L’ion Cu**

Le cuivre est un micronutriment essentiel, impliqué dans de nombreux processus
physiologiques fondamentaux comme par exemple [I'élimination des radicaux libres par les
superoxydes dismutases, I'érythropoiése, le métabolisme du fer, la formation de pigments, ou
encore les réactions immunitaires. Il a également été mis en évidence chez 'Homme que le cuivre
tient un réle dans la tumorigénése par son effet sur I'activation des voies de signalisation NFxB ou
BRAF (Brady et al., 2014). Son role a également été montré dans les processus d’angiogénése, de
migration tumorale et de développement de métastases (Pan et al., 2002 ; MacDonald et al., 2014 ;
Karginova et al., 2019). Ainsi, de nombreuses études en recherche humaine ont mis en évidence
une association entre la concentration sérique de cuivre et la présence de différentes tumeurs.

Peu d’études sont actuellement disponibles chez I'animal sur ce sujet, néanmoins, une a pu
mettre en évidence une élévation de la concentration du cuivre chez des chiennes atteintes de
tumeurs mammaires (Tldnay et al., 2009). Cette étude a été menée sur 15 chiennes atteintes de

\

tumeurs mammaires malignes en comparaison a un groupe de 15 chiennes saines. Les
concentrations sériques en ion cuivre étaient respectivement égales a 203.4+53.8 ppm et
100.3+31.1 ppm. Cette différence étant statistiquement significative (p<0,01). Toutefois, le faible
effectif de cette étude, ainsi que I'absence de comparaison des apports nutritifs notamment, ne
permettent pas d’établir le dosage du cuivre sérique comme biomarqueur diagnostique des tumeurs

mammaires chez la chienne.

Cependant, de nombreuses études en médecine humaines ont pu mettre en évidence une
hausse significative de la concentration sérique en cuivre lors de différents processus tumoraux,
notamment le cancer du sein chez la femme (Yicel et al., 1994), les cancers buccaux (Baharvand
et al.,, 2014 ; Tiwari et al., 2016 ; Chen et al., 2019), les cancers des voies aérodigestives hautes
(Ressnerova et al., 2016), les cancers du col de l'utérus (Cunzhi et al., 2003), de la vessie (Mao et
Huang, 2013), des cancers hépatiques (Balter et al., 2015 ; Fang et al., 2019), pancréatiques (Lener
et al., 2016) ou encore les cancers colorectaux (Ribeiro et al., 2016). Ainsi, le nombre important
d’études mettant en évidence une augmentation significative des taux sériques de cuivre permettent
aux auteurs de suggérer I'utilisation de ce marqueur comme outil d’aide au diagnostic de ces
différentes atteintes tumorales.

Les travaux de Stepien et al. (2017) chez 'Homme ont de plus permis de mettre en évidence
gue la concentration de cuivre sérique pouvait étre utilisée comme biomarqueur de risque
d’apparition de cancers colorectaux. En effet, ce travail prospectif réalisé sur 10 ans a pu étudier
966 cas de cancers colorectaux en Europe. lls ont alors pu mettre en évidence une association
statistiguement significative (p=0,003) entre une augmentation de la concentration sérique en cuivre
et I'’émission d’un diagnostic de cancer colorectal dans les deux ans suivant cette observation. Ainsi,
le dosage sérique du cuivre pourrait étre utile en tant que biomarqueur de risque des cancers
colorectaux en Europe.

L’étude de Fang et al. ( 2019) a, quant & elle, porté sur la concentration sérique de cuivre
comme biomarqueur pronostique des carcinomes hépatiques chez ’'Homme. La durée de survie
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spécifiguement liée au cancer et la durée de survie globale ont été étudiées en fonction du taux
sérique de cuivre. Il est apparu qu’un taux élevé de cuivre sérique était significativement associé a
une diminution de la durée de survie spécifiguement liée au cancer hépatique (p<0,01) et de la durée
de survie globale (p<0,01). Cette étude a également mis en évidence une corrélation entre la
concentration sérique en cuivre et le stade du cancer : les patients atteints présentant les stades les
plus avancés du cancer présentaient des concentrations en cuivre sérique plus importantes. Ainsi,
les auteurs de cette étude suggeérent l'utilisation du dosage sérique de cuivre comme biomarqueur
pronostique dans les atteintes tumorales hépatiques.

Toutefois, il est a noter que le taux de cuivre sérique peut se retrouver significativement élevé
dans certaines affections non cancéreuses, tel que le montre I'étude menée par Tiwari et al. (2016)
mettant en évidence que les individus atteints d’affections buccales non cancéreuses ont un taux de
cuivre significativement différent de celui des patients sains (p<0,01), mais non significativement
différent des patients atteints de cancer dans cette région. De plus, certains processus tumoraux
semblent ne pas montrer d’augmentation significative de la concentration sérique en cuivre, tel que
le montre I'étude de Jaafari-Ashkavandi et al. (2019) dans les cas de cancers des glandes salivaires.

Ainsi, plusieurs études montrent de maniére significative une augmentation de la
concentration sérique de cuivre dans les cas d’atteintes tumorales et pourrait se révéler étre une
aide au diagnostic de ces atteintes. Ce marqueur semble également pouvoir étre utilisé, suivant le
type de processus tumoral, comme biomarqueur pronostique ou de diagnostic précoce. Toutefois,
son utilisation reste limitée en raison du fait que d’autres affections peuvent étre responsables de
variations de ces valeurs, que tous les processus tumoraux ne semblent pas montrer ces mémes
variations, que le réle de l'apport nutritionnel en cuivre est peu étudié, et que les études
précédemment citées n’étudient pas la différence de performance entre ce biomarqueur et ceux
utilisés en routine pour les affections tumorales étudiées.

b. Les isotopes du cuivre %Cu et %3Cu

Les nouvelles méthodes de mesures par spectrométrie de masse d’abord développées dans
le domaine de la géologie, ont pu étre largement utilisées dans le domaine de la science biologique.
Les variations des distributions des différents isotopes d'un méme élément sont donc aujourd’hui
mesurables, permettant de mettre en évidence une différence allant jusqu’a 0,05% entre les deux
isotopes stables du cuivre : ®°Cu et ®3Cu au sein d’'un compartiment biologique.

Ainsi, plusieurs études ont été menées dans le but de mettre en évidence une différence
entre les ratios des deux isotopes stables du cuivre dans le sérum et dans les tissus des patients
atteints de cancers par rapport aux patients sains.

Chez le chien, I'étude de Chamel et al. (2017) a étudié le ratio ®*Cu/®*Cu (6Cu) dans le sang
de 35 chiens atteints de tumeurs, 33 chiens atteints de maladie non néoplasiques, et 49 chiens
sains. Le groupe composé des chiens atteints de cancer ainsi que celui composé des chiens atteints
de maladies non cancéreuses ont montré une valeur de 6Cu significativement différente par rapport
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aux chiens sains (p<0,0001, figure 6). Le 6Cu observé était significativement plus faible chez les
chiens présentant une atteinte néoplasique ou non néoplasique que chez les chiens sains. Toutefois,
la différence observée entre les chiens atteints d’'une tumeur et ceux atteints d’'une affection non
tumorale n’était pas significativement différente (p = 0,1). Ceci impose qu’une diminution du 6Cu
n’est pas spécifique d’une atteinte néoplasique, et l'interprétation d’'un tel résultat doit se faire en
tenant compte du contexte clinique. Les auteurs suggerent de focaliser de futures études sur
certaines affections néoplasiques particulieres pour identifier celles qui pourraient présenter une
variation isotopique significative par rapport a d’autres affections non néoplasiques.

Figure 6 : Distribution des 8Cu chez les chiens diagnostiqués avec cancer (groupe 1, n= 35),
chezles chiens sains (groupe 2, n =49), et chez les chiens atteints de maladies non tumorales
(groupe 3, n = 33). (Chamel et al., 2017)
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De plus, cette étude a pu évaluer le 6Cu chez 6 chiens atteints de lymphomes lors de la
phase clinique de la maladie, puis aprés rémission suivant le protocole de chimiothérapie instauré.
La différence observée avant et apres le traitement n'a pas été significative (p = 0,09), ce qui peut
étre d0 a l'effectif réduit observé. Toutefois, 5 des 6 chiens observés ont présenté une hausse
notable du 6Cu aprés rémission clinique. Les auteurs suggérent alors d’effectuer une recherche sur
un nombre plus important d’individus pour montrer un éventuel intérét du 6Cu dans le suivi de la
réponse au traitement de chimiothérapie.

En sciences médicales humaines, deux études principales étudient la variation isotopique du
cuivre dans le sérum de patients atteints de processus néoplasiques (Télouk et al., 2015 ; Balter et
al., 2015).

L’étude de Télouk et al. (2015) est une étude longitudinale (entre 1997 et 2013) visant a
évaluer le 6Cu sérique sur 20 cas de cancers mammaires (90 prélevements) et huit cancers
colorectaux (49 prélevements) en comparaison a un groupe témoin composé de 28 femmes et 22
hommes sains. Elle met en évidence une diminution significative de §6Cu chez les patientes atteintes
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du cancer du sein par rapport aux patientes saines (p = 0,004). Une méme diminution significative
a été rapportée pour les cancers colorectaux montrant un décés durant la période d’observation par
rapport aux patients sains (p = 0,018, figure 7).

Figure 7 : Diagramme en boite représentant la distribution des valeurs de 86Cu chez les
individus atteints de cancer du sein, les hommes et les femmes sains, ainsi que les cancers
colorectaux ayant montré et n’ayant pas montré de décés au cours de I’étude. (Télouk et al.,

2015)
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De plus, cette étude a publié une courbe ROC (figure 8) du dosage de 6Cu sérique chez les
patientes atteintes de tumeur mammaire, montrant une ASC = 0,76 avec une valeur seuil optimale
de — 0,037%o. Les auteurs suggérent que cette valeur d’ASC obtenue soutient le potentiel du 6Cu
comme outil diagnostique.

Figure 8 : Courbe ROC associée au dosage de 6Cu dans le diagnostic de cancer du sein
chez lafemme d’aprés les résultats de I’étude de Télouk et al. (2015).
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Bien que le nombre de cancers colorectaux dans cette étude ne permettent pas de garantir
un test significatif, 'TASC estimée par la courbe ROC concernant le diagnostic de cancer colorectal
par le dosage du &Cu a été évaluée a 0,85 avec une valeur seuil optimale égale a
— 0,30%o. En considérant comme valeur critique 6Cu = - 0,35%o, les auteurs rapportent que toutes
les femmes atteintes de cancer du sein sauf une, ainsi que les quatre individus atteints de cancer
colorectal n’ayant pas survécu avant la fin de I'étude, ont montré dés le début ou au cours de leur
suivi des valeurs faibles de 6Cu (< -0,035%o) (figure 9).

Figure 9 : Evolution de 8Cu sérique chez les 20 femmes atteintes de cancer du sein. Chaque
ligne de couleur différente représente une patiente différente. (Télouk et al., 2015)
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Enfin, cette étude a comparé les évolutions dans le temps des 6Cu chez les patients atteints
de cancer par rapports aux biomarqueurs recommandés pour le diagnostic des cancers du sein :
I'antigéne carcino-embryonaire (CEA) et I'antigéne carbohydrate 19.9 (CA19.9), ainsi que pour le
diagnostic du cancer colorectal : I'antigéne carbohydrate 15.3 (CA15.3). Télouk et al. ont observé
d'une part qu’il était fréquent que des patients présentant des taux considérés normaux de
biomargueurs recommandés montraient pourtant un §Cu< -0,035%. (un cancer colorectal et 10
cancers du sein). De plus, ils ont montré que la diminution de la valeur de §Cu précéde généralement
'augmentation des biomarqueurs conventionnels de trois a six mois (figure 10).
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Figure 10 : Evolution des biomarqueurs ACE, CA19.9, CA15.3 et du 6Cu chez quatre
patients atteints de cancer colorectal ou du sein.
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Les couleurs rouges et vertes de la ligne montrant I'évolution de la valeur §Cu sérique indiquent qu’elle se
situe respectivement au-dessus et au-dessous de la valeur critique de -0,035%.. Ces quatre patients
montrent que la chute du §Cu sérique peut se révéler plus précoce que 'augmentation des biomarqueurs
utilisés de plusieurs mois.

Les auteurs de cette étude proposent que la différence de proportion d’isotopes ®Cu et Cu
s’explique par la chélation préférentielle des isotopes lourd par les lactates, produits en grande
guantité par le tissu tumoral qui favorise la glycolyse par rapport aux tissus sains.

Balter et al. ( 2015) ont étudié les variations d’isotopes du cuivre 8Cu dans le sang de 23
patients atteints de carcinomes hépatocellulaires avec celles de 20 hommes sains. lls ont pu
observer une diminution de dCu parmi les hommes atteints de cancer (figure 11), mais cette
association n’était pas statistiquement significative (p = 0,134). Toutefois ils ont montré une
association significative (p<0,0001) entre la diminution du rapport 8Cu dans les érythrocytes et la
présence d’'un cancer hépatocellulaire (figure 11). lls montrent par ailleurs une association
significative entre les valeurs de 8Cu dans les érythrocytes et dans le sérum des patients atteints de
cancer (p<0,0001), suggérant que le 8Cu sanguin est reflété dans les deux compartiments (figure
12). lls émettent 'hypothése que le manque de significativité de la diminution du rapport 8Cu dans
le sérum des patients cancéreux est d0 au faible temps de demi-vie du cuivre dans le sérum ti, =5
jours par rapport a celui du cuivre dans les érythrocytes ti, = 60 jours.
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Figure 11 : Diagramme en boite représentant la distribution des valeurs de 6Cu dans
le sérum (E) et les érythrocytes (F) chez les individus atteints de carcinome
hépatocellulaire (HCC) et les individus sains (Control). Composition isotopique du
cuivre dans le sérum des patients en fonction de celle dans les érythrocytes (A).
(Balter et al., 2015)
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De plus, cette étude a réalisé une série de biopsies hépatiques en zones saines et tumorales
chez sept patients. La composition en isotope *°Cu s’est révélée systématiquement plus élevée au
sein des tissus néoplasiques par rapport aux tissus hépatiques sains. Les auteurs proposent comme
hypothése que I'accumulation de %*Cu au sein de la tumeur serait une des origines de la diminution
observée du rapport °Cu/%*Cu dans le sang des patients atteints de cancer, et que cela implique
que la valeur du 6Cu diminuerait en fonction de la sévérité de I'atteinte tumorale. Ceci serait une
observation d’intérét pour I'estimation de la charge tumorale des patients.

En conclusion, le rapport des isotopes du cuivre ®Cu/®*Cu sérique semble étre un candidat
possible a une utilisation en tant que biomarqueur chez ’'Homme et le chien. Toutefois, le nombre
limité d’études, de sujets et de types de tumeurs étudiés, ne permet pas encore a I’heure actuelle
de considérer ce biomarqueur en utilisation pratique.

c. L’ion Zn*

De nombreuses études ont également évalué la différence de concentration du zinc (Zn)
sérique entre les sujets atteints de cancer et les sujets sains chez ’'Homme. Seules deux études
concernant le chien ont été trouvées sur la base de données de PubMed. Il semble qu'il y ait plus
d’hétérogénéité dans les variations de zinc observées entre les sujets atteints et les sujets sains.
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Chez le chien, I'étude de Tinay et al. (2009) a montré une diminution significative (p<0,05)
de la concentration en Zn sérigue chez les chiennes atteintes de tumeurs mammaires ( 131,7+23,2
ppm) que chez les chiennes saines (230+41,7 ppm).

L’étude de Kazmierski et al. (2001) a étudié 50 chiens atteints de lymphomes, 52 chiens
atteints d’ostéosarcomes et 50 chiens sains. lls ont également montré une diminution significative
de la concentration de Zn sérique chez les chiens atteints de lymphome (1,05+0,26 mg/L) par rapport
aux chiens sains (1,22+0,36 mg/L). Une diminution moyenne a également été notée chez les chiens
atteints d’'ostéosarcomes (1,12+0,36 mg/L), toutefois cette différence n’était pas significative.

Ainsi, I'utilisation de la concentration de zinc sérique chez le chien en tant que biomarqueur
diagnostique d’atteinte tumorale nécessite a I'heure actuelle des études supplémentaires incluant
plus de sujets et de types tumoraux étudiés, ainsi qu’'une comparaison avec des atteintes non
tumorales.

Chez 'Homme, les différences observées sont variables suivant les études. L’étude de
Zowczak et al. (2001) ayant étudié plusieurs atteintes tumorales différentes n’a montré une
diminution significative de la concentration en zinc sérique que chez les patients atteints de tumeurs
de lappareil génital et les cancers métastasés. A linverse, une diminution significative de la
concentration sérique en zinc a par exemple été observée dans les cancers des glandes salivaires
(Jaafari- Ashkavandi et al., 2019), de l'utérus et du col de l'utérus (Cunzhi et al., 2003 ; Xie et al.,
2018), des poumons (Ying Wang et al., 2019) ou de la vessie (Mao et Huang, 2013). Concernant
les patients atteints de tumeurs mammaires, I'étude de Kumar et al. (2017) montre une diminution
significative du Zn sérique, tandis que la méta-analyse effectuée par X. Wu et al. (2015) ne montre
pas de différence avec la concentration sérique en Zn des patientes saines. A l'inverse, les patients
atteints de cancers buccaux semblent présenter une augmentation significative de la concentration
sérique en Zn par rapport aux patients sains (Baharvand et al., 2014 ; Chen et al., 2019).

Ainsi, la concentration sérique en zinc présente de larges variations suivant les types
tumoraux. Son utilisation en tant que biomarqueur diagnostique semble donc limitée. Toutefois,
I'étude de Issell et al. (1981) propose I'utilisation de ce paramétre comme biomarqueur pronostique
(figurel2). En effet, comme le montre la figure 12, les auteurs mettent en évidence que la médiane
de survie des personnes atteintes de cancer des poumons est significativement plus importante
chez les individus pour lesquels la concentration sérique en Zn est supérieure a 45ug/dL (>40
semaines, p<0,007) que chez les individus pour lesquels cette concentration est inférieure (20
semaines).
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Figure 12 : Analyse de survie chez les patients atteints de cancer pulmonaire pré-

traitement, dont la concentration sérique est supérieure a 45ug/dL et inférieure a 45ug/dL.
(Issel et al., 1981)
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B. Les biomarqueurs protéiques

a. L’Antigéne Carcino-Embryonnaire (ACE)

L’ACE est une protéine de la famille des immunoglobulines. C’est une glycoprotéine
membranaire de haut poids moléculaire (180 a 200kDa), synthétisée principalement dans certaines
portions du tube digestif. On la retrouve a la surface apicale des cellules de I'épithélium de la langue,
de la portion distale de I'cesophage, de I'estomac, de l'intestin gréle, du cblon et du rectum (Nap et
al., 1988). L’ACE joue un réle dans I'adhésion cellulaire (Benchimol et al., 1989) et fut identifiée en
1965 dans des échantillons tissulaires de tumeur de colon humain (Gold et Freedman, 1965). Tres
largement étudiée depuis, il a été montré que la synthese de cette protéine est peu intense dans les
conditions physiologiques, et ne s’exprime qu’au pble apical des cellules de I'épithélium digestif. On
en retrouve donc trés peu dans le sang en condition physiologique. Toutefois, les cellules tumorales
de certains processus néoplasiques produisent cette protéine en forte quantité, et I'expriment sur
toute la surface membranaire en perdant leur polarité. Ces cellules ne reposant plus sur une lame
basale, c’est ce qui permet de retrouver 'ACE en forte concentration dans le sang des patients
atteints de certaines tumeurs. Ainsi, 'ACE est aujourd’hui le marqueur tumoral utilisé de la maniére
la plus extensive en oncologie humaine.

e [’ACE chez 'lHomme

Une trés grande quantité d’études sur I’ACE et son utilisation en oncologie ont été menées
chez 'homme depuis plus de quarante ans. Ainsi, les principales possibilités d’utilisation de ce
biomarqueur en oncologie humaine seront étayées ci-apres a l'aide d’exemples d’études effectuées,
qui ne représentent en aucun cas I'exhaustivité des résultats fournis jusqu’a présent.

La présence d’'une concentration sanguine importante d’ACE est significativement associée
a de nombreux types de processus néoplasiques : les cancers pulmonaires (Grunnet et Sorensen,
2012), hépatiques (Ramage et al., 1995), mammaires (Wang et al., 2017), gastriques (Wang et al.,
2016) et colorectaux (Das et al., 2017) principalement, mais de plusieurs autres également (Hao et
al., 2019). Toutefois, 'augmentation sérique de 'ACE n’est pas spécifique d’'une atteinte tumorale,
tel que le montre I'étude de Hao et al. (2019), montrant une forte et significative augmentation lors
d’hépatite, cirrhose, fibrose pulmonaire, de diabéte de type 2, ou encore chez les personnes agées
de plus de 65 ans en bonne santé. De plus, les sensibilités rapportées de ce marqueur sont faibles,
et leurs valeurs sont en moyenne de 50%. Par exemple, les sensibilités rapportées de 'ACE sérique
pour la détection de cholangiocarcinome, de cancer des poumons, ou de cancer du sein ont été
respectivement de 53,3% (Ramage et al., 1995), 69% (Okamura et al., 2013) et 22% (Lumachi et
al., 1999). Ainsi, en raison des faibles sensibilité et spécificité de ce biomarqueur, son utilisation a
visée diagnostique en oncologie humaine est impossible.

L’utilisation possible de 'ACE en tant que biomarqueur pronostique, a été proposée dans de
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nombreuses études. Par exemple, une concentration sérique élevée concernant les tumeurs
mammaires non métastasées a été démontrée comme significativement (p<0,0001) associée a un
moins bon taux de survie sans récidive (Imamura et al., 2018). De nombreuses études traitant du
cancer du poumon s’accordent & dire que le dosage de I'ACE est un marqueur pronostique utile
concernant I'évaluation de la survie globale des patients, le risque de récidive, et/ou la durée de
survie sans progression du cancer (Grunnet et Sorensen, 2012). Il en va de méme pour les cancers
colorectaux pour lesquels une forte concentration sérique a été décrite comme facteur pronostique
indépendant, et significativement associée a un moins bon taux de survie globale des patients
(Thirunavukarasu et al., 2011). L’étude de Wang et al. (2016) concernant les carcinomes gastriques
a également montré qu’'une augmentation de I'ACE sérique était significativement associée a une
diminution de la survie globale (figure 13).

Figure 13 : Analyse de survie des patients atteints de carcinome gastrique en fonction de la
valeur de I’ACE sérique (CEA en anglais). (Wang et al., 2016)

1001y
© \
% w \
-~ \
3; “L\\,
== \ ‘\_\
© 60 X -
o s ¥ T CEA negative
3 - Com—
@ 40 ho
- O —
o EA positive
g 204
= P=0001
O
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Follow-up (months)

L'utilisation de 'ACE en tant que biomarqueur de suivi a aussi été largement étudiée. Il est
notamment trés utilisé en tant que tel pour les patients atteints d’'un cancer colorectal. En effet, une
surveillance réguliére du taux sérique d’ACE chez ces patients a eu, parmi plusieurs paramétres de
suivi, I'impact bénéfique le plus significatif sur la mortalité globale (p = 0,03), la détection de récidive
tumorale asymptomatique (p = 0,007) et le risque de résection curative (p = 0,0006) d’aprés la méta-
analyse menée par Tjandra et Chan (2007). De plus, il apparait que le dosage de 'ACE chez les
patients atteints de carcinome colorectal soit la méthode la plus sensible pour détecter une récidive
ou la présence de métastases hépatiques par rapport aux autres moyens de suivis mis en ceuvre,
notamment les marqueurs sériques tumoraux, les examens d’imagerie (scanner, radiographie et
endoscopie) et les marqueurs sériques de la fonction hépatique (Sugarbaker et al., 1987 ; Rocklin
et al., 1991 ; Tsikitis et al., 2009 ; Nicolini et al., 2010). Ainsi, le dosage de I'ACE sérique fait partie
des recommandations dans I'élaboration du suivi des patients atteints de cancer colorectal d’aprés
I’American Society for Cinical Oncology (Meyerhardt et al., 2013) ainsi que I'European Society for
Medical Oncology (Van Cutsem et al., 2014).

De plus, il a été démontré que la concentration en ACE sérique pouvait étre utilisée comme
biomarqueur pharmacologique pour évaluer la réponse aux traitements de chimiothérapie. Par
exemple, I'étude de He et al. (2015) concernant les patients atteints d’adénocarcinomes gastriques
avancés, a mis en évidence que la diminution de la concentration sérigue en ACE montrait une
réponse positive a la chimiothérapie avec une ASC égale a 0,828, et que 'augmentation de cette
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concentration montrait une progression du cancer avec une ASC égale a 0,923. De méme, la
diminution de la concentration en ACE sérique a été mise en évidence comme significativement
associée a une réponse compléte au traitement de chimiothérapie chez les patients atteints de
cancer rectal (Hu et al., 2018). Enfin, Arrieta et al. (2013) ont montré que chez les patients atteints
de cancers du poumon non-a-petites cellules, une réduction de la concentration en ACE sérique
était associé a une réponse positive au traitement (ASC=0,945) aprés deux cycles de
chimiothérapie, tandis qu’une augmentation du taux d’ACE était associée a une progression de la
maladie (ASC = 0,911). Pour une diminution d’au moins 14% de la concentration initiale, la sensibilité
et la spécificité & montrer une réponse positive au traitement étaient respectivement de 90,2% et
89,9%, tandis que pour une augmentation d’au moins 18%, la sensibilité et la spécificité & montrer
une progression du cancer malgré deux cycles de chimiothérapie étaient respectivement de 85% et
15%. Ainsi, ’ACE montre de bonnes performances en tant que biomarqueur de réponse aux
traitements des processus tumoraux étudiés.

En conclusion, 'ACE en oncologie humaine est un biomarqueur pouvant étre tres informatif
dans le pronostic, le suivi ou I'évaluation de la réponse aux traitements. Toutefois, son manque de
spécificité en tant que marqueur tumoral, et les faibles valeurs de sensibilités associées en tant que
biomarqueur diagnostique rendent son utilisation difficile, et son utilité clinique est toujours sujette a
débat pour différents types tumoraux. Ainsi, bien que I’American Society for Cinical Oncology et
'European Society for Medical Oncology recommandent son utilisation dans le suivi des patients
atteints de cancer colorectal, ils ne le recommandent pas concernant le suivi des cancers du poumon
non-a-petites cellules ni le cancer du sein.

e [’ACE chez le chien

Contrairement au trés grand nombre d’études s’intéressant a I’ACE en tant que biomarqueur
tumoral sérigue chez I’'homme, seulement six études ont pu étre trouvées concernant le chien.

Cing sur les six études ont montré que I’ACE est dosable chez le chien a l'aide des kits pour
de dosage de 'ACE chez 'Homme. Une seule étude a montré que '’ACE n’était pas mesurable par
méthode de chimiluminescence (Marchesi et al., 2007).

Quatre études ont évalué la différence d’expression d’ACE entre des chiens présentant une
affection néoplasique et des chiens sains. Les quatre ont étudié les tumeurs mammaires sur des
chiennes. Trois des quatre études ont pu mettre en évidence une augmentation significative de la
concentration sérique en ACE chez les chiennes atteintes de tumeurs mammaires par rapport aux
chiennes saines (Valencakova-Agyagosova et al., 2014 ; Alizadeh et Azimzadeh, 2018 ; Senhorello
et al., 2019), tandis que I'étude de Campos et al. (2012) n’a pas montré de différence significative.
Toutefois on peut observer que les quatre études n’ont pas utilisé la méme méthode de dosage de
I'’ACE. En effet, Campos et al (2012), Senhorello et al. (2019) et Alizadeh et Azimzadeh (2018) ont
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utilisé une méthode de dosage ELISA, tandis que Valencakova-Agyagosova et al. (2014) ont utilisé
une technique de dosage par radioimmunologie.

L’équipe de Ledecky et al. (2013) a dosé I'ACE sérique par méthode radio-immunologique
sur 32 chiens sains afin d’estimer les valeurs usuelles chez les chiens sains. Les auteurs proposent
I'intervalle [0-0,23] ng/mL comme valeurs usuelles de concentration sérique d’ACE, basé sur le 95°¢
percentile mesuré dans cette population saine. Ces résultats sont confirmés, par la méme méthode
de dosage, par I'étude de Valencakova-Agyagosova et al. (2014), qui met en évidence une
augmentation significative entre la concentration sérique d’ACE chez les chiennes atteintes de
tumeurs mammaires et les chiennes saines (p=0,0001), avec des valeurs moyennes respectivement
égales a 0,25+0,06ng/mL et 0,20+0,03ng/mL. Etablissant statistiquement la valeur seuil du test a
0,23ng/mL, cette étude a montré que la sensibilité et la spécificité de ce biomarqueur était de 60%
et 95% respectivement pour déterminer I'atteinte tumorale des chiennes.

L’étude de Alizadeh et Azimzadeh (2018) a montré par méthode de dosage ELISA, la plus
couramment utilisée a I'heure actuelle, une augmentation significative (p<0,001) de I'ACE sérique
chez 12 Berger Allemand femelles présentant une masse mammaire par rapport a 12 Berger
Allemand femelles saines. Toutefois, trois des 12 masses mammaires étant des abces, il est difficile
de conclure quant aux performances du dosage de I'ACE pour la détection de processus
néoplasigue mammaire.

Avec la méme technique de dosage, Senhorello et al. (2019) ont étudié la concentration
sérique d’ACE par méthode ELISA chez 56 chiennes atteintes de tumeurs mammaires et 21
chiennes saines. Une augmentation significative de cette concentration est montrée chez les
chiennes atteintes de tumeurs mammaires. Aussi, une augmentation significative de 'ACE est
montrée chez les chiennes ayant une tumeur de taille supérieure a 3cm par rapport aux tumeurs
inférieures a 3cm, et une augmentation significative de I'ACE a été notée pour les tumeurs de grade
Il par rapport aux tumeurs de grade | et Il. Une corrélation positive a été observée entre la
concentration sérique en ACE et les variables clinico-pathologiques. D’aprés la courbe ROC
réalisée, en déterminant 1,08ng/mL comme valeur seuil, cette étude a établi la sensibilité et la
spécificité de 'ACE a détecter la présence de tumeur mammaire a 82,14% et 95,24%. La sensibilité
pour cette valeur seuil a été évaluée a 100%, pour les tumeurs de taille supérieure a trois centimétres
et les tumeurs métastasées, et a 70% pour les tumeurs de taille inférieure a trois centimétres. Enfin,
cette étude a réalisé un travail prospectif en dosant 'ACE sérique avant exérese chirurgicale (MO0),
et 15 jours (M1) apres chez les 56 chiennes atteintes, puis 45 jours apres exérese (M2) chez 12 de
ces chiennes. Il a alors été montré une diminution significative de la concentration sérique en ACE
entre MO et M1 (p=0,0004), et entre MO et M2 (p<0,0001), ainsi qu'une diminution, bien que non
significative, entre M1 et M2 (p=0,05) (figure 14). Ceci montre la dynamique de la concentration
sérique d’ACE apres intervention chirurgicale.
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Figure 14 : Evolution des valeurs sériques de CEA avant (M0), 15 jours aprés (M1) et 45
jours apres (M2) exérése intervention chirurgicale. (Senhorello et al., 2019)
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Ainsi, il apparait d’aprés ces études réalisées chez le chien, que les méthodes de dosage de
'ACE empruntées a 'Homme, influent grandement sur les valeurs obtenues. Il est donc important
de prendre en compte la méthode de dosage pour interpréter les résultats, et de ne pas varier la
technique utilisée au cours du suivi d’'un animal. De plus, il semble que 'ACE soit un biomarqueur
diagnostique des tumeurs mammaires relativement sensible et spécifique, particuliérement pour les
stades les plus avancés. Toutefois, la sensibilité semble diminuer pour les stades les plus précoces
(tumeurs de petite taille sans métastase) (Senhorello et al., 2019), ce qui pourrait ne pas permettre
a 'ACE d'étre un biomarqueur diagnostiqgue précoce de tumeur mammaire. Toujours d’aprés
Senhorello et al. (2019), les fortes concentrations d’ACE sont associées aux tumeurs de plus haut
grade, de taille plus importante et a la présence de métastases. Ces éléments étant connus pour
étre de moins bon pronostic, le dosage de I’ACE pourrait donc étre utilisé en tant que biomarqueur
diagnostique des tumeurs mammaires. L’étude de Baba et al. (2019) montre que plus les chiennes
présentent des concentrations initiales d’ACE sériques élevées, plus la durée de survie diminue
(figure 15). Toutefois des études a plus long terme incluant un nombre plus important de chiennes
sont nécessaires pour l'affirmer et montrer son indépendance en termes de marqueur pronostique
par rapport a ceux utilisés en routine.
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Figure 15 : Analyse de survie des chiennes atteinte de tumeurs mammaires suivant les
différentes concentrations sériques d’ACE avant intervention. Baba et al. (2019)
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LC: faible concentration incluant les chiennes censurées LWC : faible
concentration n’incluant pas les chiennes censurées. MC : concentration
moyenne incluant les chiennes censurées MWC : concentration moyenne
n’incluant pas les chiennes censurées. HC : forte concentration incluant les
chiennes censurées. HWC : forte concentration n’incluant pas les chiennes
censurées.

Enfin, la diminution significative de la concentration en ACE sérique aprés exérese
chirurgicale des tumeurs mammaires (Senhorello et al., 2019) peut laisser supposer un intérét de
ce marqueur en tant que biomarqueur de suivi. Des études supplémentaires sont également
nécessaires pour démontrer les performances de 'ACE sérique dans la détection précoce de
récidive ou métastase.

Ainsi, chez 'Homme, I'utilité de 'ACE a été montrée pour plusieurs types tumoraux en tant
gue biomarqueur pronostique, de suivi et de réponse notamment. Ce biomarqueur a montré un
potentiel prometteur chez le chien concernant les tumeurs mammaires. Des études supplémentaires
sont donc nécessaires pour évaluer son utilité pour d’autres types tumoraux que mammaires chez
le chien, notamment les tumeurs du systéme digestif qui montrent chez ’'Homme les plus fortes
concentrations sériques.

b. L’Antigéne Carbohydrate 15-3 (Carbohydrate Antigen 15-3, CA15-3)

Le CA15-3 est une glycoprotéine transmembranaire de haut poids moléculaire (300 a 400
kDa) qui appartient a la famille des mucines. Plus précisément, le CA15-3 est I'un des épitopes du
produit d’expression du géne MUC-1, codant la glycoprotéine PEM (Polymorphic Epithelia Mucin),
dont il existe plusieurs variants. Les produits du géne MUC-1 sont impliqués dans la cancérogenése
notamment des tumeurs épithéliales a plusieurs niveaux. lls peuvent notamment activer 'oncogéne
Ras et ainsi favoriser la prolifération et la survie des cellules tumorales (Baruch et al., 1997),
participer a leur dissémination par interaction avec 'lCAM1 (InterCellular Molecul 1) facilitant

Page 47



I'attachement des cellules a I'endothélium (Regimbald et al., 1996), et semblent jouer un réle
immunosuppresseur (Tinder et al., 2008).

Le CA15-3 est retrouvé en quantité augmentée dans le sang en cas d’atteinte des tissus
dans l'organisme. Toutefois, une augmentation de la concentration sérique n’est pas spécifique
d'une atteinte néoplasique particuliére, et peut étre retrouvée dans les cancers du sein (Fu et Li,
2016), du poumon (Ghosh et al., 2013), de I'appareil génital (Yedema et al., 1988 ; Li et al., 2016)
ou gastrointestinaux (Dolscheid-Pommerich et al., 2017) tout comme en cas d’hépatite (Yeganeh-
Amirkande et al., 2015), arthrite (Szekanecz et al., 2007) et de nombreuses autres affections non
néoplasigues notamment inflammatoires.

e Le CA15-3 chez 'Homme

Les concentrations sériques de CA15-3 les plus importantes concernent le cancer du sein
chez la femme. Ainsi, en oncologie humaine, le CA15-3 est principalement considéré comme
biomarqueur de ce type tumoral. Nous nous concentrerons donc sur I'étude de ce marqueur chez
les patientes atteintes de cancer du sein.

o Le CA15-3 en tant que biomarqueur diagnostigue :

Comme précédemment énoncé, le CA15-3 n’est pas spécifique des tumeurs mammaires chez
la femme. De plus, 'augmentation sérique de ce marqueur démontre de faibles valeurs de sensibilité
pour les stades les plus précoces de la maladie : 33% d’aprés Guadagni et al. (2001), 29% d'apres
Lumachi et al. (2004) ou encore 58% d’aprés Zuo et al. (2016), bien qu’elles soient supérieures a
celles de 'ACE. Pour ces raisons le CA15-3 n’est pas recommandé en tant qu’outil diagnostique du
cancer du sein.

o Le CA15-3 en tant que biomarqueur pronostigue :

De nombreuses études s’accordent sur le fait que la concentration sérique en CA15-3 est un
biomarqueur sanguin a visée pronostique intéressant. Les méta-analyses de Fu et Li (2016) et de
Li et al. (2018) ont montré qu’'une augmentation de la concentration sérigue en CA15-3 était
significativement associée a une diminution de la durée de survie sans récidive, de la durée de
survie globale, ainsi qu’aux différentes variables clinico-pathologiques tel que le stade de la maladie
et le grade histologique. De plus, plusieurs études montrent I'indépendance de sa valeur pronostique
par rapport aux autres parametres usuellement pris en compte pour établir un pronostic tel que la
taille de la tumeur, le statut des nceuds lymphatiques loco-régionaux ou encore I'age (Duffy et al.,
2004 ; Imamura et al., 2018), les auteurs suggerent donc une réelle utilité a ajouter ce marqueur
parmi les tests a effectuer pour affiner le pronostic et/ou la prise en charge thérapeutique.
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o Le CA15-3 en tant que biomarqueur de suivi et de réponse au traitement :

Plusieurs études montrent I'intérét du dosage de CA15-3 sérique dans le suivi des patientes
atteintes de cancer du sein. En effet, selon certaines études, chez les patientes présentant
initialement une forte concentration sérique de CA15-3, la diminution de ce marqueur au cours de
la thérapie est significativement associée a une stabilisation, une régression voire une rémission de
la maladie, tandis qu’une augmentation ou une absence de diminution significative est corrélée avec
une progression de celle-ci (Kurebayashi et al., 2004 ; Al-azawi et al., 2006 ; Y. Yang et al., 2017 ;
Perrier et al., 2020). Al-azawi et al. (2006) montrent par ailleurs que I'élévation de la concentration
en CA15-3 en fin de chimiothérapie est significativement associé a une plus courte période sans
récidive ou développement de métastases, indépendamment de I'envahissement lympho-vasculaire
ou de I'expression du marqueur Récepteur 2 du facteur de croissance Epidermique Humain (HER2)
au sein de la tumeur. Il est important de noter toutefois la possibilité d’observer une augmentation
trompeuse du marqueur dans les premieres semaines malgré une régression de la maladie
(Robertson et al., 1999).

De plus, I'étude de Lonneux (2000), utilisant la tomographie par émission de positrons (TEP),
a pu détecter des récidives chez 31 patientes sur 33 qui présentaient une valeur augmentée du
CA15-3 dans le cadre du suivi, la ou I'imagerie conventionnelle n’en détectait que 6. De la méme
maniére, Pecking et al. (2001) montrent que la TEP identifie une métastase occulte avec une
sensibilité de 94 % et une valeur prédictive positive de 96 % en cas d’élévation isolée du CA15-3,
sans autre signe évident de métastase. Ainsi, une élévation isolée du CA15-3 dans le suivi des
patientes peut-étre un signe d’appel précoce de dissémination métastatique non visible par les
moyens habituels. Cela encourage son utilisation dans le suivi des patients en apportant un outil
utile pour le choix des patients nécessitant des examens de contrdle plus poussés. Dans le méme
sens, Kokko et al. (2002) montrent que la détection de métastases, a la suite d’'un traitement
chirurgical de cancer du sein localisé, par une élévation du CA15-3 pouvait précéder de plusieurs
mois leur détection par les moyens standards mis en place. Ce qui pourrait en faire un marqueur
précoce de détection de métastases. Toutefois, la sensibilité évaluée fut faible (36%), avec malgré
tout une forte spécificité, permettant aux auteurs de proposer son utilisation dans le but de confirmer
la présence de métastases.

o Le CA15-3 en tant gue biomargueur prédictif de la réponse au traitement.

Il est actuellement reconnu qu’une forte augmentation de la concentration de CA15-3 sérique
chez les patientes atteintes de cancer du sein est un marqueur indépendant significativement
prédictif d’'une mauvaise réponse aux traitements de chimiothérapie, incitant la mise en place de
protocoles plus intenses chez ces individus (Al-azawi et al., 2006).

En conclusion, chez la femme, le marqueur CA15-3 est le marqueur sanguin le plus
largement utilisé dans le suivi des cancers du sein. Toutefois, ses faibles valeurs de sensibilité
notamment pour les stades précoces, et 'absence spécificité globale de ce marqueur ne permettent
pas son utilisation a des fins diagnostiques. Aussi, en I'absence de preuve d’une augmentation de
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la durée de survie chez les patientes pour lesquelles le CA15-3 fait partie des mesures de suivi pour
détecter I'apparition de récidive ou de métastases, I’American Society for Cinical Oncology (ASCO)
ne recommande pas son utilisation a ces fins (Harris et al., 2007). Toutefois, en raison des preuves
établies montrant que le CA15-3 est un marqueur indépendant de la réponse au traitement, 'TASCO
recommande son utilisation en association avec les autres moyens de suivis pour I'élaboration des
décisions thérapeutiques dans la prise en charge des cancers du sein métastasés (Harris et al.,
2007).

e Le CA15-3 chez le chien

Du fait de leur faible nombre, les études effectuées chez le chien ne permettent pas
d’avancer de telles utilités de la concentration sérique de CA15-3 en oncologie vétérinaire.

Sept études ont été publiées entre 2007 et 2019 étudiant la concentration sérique de CA15-
3 chez les chiens atteints de processus néoplasiques, dont six s’intéressent aux tumeurs
mammaires. L'étude de Marchesi et al. (2007) étudie le CA15-3 chez des chiens atteints de
différents types de processus néoplasiques et ne met pas en évidence de différence significative
entre les concentrations sériques en CA15-3 chez les chiens atteints de tumeurs et celles des chiens
sains. Toutefois, il est possible, en comparaison avec les études chez ’'Homme, que tous les types
tumoraux ne soient pas associés a une production de CA15-3, ne permettant ainsi pas d’obtenir de
différence significative.

Alinverse, toutes les études s’intéressant aux tumeurs mammaires chez la chienne montrent
une augmentation significative de la concentration sérique en CA15-3 chez les chiennes atteintes
par rapport aux chiennes saines (Marchesi et al., 2010 ; Campos et al., 2012 ; Manuali et al., 2012
; Valencakova-Agyagosova et al., 2014 ; Alizadeh et Azimzadeh, 2018 ; Baba et al., 2019). L’étude
de Valencakova-Agygosova et al. (2014) établit que pour une valeur seuil égale a 7 Ul/mL, valeur
limite supérieure chez les chiens sains d’aprés Ledecky et al. (2013), la sensibilité et la spécificité
du CA15-3 a détecter une atteinte néoplasique mammaire était respectivement de 100% et 95%
dans leur étude.

De plus, I'étude de Campos et al. (2012) établit une corrélation positive significative entre les
concentrations sériques de CA15-3 et les différents stades d’atteinte tumorale (figure 16), avec une
augmentation significative chez les individus atteints de tumeurs non métastasées, les tumeurs
présentant une atteinte des nceuds lymphatiques régionaux, et les tumeurs présentant des
métastases a distance par rapport aux chiens sains.
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Figure 16 : Corrélation positive (r = 0,535, p<0,01) entre la concentration sérique de CA15-3
et les stades d’atteinte tumorale chez les chiennes présentant une tumeur mammaire.
(Campos et al., 2012)
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Groupe 1: chiens sains (n=30). Groupe 2 : Chiens ne
présentant pas de métastase (n=40). Groupe 3 : Chiens
présentant une atteinfe des noceuds Ilymphatiques
régionaux (n=12). Groupe 4: Chiens présentant des
métastases a distance (n=8).

Toutefois, on peut observer sur ce graphique que les ensembles de valeurs de
concentrations obtenues entre les chiens sains et ceux présentant une tumeur non métastasée se
recouvrent largement. Ainsi, il est peu probable dans cette étude, qu’'une valeur seuil montre une
sensibilité et une spécificité aussi importantes que celles exposées dans I'étude de Valencakova-
Agygosova et al. (2014) pour détecter une tumeur mammaire dans les stades précoces.

Enfin, 'étude de Baba et al. (2019) montre que les faibles concentrations sériques de CA15-
3 avant intervention chirurgicale sont associées a de plus grandes durées de survies, tandis que les
plus fortes concentrations sont associées a de moins importantes durées de survie (figure 17). Ainsi,
la valeur du CA15-3 pourrait porter une information pronostique chez les chiennes atteintes de
tumeurs mammaires. Toutefois, des études montrant I'indépendance de ce paramétre par rapport a
ceux utilisés en pratique pour I'établissement d’'un pronostic sont nécessaires pour recommander le
dosage du CA15-3 sérique dans les procédures d’établissement d’un pronostic.
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Figure 17 : Analyse de survie des chiennes atteintes de tumeurs mammaires suivant les
différentes concentrations sériques de CA15-3 avant intervention. (Baba et al., 2019)
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LC : faible concentration incluant les chiennes censurées LWC : faible concentration n’incluant
pas les chiennes censurées. MC : concentration moyenne incluant les chiennes censurées
MWC : concentration moyenne n’incluant pas les chiennes censurées. HC : forte concentration
incluant les chiennes censurées. HWC : forte concentration n’incluant pas les chiennes
censurees.

Aucune étude n’a a ce jour été effectuée pour évaluer le dosage sérigue de CA15-3 dans le
cadre du suivi des chiennes atteintes de tumeurs mammaires, ne permettant pas d’évaluer sa
performance a détecter de maniére précoce 'apparition de récidive ou de métastases.

En conclusion, le CA15-3 est un biomarqueur sanguin dont I'efficacité a détecter une tumeur
mammaire de maniére précoce n'a pas été démontrée a ce jour chez le chien. Des études
supplémentaires incluant un nombre plus important de chiennes sont nécessaires. Toutefois, il
pourrait présenter un intérét pronostique, ayant montré une corrélation positive avec le stade de la
maladie, et révélant une diminution de la durée de survie chez les individus présentant une plus forte
concentration sérique. Des études évaluant la variation de sa concentration au cours du suivi des
animaux seraient également intéressantes pour établir son intérét en tant que biomarqueur de suivi.

c. L’Alpha-Foetoprotéine (AFP)

L’Alpha-Foetoprotéine est une a1-globuline foetale synthétisée essentiellement par le foie,
d’environ 66kDa. Durant le développement embryonnaire, 'AFP est synthétisée en grande quantité
notamment par le foie : elle constitue une des protéines majeures de la circulation foetale. Son
expression est toutefois réprimée transcriptionnellement a la naissance. L’AFP a été découverte en
1963 par Abelev et al. (1963) chez la souris. La localisation de son expression dans les tissus du
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sac vitellin, hépatiques et intestinaux, ainsi que sa participation dans leur développement ont été
mis en évidence par Krumlauf et al. (1985).

Concernant les réles biologiques de cette protéine, 'AFP sérique est connue pour se lier et
transporter une multitude de ligands tels que la bilirubine, les acides gras, les rétinoides, les
stéroides, les métaux lourds, les colorants, les flavonoides, les phytoestrogenes, la dioxine, le L-
tryptophane, la warfarine, le phénylbutazone, la streptomycine, la phénytoine, les alcools a faible
teneur en carbones et les acides gras polyinsaturés (Hirano et al., 1985 ; Deutsch, 1991). Aussi,
I’AFP a montré un réle dans la modulation de la réponse immunitaire innée et adaptative. En effet,
au cours des derniéres décennies, il a été démontré que 'AFP a un rbéle immunosuppresseur sur
les monocytes (Lu et al., 1984 ; Laan-Pitsep et al., 1991), les lymphocytes B (Murgita et Tomasi,
1975 ; Semeniuk et al., 1995) et T (Murgita et al., 1977 ; Murgita et al., 1978 ; Peck et al., 1982).
Plus récemment, les études montrent que I'AFP altére fonctionnellement les cellules dendritiques,
provoquant un dysfonctionnement immunitaire et l'apoptose de ces cellules présentatrices
d'antigéne (CPA) (Um et al., 2004). Elle possede également des propriétés pro-angiogéniques qui
favorisent la néovascularisation dans les tissus foetaux et tumoraux (Takahashi et al., 2004 ; Liang
et al., 2004). Enfin, une multitude d'études ont depuis établi 'AFP comme régulateur de la croissance
normale et néoplasique des tissus (Dudich et al., 1998 ; Mizejewski et MacColl, 2003).

e [’AFP chez 'Homme :

o L’AFP en tant que biomarqueur diagnostique

Chez I'Homme, I'AFP est le marqueur approuvé et le plus largement utilisé en cas de
carcinome hépatocellulaire (CHC). On retrouve néanmoins une augmentation de sa concentration
sérique dans d’autres pathologies néoplasiques comme non néoplasiques, et particulierement lors
d’atteintes hépatiques puisque le foie est 'organe principal de synthése de cette protéine (tableau
3) (Wong et al., 2015). Ainsi, une augmentation de la concentration sérique d’AFP n’est pas
spécifique d’'un carcinome hépatocellulaire.
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Tableau 3 : Causes d’une élévation de la concentration sérique d’AFP (Adapté de Wong et
al., 2015)

Causes d’une élévation de la concentration sérique d’AFP

Carcinome hépatocellulaire
Hépatite aigle
Hépatopathies chroniques
Cirrhose
Cholangiocarcinome intrahépatique
Colite
Ataxie télangiectasie
Tumeur gastrique
Tumeur des cellules germinales
Troubles foetaux
Gestation

Les hépatopathies chroniques, et notamment les cirrhoses, les hépatites virales, et les
stéatohépatites non alcooliques sont les facteurs prédisposant majeurs de développement d’'un
carcinome hépatocellulaire (Forner et al., 2012). Ainsi, les études se concentrent sur les populations
atteintes de ces pathologies pour établir les performances de I'AFP en tant que biomarqueur sérique
pour la détection de CHC.

La valeur diagnostique de 'AFP sérique est sujette a controverse en raison des valeurs peu
élevées de sensibilité et de spécificité. La plupart des études considérent comme valeur seuil 20
ng/mL, au-dela de laquelle le test est considéré comme positif, indiquant la présence d’un carcinome
hépatocellulaire. Une méta-analyse sur la performance de I'AFP dans le diagnostic du CHC incluant
sept études a révélé une sensibilité de 66% avec une spécificité de 86%, AUC = 0,87 (Wan et al.,
2014). Dans une autre méta-analyse comprenant dix études, la sensibilité combinée de 'AFP pour
le diagnostic de CHC était de 51,9%, avec une spécificité de 94%, AUC = 0,81 (Xu et al., 2013). Les
performances de 'AFP dans le diagnostic du CHC montrent de grandes variations suivant les
études. Les divergences observées sont probablement liées a une variété de facteurs, comme des
étiologies différentes (hépatite virale, cirrhose, etc...), des critéres d’inclusion et des seuils de
positivité variables. En outre, la spécificité de I'AFP sérique peut atteindre 100% pour des
concentrations supérieures a 200 ng/mL et ainsi montrer une parfaite valeur prédictive positive, mais
la sensibilité est alors réduite & 20% (figure 18) (Colli et al., 2006).
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Figure 18 : Estimations des sensibilités et spécificités pour différentes valeurs seuils (en
ng/mL) de la concentration sérique d’AFP dans la détection de CHC selon larevue de Colli
et al. (2006). Les cercles noirs indiquent la spécificité et les losanges la sensibilité.
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Une sensibilité équivalente a été montrée pour les stades les plus précoces de la maladie,
égale a 53% pour une valeur seuil de 20 ng/mL, et égale a 66% pour une valeur seuil plus faible de
10,9 ng/mL. Toutefois, les augmentations modérées de la concentration d’AFP sérique dues aux
atteintes hépatiques non néoplasiques provoquent de nombreux faux positifs pour des valeurs seuils
basses (Marrero et al., 2009).

L'utilité de I'ajout du dosage d’AFP sérique a I'utilisation de I'échographie a été montrée pour
détecter les CHC en stade précoce, permettant d’augmenter la sensibilité de 32% a 63,4% (p<0,01)
(Singal et al., 2012). L’étude de Mehta et Singal (2015) montre également une augmentation
significative (p<0,001) de la sensibilité de détection de carcinome hépatocellulaire chez des patients
atteints d’'une hépatite virale ou d’'une cirrhose, entre I'examen échographique seul (92%) et
'examen échographique couplé a un dosage sérique d’AFP (99,2%), en imposant une diminution
de la spécificité de 74,2% a 68,3%. Cette derniére étude souligne que 8% des patients atteints de
carcinome hépatocellulaire ont été diagnostiqués grace a une élévation de la concentration sérique
d’AFP, sans visualisation de nodule a I'échographie, et ainsi 'AFP sérique pourrait donc constituer
un marqueur plus précoce que I'échographie chez certains patients. Une étude randomisée et
contrlée menée dans une population a haut risque en Chine, a montré que le dépistage par mesure
de 'AFP a conduit a un diagnostic plus précoce de CHC, mais n’avait aucun impact sur la mortalité
(Chen et al., 2003). Les auteurs de cette étude font remarquer toutefois que la thérapie utilisée chez
les patients diagnostiqués atteints de la maladie, semblait ne pas étre efficace. A linverse, le
dépistage semestriel du CHC par la mesure de 'AFP dans une étude basée sur une population en
Alaska a été efficace pour détecter le CHC a un stade précoce et augmenter significativement les
taux de survie (McMahon et al., 2000). Par ailleurs, deux études menées a Shangali, incluant un trés
grand nombre d’individus atteints de pathologies hépatiques chroniques (17 820 et 18 816
personnes), ont montré qu'une surveillance pratiquée tous les trois a six mois par un examen
échographique associée a un dosage de la concentration sérique d’AFP permettait d’augmenter
significativement la détection de carcinome hépatocellulaire, et particulierement en stade précoce,
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en augmentant nettement les taux de survie a 1, 3 et 5 ans, et réduisant ainsi le taux de mortalité
liee a la maladie de 37% (p<0,01) (Yang et al., 1997 ; Zhang et al., 2004).

Ainsi, la Asian Pacific Association for the Study of the Liver (APASL) ainsi que la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) aux Etats-Unis recommandent ['utilisation de I'AFP
sérique associée a un examen échographique chez les patients atteints de pathologie hépatique
chronique tous les 3 & 6 mois (Benson et al., 2009 ; Omata et al., 2010). A linverse, 'European
Association for the Study of the Liver (EASL) et 'European Organisation for Research and Treatment
of Cancer (EORTC) ne recommandent pas [utilisation de I'AFP dans la surveillance de
développement d’un carcinome hépatocellulaire parmi la population a risque. En effet, ces derniéres
associations considérent que les valeurs de sensibilité et de spécificité de I'AFP sérique sont
insuffisantes, et que le gain de 6 & 8% du taux de détection par rapport a I'utilisation de I'examen
échographique seul ne contrebalance pas l'augmentation des résultats faussement positifs,
conduisant finalement a une augmentation d'environ 80% du co(t de chaque CHC de faible taille
diagnostiqué (European Association For The Study Of The Liver et European Organisation For
Research And Treatment Of Cancer, 2012).

o L’AFP en tant que biomargueur pronostigue

Concernant la valeur pronostique de 'AFP sérique chez les patients atteints de carcinome
hépatocellulaire, il a été montré que le taux d’AFP est associé au grade de la tumeur, au stade TNM,
a la taille de la tumeur, ainsi qu’a la durée de survie des patients (Bai et al., 2017 ; Chan et al., 2019).
Un taux élevé d’AFP au moment du diagnostic est associé a une plus faible durée de survie, et a
des caractéristiques d’agressivité de la tumeur plus importantes (figure 19).

Figure 19 : Courbes de Kaplan-Meier montrant les taux de survie globale et les temps de
survie sans réecidive chez des individus atteints de carcinome hépatocellulaires en fonction
des valeurs de concentration sérique d’AFP avant traitement (Chan et al., 2019).
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Aussi, plusieurs études montrent que la variation de la concentration sérique d’AFP aprés la
résection de la tumeur est un facteur pronostique significatif et indépendant du nombre de masses
tumorales et de linvasion vasculaire pour la durée de survie globale, la durée de survie sans
récidive, la durée de survie sans progression de la maladie, et le taux de survie & 5 ans des patients
atteints de carcinome hépatocellulaire (Liu et al., 2015 ; Rungsakulkij et al., 2018 ; He et al., 2019).
Par exemple, I'étude de Liu et al. (2015) a montré chez les patients atteints de CHC que la variation
de la concentration d’AFP sérique avant et aprés hépatectomie était significativement corrélée au
taux de survie a 5 ans et a la durée de survie entre la survenue d’une récidive et le décés
(p<0,001%). Un taux initialement élevé d’AFP et présentant une stabilisation ou une élévation aprés
hépatectomie montrait les taux de survie a 5 ans les plus faibles (respectivement 10,8% ou 18,8%),
tandis que les taux initialement faibles et présentant une stabilisation ou une diminution aprés
hépatectomie avaient les taux de survie a 5 ans les plus élevés (respectivement 56.3% ou 55.0%).

o L’AFP en tant que biomargueur de suivi

L’AFP a peu été étudiée dans le suivi des individus atteints de carcinome hépatocellulaire
pour la détection précoce de rechute du cancer. Yamashiki et al. (2010) ont proposé de mesurer la
concentration sérique d’AFP mensuellement pendant les deux premiéres années aprés une
transplantation hépatique afin de détecter toute récidive de CHC. Lorsqu'un seuil de 20 ng/mL était
utilisé, la sensibilité et la spécificité de I'AFP pour détecter la récidive du CHC apres transplantation
hépatique étaient respectivement de 67% et 100%. Une valeur seuil de 5,45 ng/mL a montré une
sensibilité de 84,4% et une spécificité de 77,1% pour la détection d’'une récidive de CHC apreés
hépatectomie ou transplantation hépatique. Clavien et al. (2012) établissent dans un consensus
international, qu’'un dosage tous les 6 a 12 mois de I'AFP sérique, associé a des techniques
d’'imagerie, est recommandé dans le suivi des individus ayant subi une transplantation hépatique a
la suite d’'un diagnostic de carcinome hépatocellulaire.

Le Sorafenib est 'agent de chimiothérapie le plus couramment utilisé dans le traitement des
CHC en stade avancé. Personeni et al. (2012) montrent qu’'une diminution d’au moins 20% de la
concentration sérique d’AFP au cours des 8 premiéres semaines de traitement était significativement
associée a une meilleure réponse au traitement (p=0,009), notamment par une plus longue période
de survie globale (figure 20), tandis qu’une amélioration des signes radiographiques n’était pas
prédictive d’'une durée de survie plus importante. Les études de Chan et al. (2009) et de Shao et al.
(2010) évoquent les mémes résultats pour une diminution supérieure a 20% de la concentration
sérique d’AFP aprés deux a quatre semaines de traitement ou au moins deux cycles de
chimiothérapie. Il a également été montré qu’une diminution de la concentration d’AFP sérique au
cours des premiéres semaines de traitement de chimiothérapie a base de thalidomide ou
d’oxaliplatine était significativement associée a une meilleure réponse au traitement et des durées
de survie sans progression de la maladie ou de survie globale plus importantes (Chen et al., 2005 ;
Chou et al., 2018).
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Figure 20 : Courbe de Kaplan-Meier évaluant la survie globale des individus recevant un
traitement a base de Sorafenib en fonction de I’évolution de la concentration d’AFP sérique
au cours des premiéeres semaines de traitement. (Personeni et al., 2012)
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Les associations européenne et américaine (EASL et NCCN) n’ont cependant pas instauré
le dosage de I'AFP dans les recommandations de suivi des patients atteints de carcinome hépatique,
apres résection de la tumeur ou sous traitement de chimiothérapie, eu égard aux faibles valeurs de
sensibilité et spécificité montrées jusqu’a présent.

En conclusion, les performances de I'AFP sérique ont été montrées dans de tres nombreuses
études chez 'homme en tant que biomarqueur diagnostique de carcinome hépatocellulaire,
particulierement chez les individus atteints d’hépatopathie chronique, en tant que biomarqueur
pronostique, de suivi, et de réponse pharmacodynamique. Toutefois, les faibles valeurs de
sensibilité et spécificité mises en évidence jusqu’a présent entrainent de nombreux débats quant a
son utilisation au sein des différentes associations internationales établissant les recommandations
de prise en charge de ce type de cancer.
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e [’AFP chez le chien:

o L’AFP en tant que biomarqueur diagnostique

L’Alpha-Foetoprotéine n'a pas été autant étudiée chez le chien en tant que biomarqueur
sérique tumoral. Une dizaine d’études ont été publiées concernant des chiens sains, atteints de
processus néoplasiques ou de pathologies non néoplasiques.

L’étude de Yamada et al. (1995) a montré une forte concentration sérique d’AFP a la
naissance chez le chien, égale a 14 080 + 5 944 ug/mL, puis une forte décroissance au cours de la
croissance, évaluée a 766 + 758 ug/mL a une semaine d’age, puis 70,2 + 52,92 ug/mL a deux
semaines d’age, et enfin 0,067 + 0,050 ug/mL a 24 semaines d’age. Chez les chiens adultes de
cette étude, les valeurs obtenues étaient comprises entre 14 et 67 ng/mL.

Ces valeurs ont été obtenues en utilisant des anticorps anti-AFP canins. Toutefois il est
important de souligner ici encore que les valeurs de concentration sérique en AFP différent de
maniére notable suivant la technique de dosage utilisée. Lowseth et al. (1991) ont évalué la
concentration sérique du chien nouveau-né égale a 220 ng/mL a laide d’anticorps anti-AFP
humains. Considérant la valeur largement supérieure obtenue chez le nouveau-né par Yamada et
al. (1995) utilisant des anticorps anti-AFP canins, ils émettent I'hypothése d’'un manque de sensibilité
de la technique utilisant des anticorps humains. Toutefois, I'étude de Lowseth et al. (1991) propose
un intervalle de valeurs chez le chien adulte sain compris entre 30 et 60 ng/mL, proche de celui
proposé par Yamada et al. (1995). Enfin, 'étude de Lowseth et al. (1991) montre une différence
significative entre les valeurs obtenues par radio-immunodosage et par dosage immuno-
enzymatique (ELISA). Ainsi, il est important lors de l'interprétation d’'une valeur de concentration
d’AFP sérique de prendre en compte le type d’anticorps utilisés ainsi que la méthode de dosage.

Concernant les chiens atteints de carcinome hépatocellulaire, des marquages histologiques
ont permis de montrer que ce sont les cellules hépatiques tumorales qui produisent I'AFP tandis que
le tissu hépatique sain environnant n’en produit pas (Kang et al., 2019). Kawarai et al. (2006)
montrent également que les cellules de carcinome hépatocellulaire mises en culture produisent de
'AFP dans leur milieu de culture. Ainsi, lors de carcinome hépatocellulaire, 'AFP dosée dans le
sérum des patients atteint est directement corrélée au processus néoplasique.

Comme chez 'Homme, une élévation de la concentration d’AFP sérique chez le chien a été
principalement observée lors de carcinome hépatocellulaire, mais aussi lors de lymphome, de
maladies hépatigues non néoplasiques, ou encore d’atteinte néoplasique non hépatique. En effet,
les études de Madsen et al. (1980) ainsi que de Madsen et Rikkers (1984) montrent que la
concentration sérique d’AFP chez le chien augmente de maniére significative lors de régénération
hépatique, suite a une hépatectomie ou une ischémie de 70% de la masse hépatique (figure 21).
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Figure 21 : Variation de la concentration sérique d’AFP au cours d’une période de 8 jours
chez 19 chiens ayant subi une ischémie hépatique sélective (ligne pleine) et un groupe de 7
chiens contrble (ligne en pointillés). (Madsen et Rikkers, 1984)
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L’étude de Marchesi et al. (2007) a étudié 30 chiens sains, 31 chiens atteints de maladies non
néoplasiques, et 44 chiens atteints de processus tumoraux divers (lymphomes, mastocytomes,
sarcomes, carcinomes, et tumeurs des cellules de la granulosa). lls ont pu montrer que les groupes
de chiens sains et ceux atteints de pathologies non néoplasiques ne présentaient pas de
concentration sérique d’AFP significativement différente. Les auteurs remarquent toutefois qu’un
chien atteint d’hépatite chronique active présentait une forte concentration sérique d’AFP. Les sujets
atteints de sarcomes et carcinomes ne présentaient pas non plus de différence significative par
rapport aux chiens sains, toutefois la nature exacte de ces tumeurs ne fut pas précisée. A l'inverse,
les sujets atteints de lymphomes et mastocytomes ont montré une augmentation significative de la
concentration d’AFP sérique, mais le stade de ces affections n’était pas précisé, notamment par
rapport a une éventuelle infiltration hépatique tumorale. De la méme maniéere, I'étude de Hahn et
Richardson (1995) a étudié 16 chiens sains, 18 chiens atteints de carcinomes (carcinomes
transitionnels, adénocarcinome des glandes anales, carcinomes épidermoides, et carcinomes
thyroidiens), 13 chiens atteints de sarcomes et autres processus néoplasiques (hémangiosarcome,
mélanomes, ostéosarcomes, fibrosarcomes, mastocytomes, liposarcome et tumeur des cellules de
la granulosa) et enfin 17 chiens atteints de lymphomes. Aucune différence significative n’a été
observée entre ces différents groupes. lls remarquent toutefois qu’un chien atteint de lymphome a
montré une augmentation sérique d’AFP supérieure a 225 ng/mL, chez qui une infiltration hépatique
a été mise en évidence par la suite. L’étude de Yamada et al. (1999) montre qu’'une augmentation
de la concentration sérique d’AFP par rapport aux chiens sains est observée de maniére plus
importante en cas de carcinome hépatocellulaire, mais également en cas de maladies hépatiques
non néoplasiques (hépatites, cholangites) et de processus néoplasiques non hépatiques
(lymphosarcome, tumeur mammaire, mélanome, carcinome épidermoide, mastocytome, cancer
gastrique) (figure 22). Toutefois cette étude ne précise pas non plus I'état d'infiltration tumorale
hépatique lors de processus néoplasique non hépatique.
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Figure 22 : Diagramme en boite représentant la distribution des valeurs de concentration
d’AFP sérique chez des chiens atteints de carcinome hépatocellulaire (n=9), de
cholangiocarcinome (n=2), de maladie hépatique non tumorale (n=21), de tumeurs non
hépatiques (n=54), et chez des chiens sains (n=20). (Yamada et al., 1999)
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Ainsi, a travers ces études, il est possible de considérer que 'augmentation sérique d’AFP
chez le chien n’est pas spécifique de carcinome hépatocellulaire.

Pourtant, Yamada et al. (1999) suggerent que I'’AFP peut étre un biomarqueur spécifique de
carcinome hépatocellulaire chez le chien pour une valeur seuil élevée de concentration sérique. lls
montrent en effet que 7 chiens sur 9 atteints de carcinome hépatocellulaire présentaient des
concentrations sériques supérieures a 1400 ng/mL, tandis que 92% des tumeurs non hépatiques
présentaient une concentration inférieure a 1000 mg/mL, 90% des atteintes hépatiques non
néoplasiques montraient des concentrations inférieures a 500ng/mL, et aucun des deux
cholangiocarcinomes de cette étude n’a montré d’augmentation de la concentration sérique d’AFP
(figure 19). L’étude de Kitao et al. (2006) a montré par la méme méthode de dosage, que trois chiens
sur quatre atteints de carcinome hépatocellulaire présentaient des concentrations supérieures ou
égales a 932 ng/mL. Ainsi, 'AFP pourrait étre un biomarqueur diagnostique sérique des carcinomes
hépatocellulaires pour une valeur seuil élevée ; une forte concentration dans le sérum indiquerait
une forte probabilité d’atteinte de lindividu par ce processus néoplasique. Néanmoins, les
carcinomes hépatocellulaires étudiés dans les différents articles précédemment cités furent de taille
importante, soit tardivement diagnostiqués, ne permettant pas d’évaluer une éventuelle
augmentation de la concentration sérique d’AFP dés les stades précoces du développement
tumoral. Aussi, la performance de ce marqueur concernant la détection de cette atteinte tumorale
n'a pas été étudiée par rapport aux techniques d’'imageries et aux autres marqueurs de cytolyse
hépatique ou de cholestase telles que [lalanine aminotranférase (ALAT), [laspartate
aminotransférase (ASAT) ou la phosphatase alcaline (PAL), et aucune étude n’a a ce jour proposé
de valeur seuil chez le chien définissant une valeur de sensibilité et de spécificité de ce test.

Toutefois, la sensibilité de ce test pour détecter un carcinome hépatocellulaire chez le chien
semble négativement impactée par le fait qu’ils n’entrainent pas tous une hausse de la concentration
sérique d’AFP. Kitao et al. (2006) et Yamada et al. (1999) soulignent chacun le cas d’un chien dans
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leurs études présentant un carcinome hépatocellulaire, mais une concentration sérique d’AFP
comprise dans les valeurs usuelles des chiens sains. Les deux carcinomes hépatocellulaires se sont
avérés a lanalyse histologique étre peu différenciés, contrairement aux autres carcinomes
hépatocellulaires ayant provoqué une élévation marquée d’AFP. De plus, I'étude de Kang et al.
(2019) montre que chez le chien, les carcinomes hépatocellulaires développés dans un contexte de
maladie de surcharge glycogénique hépatique présentent une faible expression d’AFP. Ainsi,
certains carcinomes hépatocellulaires, suivant leur étiologie ou leur degré de différenciation,

pourraient entrainer un résultat faussement négatif lors du dosage de I'AFP sérique.

o L’AFP en tant que biomarqueur pronostique

A ce jour, aucune étude n’a été menée concernant les carcinomes hépatocellulaires chez le
chien afin d’établir une corrélation entre la concentration sérique d’AFP et les caractéristiques
histologiques, la taille de la tumeur, ou encore le stade d’extension tumoral. De plus, aucune étude
n’évalue le taux de survie sans récidive ou le taux de survie globale chez les chiens atteints de
carcinome hépatocellulaire en fonction des concentrations sériques d’AFP. Ainsi, 'AFP ne peut pas
étre a I'heure actuelle utilisée en tant que biomarqueur pronostique chez le chien atteint de
carcinome hépatocellulaire.

o L’AFP en tant que biomarqueur de suivi

Deux études chez le chien ont traité du potentiel de 'AFP dans le suivi des cas de carcinome
hépatocellulaire aprés exérese chirurgicale des lobes hépatiques atteints. Yamada et al. (1999) ont
dosé mensuellement 'AFP sérique chez 5 chiens entre une semaine a 8 mois. Tous les chiens ont
présenté une diminution importante de la concentration sérique d’AFP suite a I'exérése. Les chiens
ayant maintenu une faible concentration n’ont pas présenté de récidive tumorale, tandis qu’un chien
ayant présenté une augmentation progressive de la concentration a déclaré une récidive de
carcinome hépatocellulaire (figure 24). De la méme maniére, I'étude de Kitao et al. (2006) a évalué
la variation de concentration sérique d’AFP chez quatre chiens suite a I'exérése chirurgicale d’'un
carcinome hépatocellulaire. Les trois chiens ayant une concentration initialement élevée ont montré
une diminution importante de cette concentration suite a I'exérése (figure 23). Deux chiens ont
présenté une élévation importante de la concentration sérique d’AFP un an aprées la chirurgie,
toutefois les autopsies n’ont pas pu étre réalisées et les possibles récidives n’ont pas pu étre mises
en évidence.
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Figure 24 : Variations de la concentration Figure 23 : Variations de la concentration
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Ainsi, 'AFP sérique pourrait avoir un réle dans le suivi des individus atteints de carcinomes
hépatocellulaire suite a une procédure d’exérése chirurgicale dans le but de détecter la survenue de
récidive, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour le montrer. Toutefois, les
sensibilité et spécificité de ce marqueur concernant la détection de récidive tumorale n’ont pas été
étudiées par rapport aux techniques d’imageries et aux autres marqueurs de cytolyse hépatique ou
de cholestase tels que 'alanine aminotranférase (ALAT), I'aspartate aminotransférase (ASAT) ou la
phosphatase alcaline (PAL).

d. L’Antigéne Spécifique de la Prostate (PSA) et I’Estérase Prostatique Spécifique
Canine (CPSE)

L’un des biomarqueurs sanguins de cancer les plus connus chez 'Homme est I'antigene
spécifique de la prostate (PSA). Il s’agit d’'une protéine de la famille des protéases, produite par la
prostate, qui intervient dans la liquéfaction du liquide séminale par hydrolyse de la séminogeline
ainsi que de la fibronectine. La concentration sanguine considérée comme physiologique chez
’'Homme est estimée a moins de 4 ng/mL. Une augmentation de cette concentration peut témoigner
d’une pathologie bénigne telle qu’une hyperplasie bénigne de la prostate, d’'un phénoméne infectieux
atteignant la prostate, ainsi que d'une atteinte néoplasique (Barry et Simmons, 2017). Cette
multiplicité de causes d’augmentation de la concentration sanguine de la PSA impacte donc la
spécificité de ce test a détecter une atteinte tumorale de la prostate. De plus, bien que ce marqueur
fat approuvé par la FDA en 1986, sa large utilisation par la suite a permis d’étudier les performances
diagnostiques de ce test de maniére plus précise. Il a en effet été montré que les valeurs de
sensibilité de ce test a détecter un cancer de la prostate sont comprises entre 20% et 40%, et la
spécificité comprise entre 90% et 94% suivant le grade de cancer considéré (Barry et Simmons,
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2017). Eu égard a la prévalence de la maladie chez 'lhomme, allant jusqu’a plus de 111,6 cas pour
100 000 individus en Australie/ Nouvelle-Zélande (Taitt, 2018), il est compréhensible que la faible
sensibilité associée a une spécificité de 90%, entraine un nombre conséquent de faux positifs par
rapport aux vrais positifs, soit une valeur prédictive positive faible. Un résultat positif entrainant une
biopsie de la prostate, acte invasif qui provoque une diminution de la qualité de vie des sujets, ainsi
qu’'un nombre important de diagnostic par excés de cancer de la prostate, ce test est aujourd’hui
largement remis en cause par les comités d’experts (Barry et Simmons, 2017).

Chez le chien, la PSA n’est pas détectable dans le sang, que ce soit en condition
physiologique ou pathologique incluant les prostatites, hyperplasies bénignes de la prostate et
carcinomes prostatiques (Bell et al., 1995). Cette enzyme ne peut donc pas étre considérée comme
potentiel marqueur oncologique en médecine vétérinaire. Toutefois, une autre enzyme prostatique
se retrouve en concentration élevée dans le sang de chien présentant une atteinte de la prostate :
I'estérase prostatique speécifique canine (CPSE), protéase synthétisée par les cellules de I'épithélium
sécrétant de la prostate. Il a toutefois été montré que les affections néoplasiques de la prostate chez
le chien n’entrainent pas d’augmentation de sa concentration sanguine, et a ce jour, seule
I'hyperplasie bénigne de la prostate semble provoquer une augmentation de la concentration sérique
de cette enzyme (Bell et al., 1995 ; Pinheiro et al., 2017). Ainsi, la CPSE ne peut pas étre utilisée
comme biomarqueur diagnostique d’'une affection néoplasique de la prostate chez le chien.

e. L’hormone Anti-Mullerienne

L’'Hormone antimillérienne (AMH) est une glycoprotéine dimérigue, membre de la
superfamille des facteurs de croissance transformants 3. Elle est sécrétée par les cellules de Sertoli
chez les méles et par les cellules de la granulosa de petits follicules en croissance chez les femelles
(Walter et al., 2019). La principale fonction de I'AMH est l'inhibition développement des canaux de
Muller (précurseur des trompes utérines) lors de I'embryogenése chez 'homme. Une diminution de
la sécrétion d'’AMH apreés la puberté est décrite chez I'homme, le taureau et |'étalon. Chez la femme,
I'AMH est produite par les cellules de la granulosa aprés la puberté, elle empéche le recrutement de
follicules primordiaux dans le pool de follicules en croissance et diminue la réactivité des follicules
en croissance a I'normone folliculo-stimulante (Walter et al., 2019). Ainsi, cette hormone est étudiée
et utilisée concernant ses rbles de biomarqueur lors de tumeurs des cellules de la granulosa (TCG)
et des tumeurs des cellules de Sertoli (TCS).

e Les rdles biomarqueur de 'AMH chez ’'Homme

Chez la femme, il a été montré que 'AMH est un biomarqueur diagnostique des TCG
présentant de trés bons indices de performances. Il a été montré par plusieurs études que la
concentration sanguine en AMH est corrélée a la taille de la tumeur (Victoria et al., 2019).
Concernant la détection de tumeurs primaires, la sensibilité est comprise entre 76% et 91% d’aprés
la méta-analyse effectuée par Geerts et al. (2009). L’étude menée par Farkkila et al. (2015) montre
quant & elle une sensibilité égale a 92% pour la détection de TCG. La spécificité de ce test est
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estimée entre 91 et 100% suivant les études (Victoria et al., 2019). Il apparait ainsi que 'AMH est
un biomarqueur précis pour le diagnostic de TCG chez la femme, plus sensible que la concentration
sérique en inhibine, et plus spécifique que la concentration sérique en cestradiol, deux autres
hormones synthétisées par les cellules de la granulosa (Victoria et al., 2019).

De maniére intéressante, le potentiel de '’AMH en tant que biomarqueur de suivi lors de TCG,
a été investigué par différentes études. Plusieurs études ont montré que la concentration sérique
d’AMH a la suite d’'une exérése chirurgicale compléte, diminuait en quelques jours jusqu'a des
concentrations indétectables (Farkkila et al., 2015). Les auteurs suggeérent ainsi I'utilisation de 'AMH
en tant que biomarqueur de suivi ttmoignant du caractére complet de I'exérese chirurgicale lorsque
sa concentration diminue jusqu’a des valeurs indétectables.

L’étude menée par Lane et al. (1999) montre quant a elle, que parmi 56 femmes ayant subi
une exérése de TCG, 10 ont présenté des concentrations sanguines élevées persistantes dAMH
ou une élévation de celle-ci et ce, aprés une certaine période pendant laquelle cette concentration
fut comprise dans les valeurs usuelles, sans signes cliniques liés a I'atteinte tumorale. Des examens
d’'imagerie (scanner ou IRM) ont pu montrer que six d’entre elles présentaient une exérése tumorale
incompléte ou une récidive. Les quatre autres individus ont montré une élévation significative et
continue d’AMH sans visualisation de processus tumoral aux examens d’imagerie, laissant supposer
d’aprés les auteurs, une croissance lente et indétectable de la tumeur.

L'étude de Rey et al. (1996) montre des résultats similaires ; une élévation précoce de la
concentration dAMH fut notée chez les patientes ayant présentée une récidive tumorale aprées
ovariectomie, précédant la détection de ces récidives de 11 mois a 2 ans. Une patiente présentant
une résistance au protocole de chimiothérapie a montré une concentration d’AMH élevée de maniére
persistante.

Enfin, 'étude menée par Farkkila et al. (2015) montre qu’une élévation de la concentration
sanguine d’AMH a été notée chez 16 patientes parmi 123 atteintes de TCG ayant subi un traitement
chirurgical et/ou de chimiothérapie, sans mise en évidence macroscopique de récidive. Cette
augmentation de concentration sanguine d’AMH a précédé la détection de récidive
macroscopiqguement visible chez 11 d’entre elles (69%), en moyenne de 3,4 ans (0,7 — 8,2 ans). Les
cing autres patientes présentant une augmentation de concentration sanguine dAMH n’ont pas
développé de récidive détectable durant la période d’observation. Il est toutefois a noter que la
période de suivi de ces cing femmes fut significativement plus courte (en moyenne 2 ans) par rapport
a celle des 11 femmes ayant déclaré une récidive détectable (en moyenne 7,8 ans).

Ainsi, TAMH semble étre un biomarqueur sanguin présentant de trés bonnes valeurs en
termes de performance diagnostique chez les femmes présentant une TCG. Cette hormone semble
par ailleurs présenter un réel intérét en termes de suivi. En effet les concentrations obtenues chez
les individus en rémission compléte sont indétectables ou comprises dans les valeurs usuelles,
celles obtenues chez les individus dont le traitement chirurgical fut incomplet montrent une élévation
persistante aprés chirurgie, et les individus présentant une récidive tumorale montrent une
augmentation de cette concentration pouvant précéder la détection clinique de la tumeur de
plusieurs années. Toutefois, I'impact de la surveillance des récidives par ce biomarqueur sur la
survie des individus atteints reste a démontrer.
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e Les rOles biomarqueur de 'AMH en médecine vétérinaire

En médecine vétérinaire, compte tenu des enjeux importants de la reproduction dans ces
filieres, les concentrations sanguines dAMH en cas de pathologies de I'ovaire ont d’abord été
investiguées chez la vache et la jument. Il a été montré qu’'une augmentation de la concentration
sérique d’AMH au-dela du seuil limite fixé a 4 ng/mL est diagnostique de la présence de TCG, avec
une sensibilité évaluée a 98% par I'étude de Ball et al. (2013) menée sur 44 juments, pour lesquelles
cette tumeur fut confirmée par un examen histopathologique. De la méme maniére, I'étude menée
par EI-Sheikh Ali et al. (2013) a montré une augmentation significative de la concentration d’AMH
chez les vaches atteintes de TCG par rapport aux vaches cyclées sans pathologie ovarienne et aux
vaches présentant une maladie kystique des ovaires (figure 25).

Figure 25 : Diagramme en boite montrant les concentrations sériques d’AMH chez les
vaches atteintes de TCG (GTCT, n = 9), les vaches présentant une maladie kystique des
ovaires (COD, n = 8), et des vaches saines cyclées (PC, n = 25). (EI-Sheikh Ali et al., 2013)
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GTCT : Tumeur des cellules de la granulosa. COD : maladie kystique de I'ovaire. PC : groupe contrble.

Les auteurs de cette derniére étude avancent une valeur d’ASC égale a 99,2%, ainsi qu'une
sensibilité égale a 100% et une spécificité égale a 99,1% pour une valeur seuil fixée a 0,36 ng/mL.

Chez la chienne, I'étude de Walter et al. (2018) a montré une augmentation significative
d’AMH dans le sang chez les chiennes atteintes de TCG par rapport aux chiennes saines comme
aux chiennes présentant une autre pathologie ovarienne néoplasique ou une pathologie ovarienne
non néoplasique, notamment les kystes folliculaires ou lutéaux (figure 26)
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Figure 26 : Diagramme présentant les différentes concentrations sériques en AMH chez des
chiennes saines, atteintes de pathologies néoplasiques et non néoplasiques différentes.
(Walter et al., 2018)
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Control : groupe contréle. Subsurface cyst : Kyste sous-capsulaire. Follicular cyst : kyste folliculaire. Luteinized follikular cyst : kyste
folliculaire lutéinisé. Corpora lutea cyst : Kyste lutéal. GCT : tumeur des cellules a granulosa. Adenoma : Adénome. Carcnhioma :
carcinome. Dysgerminoma : dysgerminome. Sarcoma : sarcome.

Sur neuf chiennes présentant une TCG, cing ont montré une concentration sérique d’AMH
supérieure au seuil maximal de dosage du test. Toutefois, deux autres ont montré des taux compris
dans les valeurs prises par des chiennes présentant des kystes folliculaires lutéinisés, tel que
présenté sur la figure 26. Les auteurs de cette étude montrent que ce test permet d’obtenir une aire
sous la courbe ROC égale a 0,995, soit une trés bonne valeur en termes de performance
diagnostique. Pour une valeur seuil établie a 0,99 ng/mL, la sensibilité est évaluée a 100%, et la
spécificité a 94,44%. Pour obtenir une spécificité égale a 100%, la valeur seuil dans cette étude doit
étre fixée a 2,09 ng/mL, correspondant a une sensibilité égale a 88,89%. Ces valeurs montrent de
bonnes performances diagnostiques, bien que des chiennes présentant une TCG peuvent montrer
des valeurs de concentration sérique en AMH égales a celles de chiennes présentant certains types
de kystes ovariens. D’autres études seraient nécessaires chez la chienne, incluant un nombre plus
important d’animaux, pour confirmer ces résultats.
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Chez les chiens males, plusieurs articles scientifiques ont montré une augmentation de la
concentration sérique en AMH lors de TCS. L’étude menée par Holst et Dreimanis (2015) montre
une augmentation significative de la concentration sérique d’AMH chez les chiens présentant une
TCS (n = 6), par rapport aux chiens sains non castrés (n = 27) ainsi que par rapport a des chiens
présentant une autre pathologie testiculaire néoplasique ou une pathologie non néoplasique (n =
14). Tous les chiens présentant une TCS ont montré une concentration sérique d’AMH supérieure
a 22 ng/mL, tandis qu’aucun des chiens présentant une autre pathologie testiculaire n’excédait cette
concentration (figure 27). Toutefois, un des chiens non castrés sains, a montré une concentration
sérique d’AMH égale a 47 ng/mL. Ce dernier fut perdu de vue et aucun examen complémentaire n’a
pu étre effectué dans le but d’investiguer une potentielle pathologie testiculaire non révélée par la
palpation.

Figure 27 : Diagramme montrant les concentration sériques en AMH chez des chiens sains
non castrés ( C), des chiens présentant une tumeur des cellules de Sertoli (SCT), et des
chiens présentant d’autres pathologies testiculaires (TP). (Holst et Dreimanis, 2015)
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Dans le méme sens, Ano et al. (2014) ont également montré une augmentation de la
concentration sérique d’AMH chez un chien atteint de TCS (79,968 pmol/L) par rapport a deux
chiens sains non castré (25,91 pmol/L et 48,26 pmol/L) ainsi que deux chiens sains castrés (< 0,71
pmol/L). De plus, cet article décrit une diminution rapide de cette concentration, inférieure a 0,71
pmol/L trois et quatre mois aprées castration, soit des valeurs correspondant a celles des chiens sains
castrés.

Chez le chat, un cas a été rapporté montrant une concentration sérique d’AMH élevée chez
une chatte ayant présenté une TCG (5,7 ng/mL). Cette concentration était significativement plus
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élevée que celle de 8 femelles stérilisées et significativement plus élevée que celle de 4 femelles
entieres, dont la plus haute concentration sérique enregistrée était de 1,7 ng/mL. Deux mois apres
une procédure d’ovariohystérectomie, la concentration sérique d’AMH était inférieure au seuil
minimal de détection du test, soit inférieure a 0,04 ng/mL (Heaps et al., 2017).

Toutefois, le potentiel de 'AMH en tant que biomarqueur pronostique ou de suivi n’a pas
encore été évalué en médecine vétérinaire. Des études supplémentaires sont donc nécessaires
dans ce domaine. Il est également a noter que I'intérét diagnostique de ce marqueur est limité par
le fait que toute pathologie concernant les ovaires ou les testicules est majoritairement traitée par
exérese chirurgicale en médecine vétérinaire. Ainsi, un test diagnostique précis permettant de mettre
en évidence une TCG ou une TCS avant exérese chirurgicale est rarement nécessaire. Ainsi, des
études supplémentaires sont nécessaires pour établir la potentielle utilité clinique de ce marqueur
dans le suivi des animaux ayant présenté une TCG ou une TCS, et évaluer notamment sa capacité
a détecter des processus métastatiques aprés exérése chirurgicale.

f. La Thymidine Kinase 1

o Définition
La Thymidine Kinase est une enzyme de type phosphotransférase catalysant la réaction suivante :

ATP + thymidine <« ADP + TMP

Cette enzyme a donc pour réle de phosphoryler la thymidine, qui une fois sous forme
triphosphate (TMP) entre dans la composition de 'ADN en tant que nucléotide. Il existe deux formes
de cette enzyme ; la Thymidine Kinase 1 (TK1) et la Thymidine Kinase 2 (TK2). La TK1 est située
dans le cytosol, tandis que la TK2 est située dans la mitochondrie. Ainsi, lorsque la cellule est
guiescente (phase GO0), la quantité et I'activité de cette enzyme sont faibles, tandis que lors de la
phase de division cellulaire (phase S), la quantité et I'activité de cette enzyme sont élevée. On peut
donc aisément comprendre que lors de processus néoplasique impliqguant une multiplication
cellulaire importante, cette enzyme puisse de par son augmentation d’activité montrer un intérét en
tant que biomarqueur.

¢ La Thymidine Kinase en tant que biomarqueur en oncologie chez 'Homme

Chez 'Homme, il a été montré que plusieurs conditions pathologiques peuvent entrainer une
augmentation de TK1 sérique, telles que les infections, les processus inflammatoires et les
néoplasies (Jagarlamudi et Shaw, 2018).
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Une augmentation sérique de la concentration de TK1 peut donc résulter de nombreux
processus pathologiques : les proliférations tissulaires (prostate, tissu mammaire), certaines
infections (hépatites virales notamment), les inflammations, ainsi que les processus néoplasiques
(Jagarlamudi et Shaw, 2018). Ceci implique une diminution de la spécificité de ce test vis a vis des
néoplasies. En termes de surveillance, I'étude de Chen et al. (2008) montre que sur une large
population testée (plus de 11 000 individus), une élévation de la concentration de TK1 sérique
correspondait dans 83% des cas a une activité de prolifération tissulaire, pouvant étre maligne, pré-
cancéreuse, ou bénigne. Les auteurs de cette derniére étude suggérent donc l'utilisation de ce
marqueur dans la surveillance d’apparition des processus néoplasiques dans la population.

L’enzyme TK1 étant retrouvée dans le sang principalement sous forme active lors de
processus néoplasiques hématologiques, la mesure de son niveau d’activité dans un prélevement
sanguin est considérée comme un outil fiable dans la gestion de ces types tumoraux. Il a été montré
que l'activité de TK1 est corrélée avec le stade cliniqgue de la maladie, et les individus atteints a un
stade précoce mais présentant une activité élevée de TK1 sont plus souvent sujets a une forme
progressive de la maladie. De plus, I'activité de TK1 est corrélée au marqueur Ki-67, ainsi qu’a la
masse totale de cellules en division. Ainsi, elle peut refléter le caractére progressif de la maladie, et
est associée au pronostic des patients atteints (Jagarlamudi et Shaw, 2018). Les études montrent
que le dosage par immunomarquage (c’est-a-dire lors de I'appréciation de la concentration de TK1
par technique ELISA, sans prendre en compte son niveau d’activité) est significativement corrélé
avec le dosage de l'activité de TK1 ; des courbes ROC similaires sont obtenues pour le diagnostic
des processus néoplasiques hématologiques (aire sous la courbe ROC égale a 0,84 pour le dosage
de TK1 par méthode ELISA, et 0,79 pour le dosage de l'activité de TK1) (Jagarlamudi et Shaw,
2018).

Concernant les tumeurs solides, le niveau d’activité de TK1 dans le sang des patients atteints
est moindre que lors de néoplasies hématologiques. Ceci pouvant étre expliqué par le fait que
I'enzyme TK1 est libérée sous forme majoritairement inactive par les cellules tumorales de tumeur
solide contrairement aux tumeurs hématologiques qui libérent principalement cette enzyme sous
forme active. Ainsi, la majorité des études montrent que la concentration totale de TK1 dans le sang
est plus indiquée pour le diagnostic des tumeurs solides (figure 28, Jagarlamudi et Shaw, 2018).

Figure 28 : Courbes ROC étudiant les capacités de la concentration (a gauche) et de
I'activité (a droite) de la thymidine kinase pour diagnostiquer les patientes atteintes de
cancer du sein de stade Il (Jagarlamudi et Shaw, 2018).
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Une élévation significative de la concentration sérique de TK1 a été reportée pour de
nombreux types de cancers, incluant les tumeurs gastriques, ovariennes, de la prostate, du poumon,
de ';esophage ou mammaires (Jagarlamudi et Shaw, 2018).

Il a également été montré que la concentration sérique de TK1 lors de tumeur solide est
associée au stade clinique. Aussi, une concentration sérique de TK1 élevée apres une chirurgie de
résection ou une chimiothérapie est associée de maniére significative a une diminution de la survie,
ce qui permet d’attester du caractére pronostique de la concentration en TK1 sérique, et pourrait
étre marqueur d’'une progression de la maladie (Jagarlamudi et Shaw, 2018).

e La Thymidine Kinase 1 en tant que biomarqueur en oncologie chez le chien

o La Thymidine Kinase 1 en tant gue biomarqueur diagnostique

Chez le chien, quatorze articles scientifiques sont parus depuis 1997 concernant l'intérét de
la Thymidine Kinase 1 en tant que biomarqueur en oncologie.

En utilisant un substrat de cette enzyme marqué par un isotope radioactif (iode ou
hydrogéne) ou un élément chimioluminescent, il a été montré que I'activité de la TK1 se retrouve
augmentée particulierement dans le sang des chiens atteints de lymphomes et de leucémies
myéloides par rapport aux chiens sains (Nakamura et al., 1997 ; Euler et al., 2004 ; von Euler et al.,
2006 ; Von Euler et al., 2009 ; Thamm et al., 2012 ; Sharif et al., 2012 ; Kiran Kumar et al., 2013 ;
Kiran Kumar et al., 2015 ; Selting et al., 2016 ; Boyé et al., 2019). Les performances diagnostiques
exposées par certains de ces auteurs (ASC, sensibilité et/ou spécificité) de I'activité de TK1 pour
différencier les chiens atteints de processus néoplasiques hématopoiétiques des chiens sains sont
exposeés dans le tableau 4 ci-dessous.
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Tableau 4 : Performances diagnostiques de TK1 pour identifier les chiens atteints de
tumeurs hématopoiétiques (lymphomes et leucémies).

Nombre de | Nombre de
Etude chiens chiens ASC ROC | Sensibilité | Spécificité
atteints sains
Nakamura
0, 0,
et al., 1997 20 13 100% 100%
Euler et al.,
0, 0,
2004 52 21 0,975 92% 98,1%
Thamm et
[0)
al. 2012 14 24 0,92 80%
Sharif et al.,
0, 0,
2012 34 35 0,88 94% 68%
Kiran
Kumar et 43 42 0,84 79% 97%
al., 2015
Selting et
al. 2016 83 156 0,95
Ainsi, lactivit¢ de la TK1, significativement augmentée lors de tumeurs

hématopoiétiques, semble présenter de bonnes valeurs en termes de performances diagnostigues.
La plupart des études s’accordent sur le fait que les tumeurs solides n’entrainent pas d’augmentation
significative de I'activité de TK1 dans le sang (Nakamura et al., 1997 ; Euler et al., 2004 ; Sharif et
al., 2012 ; Kiran Kumar et al., 2013 ; Kiran Kumar et al., 2015). Cependant, Kiran Kumar et al. (2014)
montrent que chez 27 chiennes atteintes de tumeurs mammaires, l'activité de TK1 est
significativement augmentée par rapport a celle de 20 chiennes saines. De méme, I'étude effectuée
par 'équipe de Thamm et al. (2012) montre qu'une augmentation significative de I'activité de TK1
est notée chez les chiens atteints d’hémangiosarcome par rapport aux chiens sains, bien que ce ne
fat pas vérifié pour les chiens atteints de carcinome urothélial ni chez les chiens atteints
d’ostéosarcome. Enfin, une étude récente menée par Selting et al. (2016) montre une augmentation
significative mais peu importante de l'activité de TK1 chez les chiens atteints de mastocytomes,
hémangiosarcomes, carcinomes, sarcomes, mélanomes, sarcomes histiocytaires et
ostéosarcomes.

En 2013, I'équipe de Kiran Kumar et al. a montré que les chiens atteints de tumeurs solides
ne révélaient pas d’augmentation significative de I'activité de TK1 par rapport aux chiens sains.
Toutefois, par technique de western blot, ils mettent en évidence chez les chiens atteints de tumeurs
solides une augmentation importante de la concentration sanguine de cette enzyme, ce qui permet
d’affirmer la présence d’une fraction importante d’enzyme TK1 inactive dans le sang. Ainsi, en se
basant sur la concentration sanguine totale de TK1, les chiens atteints de tumeurs
hématopoiétiques, mais également les chiens atteints de tumeurs solides présentent une
augmentation significative par rapport aux chiens sains (tumeurs hématopoiétiques : ASC = 0,94,
sensibilité = 75%, spécificité = 94% ; tumeurs solides : ASC = 0,97, sensibilité = 71%, spécificité =
94%). Cette observation est confirmée par Kiran Kumar et al. (2014) qui montrent que la
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concentration sérique de TK1 permet de distinguer les individus atteints de tumeurs mammaires,
méme de stade peu avancé, et ce plus précisément que I'activité de cette enzyme (figure 29).

Figure 29 : Activité (A) et concentration (B) sériqgue de TK1 dans le sang de chiens sains,
atteints de tumeurs mammaires bénignes et malignes (Kiran Kumar et al., 2014)
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Kiran Kumar et al. (2015) ont élaboré un test ELISA permettant de mesurer la concentration
sanguine de TK1 chez 43 chiens atteints de tumeurs hématopoiétiques et 55 chiens atteints de
tumeurs solides (tumeurs mammaires, mastocytomes, mélanomes et autres), qui permet de montrer
une augmentation significative de cette concentration chez ces deux groupes par rapport a 42 chiens
sains. En déterminant comme valeur limite supérieure chez les chiens sains 0,47 ng/mL, les ASC
ROC, sensibilité et spécificitt de ce test pour distinguer les chiens atteints de tumeurs
hématopoiétiques des chiens sains étaient respectivement de 0,96 , 78% et 98%. En conservant la
méme valeur seuil, les ASC ROC, sensibilité et spécificité de ce test pour distinguer les chiens
atteints de tumeurs solides des chiens sains étaient respectivement égales a 0,88 , 60% et 97%.
Ces valeurs étaient nettement supérieures aux valeurs obtenues en utilisant le dosage de l'activité
de TK1 dans le sang (ASC ROC, sensibilité et spécificité tumeurs hématopoiétiques : 0,84 , 70%,
97% ; tumeurs solides : 0,59, 20%, 97%).

Deux études se sont intéressées a un index néoplasique intégrant les valeurs d’activité de
TK1 sérique ainsi que la concentration sérigue de protéine C réactive (CRP) chez les chiens atteints
de différents types de cancers (Selting et al., 2015 ; Selting et al., 2016). L'étude menée par Selting
et al. (2016) a montré une augmentation significative de l'activité de TK1 ainsi que de lindex
néoplasique chez les chiens atteints de différents types néoplasiques hématopoiétiques et non
hématopoiétiques (figure 30).
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Figure 30 : Distributions des valeurs d’activité de TK1 (A) et de I'index néoplasique (B)
illustrées par diagrammes en boite chez des chiens sains et atteints de différents types
tumoraux. Distributions des valeurs d’activité de TK1, de la CRP et de I'index néoplasique
chezles chien sains, atteints de tumeurs solides et hématopoiétiques (C). (Selting et al., 2016)
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Ctrl : groupe contrdle, Car : Carcinomes, Hist : carcinome histiocytaire, HSA : Hémangiosarcomes, LSA : Lymphomes, Mast :
Mastocytomes, Mel : Mélanomes, Ost : Ostéosarcomes, Sar : Sarcomes, Other : Autres. Les médianes des différents groupes sont
indiquées dans les tableaux situés sous les diagrammes en boite. * indique p < 0,05.

Dans tous les cas, sauf pour les mastocytomes, 'ASC ROC était plus élevée en utilisant
I'indice de néoplasie que I'activité de TK1 seule. La différence entre les deux ASC ROC pour chaque
type tumoral n'était cependant pas significative, sauf pour le sarcome histiocytaire dont I'indice
néoplasiqgue montrait une performance diagnostique significativement supérieure (p = 0,004).

L’étude menée par Selting et al. (2015) avait sélectionné 360 chiens apparemment sains et
les a suivis durant 6 mois dans le but d’évaluer l'intérét de I'index néoplasique dans la surveillance
d’apparition d’un processus tumoral. 11 chiens ont déclaré un cancer (3 hématopoiétiques et 8 non
hématopoiétques) durant la période de surveillance. Les valeurs initiales de 'indice néoplasique ont
permis de prédire 'apparition d’'un cancer dans les quatre mois avec une sensibilité et une spécificité
respectivement égales a 100% et 91%, et dans les six mois avec une sensibilité et une spécificité
respectivement égale a 82% et 91% (ASC = 0,93). Ces valeurs furent significativement supérieures
a celles obtenues lors de I'évaluation de l'activité de TK1 seule (sensibilité et spécificité a 4 mois :
89% et 84% ; ASC, sensibilité et spécificité a 6 mois : 0,84, 73%, 84%). Cette étude montre donc
que lindice néoplasique peut se révéler trés intéressant dans le diagnostic de processus
néoplasiques occultes.
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o La Thymidine Kinase 1 en tant que biomarqueur pronostique

En terme d’intérét pronostique, il a été montré que I'activité de TK1 augmentait avec le stade
d’avancement du cancer (Euler et al., 2004 ; Selting et al., 2016). De plus, une augmentation de
I'activité de TK1 supérieure a 30 U/L est significativement associée a une diminution du temps de
survie global chez les chiens atteints de lymphomes par rapport & une activité inférieure a 30 U/L
(médianes de survie respectivement égales a 1 mois et 9 mois) (Euler et al., 2004).

o La Thymidine Kinase 1 en tant que biomargueur de suivi

Enfin, plusieurs études se sont intéressées a l'intérét de TK1 en tant que biomarqueur
pharmacodynamique chez les chiens atteints tumeurs hématopoiétiques (lymphomes et leucémies)
en cours de traitement. L’ensemble de ces études s’accordent sur le fait que les chiens placés sous
chimiothérapie et montrant une réponse a cette derniére présentent une diminution significative de
I'activité de TK1, dont les valeurs rejoignent les valeurs usuelles en cas de réponse compléte (Euler
et al., 2004 ; Von Euler et al., 2009 ; Sharif et al., 2012 ; Elliott et al., 2013 ; Boyé et al., 2019). Ces
résultats sont également observés dans I'étude de Kiran Kumar et al. (2015) portant sur la
concentration sérigue de TK1. D’aprés ces mémes études, ces valeurs restent significativement
élevées en cas de non-rémission, ou augmentent au cours du traitement en cas de rechute. Boyé
et al., (2019) montrent chez 93 chiens atteints de lymphomes que [lactivité de TK1 est
significativement moins élevée en cas de réponse compléte par rapport a une rémission seulement
partielle (ASC = 0,90, sensibilité = 76%, spécificité = 100%, figure 31.A).

Figure 31 : Distribution des valeurs d’activité de TK1 chez des chiens sains et chez des
chiens atteints de lymphomes en fonction de leur réponse au traitement (A), et évolution au
cours de traitement chez les individus ayant présenté une rechute (B). (Boyé et al., 2019)
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De plus, cette étude montre qu'une augmentation de I'activité de TK1 peut prédire une
rechute quatre semaines avant une mise en évidence clinique (figure 31.B).
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Ainsi, autant chez 'lHomme que chez I'animal, la TK1 montre de bonnes valeurs en termes
de performances diagnostiques, pronostiques, et de suivi en oncologie, et semble donc étre un bon
candidat en tant que biomarqueur dans ce domaine, malgré un certain manque de spécificité de
cette enzyme pour les pathologies néoplasiques.
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C. Les biomarqueurs nucléiques

a. Les Acides Désoxyribonucléiques Circulants (ADN)

e Caractéristiques et r6les biomarqueurs de 'ADN circulant chez 'Homme

L'ADN libre circulant (cell-free ADN, ADNCcf) dans la circulation humaine a été signalé pour la
premiére fois en 1948 (Mandel et Metais, 1948). Il a été supposé que I'ADN circulant tumoral
(ADNCt) était un composant de I'ADNCcf car une élévation des concentrations d’ADNcf a été observée
chez les patients atteints de cancer (Leon et al., 1977). C’est plusieurs années plus tard qu'il a été
rapporté qu'une fraction de I'ADNcf présent dans le plasma des patients cancéreux provenait de
cellules cancéreuses (Stroun et al., 1989), suivie peu de temps aprés de la premiere détection de
mutation dans les fluides corporels : la détection du géne TP53 (dont le produit, la protéine p53, est
un facteur de transcription régulant de multiples fonctions cellulaires importantes comme la
régulation du cycle cellulaire, I'autophagie ou l'apoptose) muté dans l'urine de patients atteints de
cancer de la vessie (Sidransky et al., 1991). Les progrés technologigues ont par la suite contribué a
I'essor de l'utilisation de I'analyse génomique dans les applications de biopsie liquide.

En situation physiologique, la majorité de 'ADNcf est libéré par les cellules hématopoiétiques
(Sun et al., 2015). La présence d’ADNCcf a été observée dans des conditions physiologiques comme
pathologiques, incluant notamment I'exercice, les traumas, les accidents vasculaires cérébraux, les
infarctus du myocarde, le sepsis, le diabéte, le lupus (Antonatos et al., 2006 ; Campello Yurgel et
al., 2007 ; Breitbach et al., 2012 ; Dwivedi et al., 2012).

L’ADNCct est libéré par les cellules tumorales circulantes (CTCs) et des cellules tumorales
présentes au sein de la tumeur. Plusieurs études suggérent que les cellules au sein de la tumeur
constituent la principale source d’ADNct par rapport aux CTCs. En effet, de 'ADNct est détecté
méme en I'absence de CTCs dans le sang. Aussi, lorsque des CTCs sont présentes, la quantité
d’ADNct détectée est beaucoup plus importante qu'il ne serait attendu si elle était principalement
délivrée par les CTCs (Crowley et al., 2013 ; Bettegowda et al., 2014 ; Thierry et al., 2016). Les
processus d’apoptose et de nécrose ont été proposés comme les principaux mécanismes produisant
de 'ADNct a partir des cellules tumorales. En effet, la présence de nucléosomes (ADN formé autour
d’un cceur d’histones) évoque une origine de 'ADNct par apoptose, la présence d’ADNct de petite
taille évoque la possibilité que I'ADN soit dégradé par des nucléases et soit donc un produit de
phagocytose par les macrophages des cellules tumorales nécrotiques, tandis que la présence de
fragments d’ADNCct plus longs pourrait provenir directement de la nécrose cellulaire (Diehl et al.,
2005 ; Jiang et Lo, 2016 ; Thierry et al., 2016).

L’ADNct forme une partie trés réduite de I'ADN total circulant, il est donc particulierement
complexe de le détecter spécifiquement. Les mutations somatiques (mutations ponctuelles,
insertions, réarrangements), la variabilité du nombre de copies d’'un géne, I'aneuploidie et le degré
de méthylation sont utilisés pour identifier TADNct parmi '’ADNCcf, a I'aide de nombreuses méthodes
différentes (Leary et al., 2010 ; Leary et al., 2012 ; Chan et al., 2013 ; Murtaza et al., 2013 ; Douville
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et al., 2018). La taille des fragments d’ADNcf et ’ADNct a également été proposée comme moyen
de différenciation. En effet, des études ont montré qu’une fraction de '’ADNct est composée de
fragments en moyenne plus courts que ceux d’ADNCcf. Ainsi, évaluer la présence de mutations parmi
cette fraction enrichie d’ADN circulant de petite taille pourrait augmenter la sensibilité de détection
en améliorant le ratio ADNct/ADNcf (Mouliere et al., 2011 ; Thierry et al., 2016). La sensibilité et la
spécificité de chacun de ces moyens d’identification sont variables, et directement dépendantes de
la méthode employée.

De nombreuses techniques permettent de détecter de 'ADN circulant dans le sang. Tout
d’'abord, nombre d’entre elles se basent sur la réaction de polymérisation en chaine (PCR).
Toutefois, les technologies les plus récentes se basent sur les méthodes de séquencages de
nouvelle génération (next-generation sequencing-based methods, NGS), ou méthodes de
séquencage a haut débit. Ce sont des méthodes trés sensibles, permettant d’identifier et d’amplifier
plusieurs milliards de séquences en méme temps, analysées par informatique. Il est ainsi possible
d’obtenir en quelques jours l'identification compléete d’'un génome, d’identifier et de quantifier toute
mutation présente, et plus seulement les mutations connues et ciblées spécifiquement (Gilson,
2020). Bien que ces technologies soient plus performantes que celles basées sur la PCR, leur co(t
et leur apparition récente les rendent peu accessibles méme dans le domaine de la recherche. Elles
devraient toutefois étre de plus en plus utilisées a I'avenir, offrant de nombreuses perspectives.

Une caractéristique importante de I'ADN circulant est qu’l posséde une demi-vie
particulierement courte. Des études chez la femme enceinte ont montré que le temps moyen de
réduction par deux de 'ADN feetal circulant était de 16,3 minutes (de 4 a 30 minutes au total). Une
étude chez un patient atteint de cancer colorectal pour lequel le plasma fut régulierement prélevé
juste aprés résection de la tumeur a montré une demi vie de 'ADNct de 114 minutes (Diehl et al.,
2008). Ainsi, par cette demi-vie particulierement courte, les quantités d’ADNct mesurées pourraient
refléter I'état de la tumeur au moment du prélévement, ce qui aurait toute son importance lors du
suivi des patients.

De plus, il a été montré grace a différentes propriétés de '’ADNct, qu’il était possible de
déterminer le tissu d’origine de ’ADNCct identifié. En effet, plusieurs études montrent que les profils
de méthylation des ADNct présentent une bonne corrélation avec les profils de méthylation
référencés des tissus a l'origine de la tumeur (Sun et al., 2015 ; Lehmann-Werman et al., 2016).
L’étude menée par Hao et al. (2017) a également utilisé le profil de méthylation de 'ADNct pour
déterminer les sites de métastases chez les patients atteints de cancer du célon. Aussi, Snyder et
al. (2016) montrent dans une cohorte de plusieurs patients atteints de cancer que le profil
d’espacement des nucléosomes sur les ADNct correspondait a celui présent au sein des tissus
contenant la tumeur chez plusieurs d’entre eux. Ainsi, une combinaison des changements
somatiques et épigénétiques pourrait rendre possible la détection d’'un processus tumoral, ainsi que
déterminer sa localisation. Enfin, une étude récente basée sur un algorithme d’intelligence artificielle
intégrant les informations issues de '’ADNCct ainsi que plusieurs biomarqueurs protéiques a permis
d’augmenter la sensibilité de détection d’'un cancer, mais également d’indiquer les localisations
possibles du site tumoral primaire (Cohen et al., 2018).

Une derniére caractéristique majeure concernant 'ADNct est sa capacité a refléter
I'hétérogénéité du processus néoplasique en cours chez ces patients. En effet, les caractéristiques
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génétiques, et notamment les mutations génétiques, des cellules tumorales peuvent étre
hétérogénes au sein d’'une méme tumeur, entre les différentes tumeurs d’'un méme patient, ou
encore entre les tumeurs primaires et les métastases développées. Ces profils de mutations ou
variations au sein de 'ADN des cellules tumorales sont essentielles a connaitre pour I'établissement
d’un traitement ciblé, puisque certains traitements ciblent le produit de certains génes, tandis que
certaines mutations génétiques sont connues pour induire une résistance a ces traitements. Le
génotypage des tissus tumoraux est donc actuellement I'approche standard pour la caractérisation
des profils génétiques tumoraux au moment du diagnostic. Cependant, cette approche présente
plusieurs limites : premiérement, la grande majorité des génotypages des tissus tumoraux se
concentrent sur une seule ou quelques anomalies génétiques dans les genes principaux qui ont
démontré une valeur pronostique et/ou prédictive, ignorant 'ensemble des mutations possibles.
Deuxiémement, I'échantillonnage tissulaire unique ne permet pas de saisir 'hétérogénéité génétique
entre des sites tumoraux distincts et séparés dans I'espace chez un patient atteint de cancer. Aussi,
les biopsies partielles des tumeurs unigues limitent leur caractérisation génétique compléte puisque
certaines régions de la tumeur ne seront pas atteintes. Enfin, certaines tumeurs ou métastases sont
peu ou pas atteignables, en raison du caractére invasif de I'acte. (Gerlinger et al., 2012 ; Perdigones
et Murtaza, 2017 ; von Bubnoff, 2017). Ainsi, 'analyse de 'ADNct en tant que biopsie liquide pourrait
étre un moyen peu invasif d’outrepasser ces limites, et déterminer I’hétérogénéité tumorale des
patients, tel que le présente la figure 32 ci-dessous.

Figure 32 : Les différents types d’hétérogénéité tumorale identifiés par le génotypage de la

tumeur et de ’ADNCct. (Scherer, 2020)
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En effet, diverses études récentes ont suggéré que le génotypage de I'ADNct pourrait avoir le
potentiel de surmonter ces lacunes précédemment citées grace a sa capacité a identifier les profils
génétiques de tous les sites tumoraux, a condition que les facteurs technigues limitants tels qu'un
taux élevé de bruit de fond puissent étre surmontés (Perdigones et Murtaza, 2017).

Par exemple, Chan et al. (2013) ont analysé par séquencage a haut débit cing échantillons de
tissus tumoraux distincts ainsi qu'un échantillon de plasma provenant d'une patiente atteinte de
cancers du sein et de l'ovaire. Les auteurs ont constaté que les échantillons de cancer de I'ovaire
(quatre) et du sein (un) présentaient des schémas d'anomalies génétiques sensiblement différents.
L'ADNCct a cependant permis d’identifier toutes les anomalies des deux types de cancer dans le
plasma et a permis une estimation quantitative des contributions de chaque site de cancer (Chan et
al. 2013). Dans une autre étude, De Mattos-Arruda et al. (2014) ont effectué un génotypage ciblé
sur un panel de 300 génes chez une patiente atteinte d'un cancer du sein métastatique et ont évalué
la concordance entre les anomalies génétiques trouvées dans la tumeur primaire, les métastases
hépatiques et les échantillons de plasma. L'ADNct a permis d’identifier toutes les mutations qui
étaient soit partagées entre les sites tumoraux primaires et métastatiques, soit uniques aux deux.
En outre, la surveillance de ces anomalies dans le plasma au fil du temps a permis une évaluation
précise de la réponse tumorale a la thérapie ciblée. Murtaza et al. (2015) ont évalué I'hétérogénéité
intra-tumorale dans des biopsies multiples et des échantillons de plasma prélevés sur une patiente
atteinte d'un cancer du sein métastatique sur une période cliniqgue de 3 ans. Dans cette étude, les
auteurs ont constaté que l'analyse de I'ADNct reflétait la proportion d’anomalies génétiques
déterminée par le séquencage de huit échantillons tumoraux distincts. Enfin, la premiére analyse de
séquencage comparative chez 100 patients atteints de cancer pulmonaire non a petites cellules a
un stade précoce a été récemment réalisée par Abbosh et al. (2017). Les auteurs ont comparé les
profils de mutations de I'ADNct avec ceux identifiés par analyse des échantillons de tumeurs. Au
moins deux anomalies tumorales ont été trouvées dans 46 des 96 échantillons d’ADNct (48%). Dans
les cas présentant de I'ADNct, presque toutes les mutations (94%) partagées entre toutes les régions
tumorales ont été détectées par le génotypage de I'ADNct, tandis qu'une minorité seulement (27%)
des anomalies uniques a une région tumorale ont pu étre identifiées. Les auteurs soulévent toutefois
gue la réussite a identifier I'nétérogénéité intra-tumorale dans le plasma était associée au sous-type
histologique : I'ADNct était détecté dans la majorité des carcinomes épidermoides pulmonaires
(97%), tandis que ce génotypage non invasif a échoué chez 81% des patients atteints
d'adénocarcinomes pulmonaires. Ces études démontrent que le profil génétique de I'ADNct
représente probablement la stratégie la plus précise, et en méme temps la moins invasive, pour
identifier I'nétérogénéité tumorale chez les patients cancéreux. Cependant, une partie de la
littérature suggére que des améliorations techniques sont nécessaires pour augmenter la sensibilité
de détection des anomalies présentées par des petites sous-populations cellulaires tumorales,
présentes en faible nombre.

L’ADNCct a été observé et caractérisé dans de nombreux types de cancer : cancer du sein,
cancer colorectal, cancer des ovaires, cancer du poumon, cancer gastrique, cancer pancréatique,
mélanome, etc. (Sausen et al., 2015 ; Calapre et al., 2017 ; Phallen et al., 2017). Le cancer du sein
et le cancer colorectal ayant un fort impact au sein de la population mondiale, les études
s’intéressant a caractériser leurs différents biomarqueurs font partie des plus nombreuses. Ainsi, les
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différentes utilisations de ’ADN circulant en tant que biomarqueur en oncologie humaine seront par
la suite principalement illustrées sur la base des études concernant ces deux types de cancers.

o L’ADN circulant en tant que biomarqueur diagnostique

Concernant le cancer du sein, une méta-analyse récente a rapporté sur la base de 24 études
une sensibilité égale & 70% et une spécificité égale a 87% de I’ADNcf pour la détection du cancer
du sein. En considérant seulement 6 des 24 études utilisant une méthode moderne quantitative
d’évaluation de I'ADNct, les performances en termes d’outil diagnostique étaient largement
améliorées, avec une sensibilité et une spécificité respectivement égale a 88% et 98%. Ces valeurs
rejoignent voire dépassent aisément celles notamment de la mammographie numérique (Lin et al.,
2017). Toutefois il est a noter que certaines études inclues dans cette méta-analyse comprenaient
des cancers du sein peu avancés, tandis que d’autres comprenaient des cancers du sein
métastasés. Une étude récente menée sur 32 patientes atteintes de cancers du sein de stade | a ll
par séquencage a haut débit a permis d’identifier des mutations somatiques d’intérét parmi ’ADNcf
(figure 33) dans 19 cas (59%) (Phallen et al., 2017). En sachant que la quantité d’ADNct est bien
plus importante lors de cancer du sein métastasé qu'en phase précoce, et que des variations
importantes peuvent étre enregistrées parmi les patientes présentant un cancer de méme stade
(Bettegowda et al., 2014), les auteurs suggérent que les sensibilité et spécificité de 'ADNct dans la
surveillance d’apparition du cancer du sein devraient étre évaluées par de larges études
prospectives et des populations homogenes.

Figure 33 : Fractions d’ADNct parmi ’ADNCcf isolé chez des patients sains et des patients
atteints de cancers colorectaux, du sein, du poumon, ou de I'ovaire (C), et en fonction du
stade tumoral (D). (Phallen et al., 2017)
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Concernant le cancer colorectal, une récente méta-analyse menée par X. Wang et al. (2018)
inclut 14 études utilisant 'ADNCcf ou les séquences Alu (courts fragments d'ADN appartenant a la
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famille des petits éléments nucléaires intercalés) pour la détection de ce cancer, totalisant 1258
avec une aire sous la courbe ROC égale 40,8818 (RV+ = 8,295, RV- =0,300). Les auteurs concluent
que la performance diagnostique de I’ADNcf dans le cadre du cancer colorectal présente une
sensibilité encore insuffisante mais une spécificité acceptable. L’étude effectuée par Bettegowda et
al. (2014) a montré par séquencage de nouvelle génération que la détection de cancer colorectal de
stade | et Il fut possible dans respectivement 47% et 55% des cas, tandis que I'étude menée par
Phallen et al., (2017) utilisant une autre technique de séquencage de nouvelle génération montre
que les cancers colorectaux de stade | et Il furent détectés dans respectivement 50 et 89% des cas.

Le profil de méthylation de certains promoteurs de génes peut, lorsqu’il est modifié, indiquer
que ces brins d’ADN circulants proviennent de cellules tumorales, et ainsi faire partie de 'ADNct.
Ainsi, la détection de la méthylation du promoteur du géne de la Septine 9 (impliquée dans le
phénotype oncogénique du cancer colorectal) a permis d’identifier les cancers colorectaux avec une
sensibilité égale a 74,8% et une spécificité égale a 87,4% (Jin et al., 2015). Cette derniére étude a
montré que ce test identifiait des cancers colorectaux de stade | a 66,7%, de stade Il a 82,6%, de
stade Ill & 84,1% et de stade IV a 100%. Enfin, une combinaison de mesures de différents
paramétres a été proposée par I'essai CancerSEEK, dont 'TADNct et 'ACE, et a permis l'identification
de huit différents types tumoraux en phase précoce (Cohen et al., 2018). Plus de 65% des cancers
colorectaux en phase précoce ont été détectés par cette étude.

Il est a noter que 'amélioration des techniques a venir dans les prochaines années telles que
la plasmapherése, ou la sélection des fragments de taille comprise entre 90 et 150 paires de bases
avant séquencage pourrait améliorer la détection des faibles quantités d’ADNct couramment
rencontrées lors de cancer en phase précoce, et ainsi améliorer la sensibilité de ce test diagnostique.
En effet, une étude a déterminé que 'ADNCct est généralement plus fragmenté que I'ADNCcf, avec un
enrichissement maximal de 'ADNct en fragments de taille comprise entre 90 et 150 paires de bases
(Mouliere et al., 2018). Cette étude montre que les performances diagnostiques de ’ADNct a
détecter un cancer sont remarquablement améliorées aprés sélection des fragments d’ADN de 90
a 150 paires de bases. lllustrée par la figure 34 ci-dessous, I'étude de 48 patients atteints de cancer
et 46 patients sains a permis de calculer l'aire sous la courbe ROC pour la détection de cancer a
'aide de I'ADNct, qui sans enrichissement était égale a 0,64 (courbe verte) tandis qu’aprés un
enrichissement in vitro (courbe orange) cette aire était égale a 0,97.

Figure 34 : Courbes ROC étudiant la capacité de ’ADNct a détecter un cancer (48 individus
atteints de cancers variés et 46 individus sains), montrant une ASC égale a 0,64 sans
sélection par rapport a la taille des fragments d’ADN (courbe verte), a 0,78 apres sélection
in silico, et & 0,97 aprés sélection in vitro. (Mouliére et al. 2018)
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o L’ADN circulant en tant que biomarqueur pronostigue

La quantité d’ADNct est dans la plupart des études augmentée en fonction du stade
d’avancée du processus tumoral, tel que peut le montrer la figure 35 (Bettegowda et al., 2014 ; Zhou
et al., 2019). Ainsi, une quantité importante d’ADNCct peut étre témoin d’une atteinte tumorale plus
importante, et est ainsi li€ée a un pronostic plus sombre.

Figure 35 : Pourcentages de patients atteints de cancers colorectaux, gastro-oesophagiens,
pancréatiques et mammaires sous forme localisée et métastatique présentant une quantité
détectable d’ADNct (A). Quantité d’ADNct totale mesurée chez les patients atteints de
cancers en fonction du stade d’avancement tumoral (C). (Bettegowda et al., 2014).
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Aussi, une augmentation de la quantité totale d’ADNcf et d’ADNct dans le sang a été associée
a un moindre taux de survie globale. En effet, 'étude de Fujita et al. (2012) incluant 336 patientes
atteintes de cancer du sein de stade | & Il a montré par une analyse multivariée qu’'une quantité plus
importante d’ADNCct était associée a une plus faible durée de survie sans maladie (HR = 2,7, IC95%
= [1,5-4,9], p=0,001) et une plus faible durée de survie globale (HR = 4,0, 1C95% = [1,6-10,1],
p=0,003) comparativement aux patients présentant une quantité intermédiaire ou faible d’ADNct. La
méme équipe soutient des résultats comparables parmi des patientes atteintes de cancer du sein et
recevant une chimiothérapie néoadjuvante (Fujita et al., 2014). Toutefois, I'étude de Garcia-Murillas
et al. (2015) n’a pas trouvé de valeur pronostique en termes de durée de survie sans maladie chez
les patientes atteintes de cancer du sein peu avancé présentant une quantité d’ADNct détectable
au moment du diagnostic (n=29) comparé a celles ne présentant pas de quantité détectable d’ADNct
(n=13). De surcroit, 'analyse des mutations détectées sur 'ADNct des patients a montré que
certaines mutations sont associées a un moins bon pronostic. Par exemple, I'essai clinique de phase
[l EFECT a analysé 227 échantillons de plasma de patientes atteintes de cancer du sein métastase,
et a montré que la détection initiale d’'une mutation sur le géne ESR1 était significativement associée
a une moindre durée de survie sans progression sous traitement a base d’exemestane ou fulvestrant
(Turner et al., 2019).
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Une méta-analyse effectuée par Basnet et al. (2016) a montré que la détection d’ADNcf dans
le plasma était associée a une survie sans récidive moins longue (HR = 2.78, IC95% = [2.08-3.72])
ainsi qu’une plus courte survie globale (HR = 3.03, IC95% = [2.51-3.66]) chez les patients atteints
de cancer colorectal, indépendamment du stade de la maladie, de la taille de la tumeur, des autres
marqueurs tumoraux ainsi que de la méthode de dosage employée. Une autre étude concernant 97
patients atteints également de cancer colorectal métastatique, suivis durant 36 mois, a montré que
la présence d’ADNCcf était associée a une durée de survie significativement moins longue (18,07
mois contre 28,5 mois) (El Messaoudi et al., 2016). De plus, d’autres paramétres dans cette étude
étaient corrélés avec une durée de survie globale plus courte : le taux d’ADNct présentant des
mutations ciblées, ainsi que le nombre de mutations retrouvées chez les patients, tel que le montre
la figure 36. Cette observation quant a une survie globale plus courte chez les patients atteints de
cancer colorectal métastasé présentant un ADNcf détectable a également été confirmée par la méta-
analyse menée par Fan et al. (2017).

Figure 36 : Courbe de Kaplan-Meier présentant les taux de survie globale en fonction de la
quantité élevée (>3,06ng/mL, ligne rouge) ou faible (<3,6ng/mL, ligne noire) d’ADNct (mA)
chez les patients atteints de cancer colorectal. (El Messaoudi et al., 2016)
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o L’ADN circulant en tant que biomarqueur prédictif

La plupart des apports prédictifs de 'ADNct sont basés sur les mutations détectées, dont
certaines permettent de prédire une résistance a un traitement. En effet, certains traitements ciblent
des protéines, en général de surface, dont la mutation implique une résistance a ce traitement. La
plupart de ces résistances sont prédites par le génotypage issu des biopsies tissulaires effectuées
sur les tumeurs primaires et/ou métastatiques. La détection de ces mutations parmi I’ADN tumoral
circulant laisse donc envisager la possibilité de prédire 'ensemble des résistances tumorales a 'aide
d’'un prélévement bien moins invasif que les biopsies. Plusieurs études montrent une grande
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concordance entre les mutations détectées au sein de '’'ADNCct et des biopsies de tumeurs (Murtaza
et al., 2013 ; Murtaza et al., 2015).

Par exemple, des études rétrospectives ont montré parmi de larges populations de patientes
atteintes de cancer du sein métastasé que la réponse au traitement ciblant le récepteur HER2 était
moins bonne lors de mutation au niveau du géne PI3K (hétérodimére impliqué dans la prolifération
et croissance tumorale). Une récente méta-analyse rassemblant 247 patientes a montré que
'analyse de I’ADNcf permettait de diagnostiquer une mutation au niveau de PI3K avec une
sensibilité de 86% et une spécificité de 98%, permettant de proposer I'analyse de 'ADNcf comme
un outil fiable pour déterminer le statut PI3K des patientes atteintes de cancer du sein (Zhou et al.,
2016).

De la méme maniere, concernant le cancer colorectal, la thérapie basée sur des anticorps
anti-EGFR est aujourd’hui un traitement standard de premiére intention. Elle ne peut toutefois étre
mise en place que chez les patients dont les cellules tumorales ne présentent pas de mutation sur
les génes KRAS et NRAS. Une étude prospective ColoBEAM menée par Harle et al. (2019) a montré
une grande concordance concernant le statut de ces génes entre la biopsie tumorale et 'ADNCct,
avec une précision de 89,3% (Se = 87,5%, Sp = 92%) chez les patients n’ayant pas recu de
chimiothérapie. Cette étude confirme donc que I'’ADNct peut étre considéré comme marqueur
substitutif du statut de mutation des cellules tumorales déterminé par biopsie tumorale.

o L’ADN circulant en tant que biomarqueur pharmacodynamique

L’ADN circulant a montré différentes utilités trés intéressantes pour le suivi des patients atteints
de processus néoplasiques. Notamment, I'évolution de la quantité d’ADN circulant permet de suivre
I'évolution de la charge tumorale et ainsi d’attester de l'efficacité ou non d’'un traitement, et la
détection précoce de récidives. D’autre part, comme précédemment indiqué, I'analyse de '’ADNct
permet d’identifier I'hétérogénéité tumorale. Ainsi, le suivi de I'ADNct permet de suivre
I'hétérogénéité tumorale, et d’identifier 'émergence ou la sélection d’un type cellulaire au court d’'un
traitement (figure 37). Cette derniére indication est donc particulierement importante dans le choix
de traitements de seconde intention.
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Figure 37 : Applications de I’analyse de ’ADNct dans la gestion de la maladie au cours du
traitement. (Wan et al., 2017)
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Concernant le cancer du sein, Garcia-Murillas et al. (2015) montrent que chez 7 patientes
parmi 37, de 'ADNCct a pu étre détecté entre deux et quatre semaines aprés chirurgie, et a été
associé a un fort risque de récidive (HR = 25,1, IC95% = [4-130]). Au cours du suivi, de 'ADNct a
pu étre détecté chez 12 patientes parmi 15 ayant connu une récidive, et cette détection précédait la
mise en évidence clinique de récidive de 7,9 mois en moyenne. De plus, Dawson et al. (2013) ont
montré que parmi 30 femmes atteintes de cancer du sein et présentant une anomalie génétique
détectable par biopsie, 29 (97%) présentaient de 'ADNct détectable dans le plasma. Une
augmentation du taux d’ADNCct a reflété la progression de la maladie chez 17 parmi 19 femmes, et
précédait en moyenne de 5 mois la mise en évidence de progression par imagerie. Cette étude
montre également que la présence de cellules tumorales circulantes a été mise en évidence chez
seulement 87% (27/30) des femmes, et une €élévation du marqueur CA15-3 chez 78% (21/27) d’entre
elles. De plus, les taux d’ADNct ont montré une variation dynamique plus importante et une meilleure
corrélation avec les variations de la charge tumorale comparativement aux deux autres
biomarqueurs.

Des observations semblables sont mises en évidence concernant le cancer colorectal.
L’équipe de Tie et al. (2015) note qu’une diminution significative de la quantité d’ADNCct était
observée avant un second cycle de chimiothérapie et correspondait aux réponses objectivées par
examen tomodensitométrique effectué a 8-10 semaines de traitement. Une forte réduction était
associée a une plus longue survie sans progression, bien que cette association n’ait pas été
significative. Une seconde étude du méme auteur analysant 1046 échantillons plasmatiques chez
230 patients atteints de cancer colorectal de stade Il, montre qu’'une quantité détectable d’ADNct
post-opératoire était associée a une plus faible durée de survie sans récidive. Les auteurs concluent
gue la détection aprés résection chirurgicale de cancer colorectal de stade |l permet de mettre en
évidence la présence de maladie résiduelle et d’identifier les patients a haut risque de récidive (Tie
etal., 2016). Garlan et al. (2017) ont également démontré que les patients présentant une diminution
du taux d’ADNCcf aprés un premier ou un deuxiéme cycle de chimiothérapie montrent une meilleure

réponse au traitement a travers des durées de survie sans progression et survie globale
significativement plus longues que ceux ne présentant pas ou peu de diminution (survie sans
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progression : 8.5 versus 2.4 mois: HR = 0,19, IC95% = [0,09-0,40], p < 0.0001 ; survie globale :
27.1 versus 11.2 mois : HR = 0,25, 1C95% = [0.11-0.57], p < 0.001).

L’étude de Misale et al. (2012) a décrit 'apparition de la mutation du géne KRAS détectée au
sein de 'ADNcf des patients atteints de cancer colorectal traités par des anticorps anti-EGFR 10
mois avant |la détection de récidive par les moyens d’imagerie. Une autre étude montre également
que le génome des tumeurs colorectales s’adapte dynamiquement en fonction des thérapies mises
en place (Siravegna et al., 2015). Dans cette étude, cing patients recevant une thérapie anti-EGFR
ont montré '’émergence d’une mutation du géne KRAS dans I'’ADN circulant, évoquant la possibilité
d’apparition de clones cellulaires présentant une nouvelle mutation au niveau du site KRAS au cours
du traitement. De plus, cette étude montre que la fréquence de cette mutation a diminué lorsque le
traitement anti-EGFR fut suspendu et substitué par un second traitement de chimiothérapie,
permettant par la suite la remise en place du traitement anti-EGFR. L’ensemble de ces données met
en évidence que les différents cycles de traitements peuvent étre ajustés en fonction des données
issues de I'analyse de ’ADNCct.

e Roéles biomarqueurs de I'ADN circulant chez le chien

o L’ADN circulant en tant que biomarqueur diagnostique

Un nombre restreint d’études a été réalisé concernant I'intérét de '’ADN circulant en oncologie
chez le chien.

Plusieurs études se sont intéressées a la variation de quantité d’ADNcf chez les chiens atteints
de processus néoplasique. La plupart de ces études montrent une augmentation significative de la
quantité d’ADNcf chez les patients atteints de processus néoplasique par rapport aux chiens sains
(tableau 5).
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Tableau 5 : Etudes montrant la différence de quantité d’ADNcf entre des groupes de chiens
atteints de processus néoplasiques et des groupes de chiens sains.

T
ypes Quantité ’ADNcf | Quantité d’ADNcf
Etude tumoraux . Valeur de p
e i s — Tumeurs — Sains
étudiées
Letendre et
8,1 yg/mL (5,1 — 4,4 yg/mL (0,6 —
Goggs, Sarcomes 0,003
1 =1 =1
(2017) 58),n=15 8,5),n=15
Fragments courts : Fragments courts : | Fragments
128,5 ng/mL (56,85 - | 28,8 ng/mL (6,5 — courts : p =0,018
Beffagna et Tumeurs 200,2) 51,1)
al., (2017) mammaires Fragments longs : Fragments longs : Fragments
87,48 (33 — 142) 18,25 (3,9 — 32,6) longs : p = 0,009
n=44 n=10
Différentes 6 290 ng/mL (51 — 481 ng/mL (205 —
Tagawa et
al., (2019) tumeurs 11 500) 802) 0,011
h malignes n=>50 n=11
ez 583 pg/L (550 -
Burnett et al., | Différentes 730 ug/L * HO/L (
(2016) tumeurs n=19 610) <001
- n=24
Schaefer et Néoplasies 15,72 ng/mL** (0 — 4 ng/mL (1 —15) < 0.0001
al., (2007) lymphoides 91).n=24 n=40 '

* Valeur approximative obtenue par lecture graphique, valeur exacte non fournie par I'étude.

** Valeur obtenue apres application du facteur de multiplication fourni par I'étude entre la quantité
d’ADNCcf obtenue chez les individus sains et ceux atteints de processus néoplasiques lymphoides.

Ainsi, il existe plusieurs démonstrations de 'augmentation de la concentration plasmatique
d’ADNcf chez les chiens atteints de processus néoplasiques. Outre cette observation, plusieurs
données issues de ces études sont a noter : deux études incluant différents types de tumeurs
soulévent que les individus atteints de néoplasies lymphoides montrent une quantité d’ADNcf
plasmatique significativement plus importante que les autres types d’atteintes néoplasiques
(Schaefer et al., 2007 ; Tagawa et al., 2019). De plus, les Iésions néoplasiques malignes montrent
une quantité plasmatique d’ADNCcf significativement supérieure (Tagawa et al., 2019), ou un index
d’intégrité (rapport entre le nombre de fragments longs et courts d’ADNCcf) significativement inférieur
(Beffagna et al., 2017 ; Tagawa et al., 2019) aux valeurs obtenues chez les chiens présentant des
tumeurs bénignes.

Aussi, I'étude de Tagawa et al. (2019) montre que la quantité d’ADNcf plasmatique est
corrélée avec le stade clinique ; une augmentation significative (p<0,001) de cette quantité est notée
chez les individus présentant une atteinte métastatique par rapport aux chiens ne présentant pas de
métastase (figure 38), permettant d’obtenir une aire sous la courbe ROC égale a 0,833 pour la
performance de la quantité plasmatique d’ADNcf a diagnostiquer une atteinte métastasée (figure
38).
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Figure 38 : Diagramme (a gauche) montrant la concentration plasmatique d’ADNcf chez les
chiens présentant un cancer métastasé (With DM) et non métastasé (Without DM). Courbe
ROC (a droite) montrant les capacités diagnostiques de la concentration plasmatique
d’ADNCcf a détecter la présence de métastases chez les chiens présentant une atteinte
néoplasique maligne. (Tagawa et al., 2019)
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Il est toutefois a noter que certaines études ne consolident pas ces résultats. En effet, I'étude
de Schaefer et al. (2007) précédemment citée, conclut a une absence de différence significative
entre les quantités d’ADNcf plasmatique des chiens sains et de ceux atteints de sarcomes,
carcinomes et autres tumeurs. L’étude menée par Letendre et Goggs (2017) également
précédemment citée a mesuré la quantité d’ADNcf plasmatique par deux techniques différentes.
Bien qu’une des deux techniques ait montré une différence significative entre les individus sains et
atteints (cf Tableau 5), cette différence ne fut pas observée par 'autre technique employée, ni par
aucune des deux techniques aprés une étape de purification de I'ADN. Enfin, I'étude de Lee et al.
(2019) a montré qu’il n’y avait pas de différence significative entre la quantité d’ADNcf des chiens
sains et celle de chiens atteints de tumeurs mammaires. Ces divergences de résultats poussent un
certain nombre de ces auteurs a proposer une étude impliquant un nombre plus important de chiens.
Il est par ailleurs possible d’observer des différences d’ordre de grandeur importantes entre les
résultats exprimés par les différentes études; cela étant principalement di aux techniques
employées. Une harmonisation des technigues est donc proposée par plusieurs auteurs dans le but
de permettre une comparaison fiable des résultats.

Enfin, trois études comparent la concentration plasmatique d’ADNCcf entre les chiens atteints
de processus néoplasique et ceux atteints de pathologies non néoplasiques (Burnett et al., 2016 ;
Letendre et Goggs, 2017 ; Beffagna et al., 2017). Aucune des trois études ne montre de différence
significative entre ces deux populations. Cela reléve un défaut de spécificité de 'ADNcf en tant que
biomarqueur diagnostique d’atteinte néoplasique. Ainsi, d’éventuelles pathologies non néoplasiques
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d’un individu devront étre prises en compte par le clinicien dans l'interprétation de la concentration
plasmatique d’ADNCcf a visée diagnostique en oncologie.

Quelques études se sont également intéressées a la détection spécifique d’ADNct. En 2013,
une premiére étude a pratiqué le séquencage complet du génome tumoral de quatre chiens atteints
de tumeurs mammaires (Beck et al.,, 2013). En se basant sur les réarrangements génétiques
observés au sein des tumeurs, les auteurs ont pu détecter chez les quatre chiens (100%) de 'ADN
circulant présentant ces mémes réarrangements, soit '’ADN circulant tumoral. Les fractions d’ADNct
parmi ’ADNcf chez chacun des quatre chiens (non opérés ni sous traitement) étaient égales a 1%,
10%, 11% et 24%.

Tagawa et al. (2020) se sont intéressés a la mutation du géne BRAF chez les chiens atteints
de carcinomes urothéliaux. En effet, il a été montré que prés de 80% de ces tumeurs chez le chien
présentent une mutation au niveau de ce géne (Mochizuki et al., 2015 ; Decker et al., 2015), dont la
mutation produit I'activation d’'une voie de signalisation (MAPK) induisant une prolifération et une
différentiation cellulaires anormales. Cette étude a sélectionné 15 chiens présentant un carcinome
urothélial, et par analyse des biopsies tumorales, 11 de ces 15 chiens (73,3%) présentaient la
mutation BARF V595E au sein de la tumeur. L’analyse de 'ADNcf a montré que cette mutation fut
initialement détectable chez neuf de ces 11 chiens (81,8%), et détectable ultérieurement au cours
de la progression de la maladie chez les chiens restants. La concentration d’ADNct plasmatique
était significativement supérieure chez les chiens présentant la mutation BRAF par rapport aux
chiens présentant I'alléle sauvage (respectivement 14.05 + 13.51 ng/ml versus 0.21 + 0.41 ng/ml, p
= 0.031). Ainsi, les auteurs suggérent que la quantité d’ADNct présentant la mutation BRAF pourrait
représenter un biomarqueur diagnostique non invasif utile lors de carcinome urothélial présentant
lui-méme cette mutation.

Les longs éléments nucléaires intercalés (LINE, long interspersed nuclear elements) font
partie des séquences répétées dispersées au sein de 'ADN, capables de se dupliquer et de s’'insérer
a d’autres sites dans le génome. Leur expression est régulée notamment par leur niveau de
méthylation, et 'hypométhylation de ces séquences est associée a 'oncogenése et a la formation
de métastases (Hur et al., 2014 ; Lavasanifar et al., 2019). Ainsi, Lee et al. (2019) ont étudié
I'hypométhylation des séquences LINE-1 parmi 'ADNcf chez des chiens sains (n = 11), des chiens
atteints de tumeurs mammaires malignes (n = 19), bénignes (n = 15), et d’autres types de cancers
(n = 11). Cette étude a mis en évidence que l'indice du niveau relatif de méthylation des séquences
LINE-1 de 'ADNCcf est significativement réduit (p < 0,001) chez les chiens présentant des tumeurs
mammaires bénignes et malignes (respectivement 0.29+0.061 et 0.39+0.066) par rapport aux chiens
sains (0.92+0.067). Toutefois, cette diminution était moins importante concernant les autres types
de tumeurs (figure 39). Les auteurs suggerent donc que l'indice de méthylation des séquences LINE-
1 parmi ’ADNCcf pourrait étre un biomarqueur diagnostique de tumeurs mammaires chez le chien.
En effet, ces différences significatives ont permis de générer des courbes ROC concernant les
performances de l'indice de méthylation des séquences LINE-1 a distinguer les chiens sains des
chiens atteints de tumeurs mammaires bénignes d’une part et malignes d’autre part, dont les aires
sont toutes deux supérieures a 0,9 (figure 40).
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Figure 40 : Diagramme en boite représentant I'indice de méthylation des séquences LINE-1
au sein de ’ADNCcf chez des chiens sains (Healthy), atteints de tumeurs mammaires
bénignes (Benign), malignes (Malignant) et d’autres types tumoraux (Other). (Lee et al.,

2019)
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Figure 39 : Courbes ROC de I'indice de méthylation des séquences LINE-1 contenues dans
I’ADNCcf des chiens distinguant les chiens sains des chiens atteints de tumeurs mammaires
bénignes (B) et malignes (C).
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o L’ADN circulant en tant que biomarqueur pronostique

L’'impact pronostique de I’ADN circulant a été investigué chez le chien par trois études. La
premiére effectuée par Schaefer et al. (2007) a montré que chez les chiens atteints de cancers
lymphoides (n = 19, 16 lymphomes et 3 leucémies), les individus présentant une concentration
d’ADNcf supérieure a 25 ng/mL avaient une durée de rémission significativement inférieure a celle
des individus présentant une concentration d’ADNcf inférieure a 25 ng/mL lors de traitement par
chimiothérapie (temps de survie en rémission médian respectivement égal a 3 semaines et 23
semaines, p = 0,0116) (figure 41B).

L’étude menée par Gelaleti et al. (2014) a porté sur le nombre de petites séquences
nucléaires intercalées spécifiques des carnivores (CAN SINESs, carnivore-specific Short interspersed
nuclear elements) dans le plasma de 28 femelles atteintes de tumeurs mammaires. En considérant
1 913 200 copies par uyL comme valeur seuil, les chiennes présentant une concentration élevée de
copies connaissaient un taux de survie global significativement moins élevé que celles présentant
une faible concentration de copies (OR = 0.1, IC 95% = 0.46-0.87, p=0.03) (figure 41C).

Enfin, bien qu’une différence significative ne flt pas atteinte, I'étude de Tagawa et al. (2020)
a montré que parmi les 11 chiens atteints de carcinome urothélial présentant une quantité
initialement détectable d’ADNct avec la mutation BRAF, une concentration supérieure ou égale a
8,6 ng/mL (n = 5) d’ADNCct était associée a une médiane de survie plus faible que lorsqu’une
concentration initiale inférieure a 8,6 ng/mL (n = 6) était enregistrée (respectivement 305 versus 67.5
jours, p = 0.069) (figure 41A).

Figure 41 : Courbes de Kaplan-Meier étudiant les taux de survie des chiens atteints de
processus tumoral en fonction de la concentration d’ADNcf ou d’ADNCct.
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Ainsi, ces trois premiéres études montrent que 'ADNcf et 'ADNct semblent présenter un
intérét en tant que biomarqueur pronostique chez le chien atteint de processus néoplasique.

o L’ADN circulant en tant que biomarqueur pharmacodynamique

L’intérét de I'ADN circulant en tant que biomarqueur de suivi et pharmacodynamique a été
investigué également par trois études. Un premier suivi de la concentration d’ADNct a été mené en
2013 par Beck et al. sur une chienne atteinte de tumeur mammaire. lls ont pu mettre en évidence
que la fraction d’ADNct parmi 'ADNcf avant chirurgie d’exérése était de 10%, puis a diminué pour
atteindre 5% lors de la 83° semaine post-chirurgie, et 4,2% lors de la 89° semaine. Les auteurs ont
par ailleurs mis en évidence chez cette chienne la présence d’'une métastase pulmonaire par
examen tomodensitométrique lors de la 89° semaine, et supposent que la fraction d’ADNct observée
correspondait a la fraction d’ADNCct résiduelle émise par cette Iésion métastatique (Beck et al., 2013).

Tagawa et al. (2019) ont effectué dans leur étude, un suivi de la concentration plasmatique
et de l'index d’intégrité de 'ADNcf chez six chiens atteints de processus néoplasiques divers (un
carcinome urothélial, un hémangiosarcome splénique, un sarcome indifférencié, une leucémie, et
deux lymphomes) jusqu’a plus de 200 jours. Chez plusieurs patients, la concentration d’ADNcf a
augmenté avec la progression des lésions métastatiques ou des récidives tumorales, tandis que
l'indice d'intégrité avait tendance a diminuer en fonction de la progression de la tumeur, ce
changement étant inversement proportionnel aux changements de la concentration de ADNCcf (figure
42). De plus, des fluctuations de I'ADNcf obtenues aupres de plusieurs patients ont été observées
plusieurs semaines a plusieurs mois avant I'observation clinique d’une progression de la maladie.
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Figure 42 : Evolution de la concentration (ligne continue) et de I'indice d’intégrité (ligne en
pointillés) de ’ADNcf selon la réponse au traitement en fonction du temps (en jours).
(Tagawa et al., 2019)
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L’axe verticale a gauche représente la concentration en ADNcf plasmatique en ng/mL, et I'axe verticale a droite
représente l'indice d’intégrité de '’ADNCcT.

Patient 1 : carcinome transitionnel de la vessie traité par chirurgie et inhibiteur de la cyclo-oxygénase-2. Patient 2 :
sarcome indifférencié traité par chirurgie. Patient 3 : hémangiosarcome splénique traité par chirurgie et chimiothérapie.
Patient 6 : Leucémie traitée par chimiothérapie. CR = réponse compléte, PD = maladie progressive, PR = réponse

Tagawa et al. (2020) ont effectué dans leur étude un suivi de la concentration plasmatique
d’ADNct (contenant la mutation BRAF V595E) chez six chiens atteints de carcinome urothélial et
traités par un inhibiteur de la cyclooxygénase 2 associé ou non a une chirurgie ou un traitement de
chimiothérapie. Les auteurs ont observé que les niveaux d'ADNct dans le plasma étaient
approximativement corrélés avec la réponse au traitement chez plusieurs chiens, suggérant que le
niveau d'ADNct pourrait étre utile en tant que biomarqueur pharmacodynamique (figure 43).
Toutefois, cette corrélation n’était pas observée chez certains animaux. En raison du faible nombre
d’animaux observés, les auteurs suggérent que des études de suivi incluant un nombre important
de chiens soient menées pour émettre une conclusion fiable quant au role de I'’ADNct en tant que
biomarqueur de suivi.
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Figure 43 : Evolution de la concentration plasmatique d’ADNct incluant la mutation BRAF
V595E chez six chiens atteints de carcinome urothélial en fonction de laréponse au
traitement au cours du temps (en jours). (Tagawa et al. 2020)
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Taux d’ADNct mesuré a différents moments chez six chiens atteints de carcinome urothélial. L’axe vertical
représente la concentration d’ADNct et 'axe horizontal représente le temps en jours. Tous les patients ont recu
des inhibiteurs de la cyclo-oxygénase-2 par voie orale pendant le traitement. CR = réponse compléte, SD =
maladie stable, PD = maladie progressive, PR = réponse partielle, MIT = mitoxanrone, CBDCA = carboplatine,
LPAM = Melphalan.

En conclusion, de nombreuses études chez 'lHomme ont montré I'intérét majeur de 'ADN
circulant en tant que biomarqueur diagnostique, pronostique et de suivi chez les patients atteints de
processus néoplasique. Les études, bien moins nombreuses, chez le chien semblent montrer des
résultats similaires. Toutefois, des études incluant un nombre de chiens plus important sont
nécessaires pour établir des résultats fiables et étre intégrés a la pratique clinique en oncologie. Les
avantages de I'ADN circulant sont nombreux ; son étude est non invasive, semble fiable pour
détecter un processus tumoral de maniere sensible et spécifique, et elle permet de caractériser
correctement 'ensemble du processus tumoral d’'un individu. L’ADN circulant pourrait donc étre un
outil performant au service d’'une médecine personnalisée.
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b. Les acides ribonucléiques (ARN) circulants

Les principaux ARN circulants sont les micro-ARN (miARN). Il s’agit d’'une classe d’ARN trés
conservée dans I'évolution, courts (en moyenne 19 a 23 nucléotides), simples brins, exprimés de
maniére endogéne, et non codants. lIs agissent comme régulateurs post-transcriptionnels, en se
basant sur le principe de correspondance partielle ou compléte avec TARNm complémentaire.
Lorsqu’'un miARN interagit avec 'ARNm, la traduction de ce dernier sera alors inhibée, induisant sa
dégradation. L’expression d’'un géne peut étre régulée par plusieurs miARN, et inversement, un seul
MiARN peut réguler I'expression de plusieurs génes du fait de la complémentarité souvent partielle
entre les deux brins d’ARN. A ce jour, plusieurs milliers de miARN ont été identifiés chez 'Homme
(Dong et al., 2013). Leurs implications dans le domaine de I'oncologie en médecine humaine ont été
grandement étudiées ces derniéres années. De plus, les miARN pouvant étre mesurés dans le sang
des patients, cette classe de biomarqueurs s’inscrit dans le concept de biopsie liquide.

e [es miARN chez 'Homme

Un intérét grandissant en oncologie chez 'Homme est porté dans le domaine des miARN,
étudiés dans de nombreux types de cancers en tant qui biomarqueurs diagnostiques, pronostiques,
prédictifs et de suivi. Il est possible de citer, de maniére non exhaustive, le mélanome, le cancer des
poumons, du sein, de la vessie, de la prostate, du colon et du col de 'utérus (McGuire et al., 2015 ;
Fabris et al., 2016 ; Huber et al., 2018 ; Tdlle et al., 2018 ; Miller et al., 2020). Ainsi, plusieurs milliers
d’études sont publiées chaque année sur ce sujet depuis plus d’une décennie, et plus de 2654
MIARN ont été identifiés a ce jour chez 'lHomme d’aprés le registre miRBase22 (www.mirbase.org).
A titre d’exemple, cette partie détaillera particulierement les intéréts potentiels des miARN en tant
que biomarqueurs mis en évidence dans les cancers du poumon et du sein.

Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur certains miARN individuellement,
leurs performances en termes de sensibilité et de spécificité sont nettement moindres
comparativement a la combinaison de différents panels composés de plusieurs miARN (H. Wang et
al., 2015).

o Les miARN en tant que biomarqueurs diagnostiques des tumeurs mammaires et
pulmonaires chez 'Homme

Le miARN-21 est I'un des plus étudié en oncologie humaine, puisqu’il est trouvé surexprimé
dans la majorité des tumeurs solides. Il favorise notamment la prolifération et la migration cellulaire,
et inhibe I'apoptose. Dans une étude comparant 23 sujets atteints de tumeur pulmonaire non a
petites cellules (TPNPC) et 17 sujets sains, une augmentation significative de la concentration
plasmatique en miARN-21 a été notée chez les individus malades, permettant de diagnostiquer la
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présence d’'une tumeur pulmonaire avec une sensibilité égale a 70%, et une spécificité égale a 100%
(Xie et al., 2010).

Plusieurs études se sont intéressées a définir les capacités diagnostiques des miARN
lors de tumeurs pulmonaires au stade le plus précoce possible, détectée par examen
tomodensitométrique effectué chez des patients asymptomatiques et gros consommateurs de tabac.
En effet, une premiére étude effectuée par Bianchi et al. (2011) évalue le potentiel d’'un panel de 34
MIiARN en tant que biomarqueur diagnostique chez des sujets atteints de TPNPC asymptomatiques,
dont l'atteinte fut découverte par examen tomodensitométrique lors d’une étude précédemment
effectuée chez des patients asymptomatiques a haut risque de développer une TPNPC. Cette étude
montre que ce panel de 34 miARN permet de distinguer les patients atteints (n = 32) des patients
sains (n = 30) avec une précision de 80% (ASC = 0,89, sensibilité = 71%, spécificité = 90%). Il est
intéressant de noter que cette étude s’est concentrée majoritairement sur des patients atteints en
stade précoce, la précision de ce test pour distinguer les sujets atteints en stade | uniguement des
sujets sains était estimée a 77% (ASC = 0,89, sensibilité = 59%, spécificité = 90%), ce qui montre
une performance diagnostique au stade le plus précoce non négligeable.

Les résultats les plus importants en termes de performances diagnostiques ont été publiés
récemment par I'étude de Zhang et al. (2020), incluant 48 sujets asymptomatiques diagnostiqués
par examen tomodensitométrique comme atteints de TPNPC en stade précoce et 984 individus
contréles. Ces travaux montrent qu’un panel de 13 miARN a permis d’identifier les individus malades
des individus sains avec une précision de 96,6% (ASC = 99,56%, sensibilité = 97,9% et spécificité
= 96,5%). Cette étude montre également que chaque ajout d’'un miARN au panel des miARN
montrant les meilleures capacités a distinguer les individus malades et sains étudié permet
d’accroitre les performances diagnostiques (figure 44).

Figure 44 : Courbes ROC et détail des capacités diagnostiques des panels de miARN
composés des 1 a 13 miARN montrant les meilleures capacités a distinguer les individus
malades et sains
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D’autre part, dans le but de montrer la spécificité des miARN a distinguer une atteinte
cancéreuse pulmonaire précoce d’autres atteintes pulmonaires non cancéreuses, I'équipe de Shen
etal. (2011) a étudié 65 patients asymptomatiques chez qui la présence un nodule solide pulmonaire
a été détectée lors d’'un examen tomodensitométrique de contrdle, dont 33 nodules malins et 32
nodules bénins. Le panel composé des miARN-21, miARN-210 et miARN-486 dosé dans le plasma
des individus inclus a permis de distinguer les nodules bénins des nodules malins avec une
sensibilité égale a 76,32% et une spécificité égale a 85%.

Concernant les patientes atteintes de cancer du sein, de nombreuses études proposent des
panels de miARN permettant d’obtenir des valeurs correctes de performances diagnostiques.
L’étude menée par Shimomura et al. (2016) inclut 1280 patientes atteintes de cancers du sein, 2836
patients sains, 451 patients atteints d’autres types de cancer, et 63 patients atteints de maladies
bénignes non mammaires. Un panel de 5 miARN : miARN-1246, miARN-1307-3p, miARN-4634,
MIARN-6861-5p et mMiIARN-6875-5p a permis d’identifier les patientes atteintes de cancer du sein
des autres groupes étudiés avec une précision évaluée a 89,7%, une sensibilité égale a 97,3% et
une spécificité égale a 82,9%. Il est toutefois a noter que la majorité des faux positifs ont été obtenus
chez les individus présentant d’autres types de cancers (33/100 cancers pancréatiques, 42/98
cancers du tractus biliaire, 29/50 cancers du c6lon, 23/50 cancers de I'estomac, 33/50 cancers de
I'cesophage, 10/52 cancers du foie et 4/51 cancer de la prostate). Cela montre qu’un résultat positif
concernant ce panel de miARN reste relativement spécifique d’'une atteinte tumorale, toutefois il faut
donc prendre en compte que d’autres atteintes tumorales que le cancer du sein, peuvent induire un
résultat positif.

L’étude menée par Heneghan et al. (2010), incluant 163 patients atteints de différents types
de cancer (mélanome, cancer du sein, de la prostate, du rein et du colon) et 63 patients sains, a
montré qu’une augmentation du miARN-195 seul permettait de distinguer les patientes atteintes du
cancer du sein des autres types de cancers et des patients sains avec une sensibilité égale a 88%
et une spécificité égale a 91%. De plus, le panel composé des miARN-195, miARN-155 et let-7a
permettait d’'augmenter cette sensibilité a 94%.

De nombreuses autres études ont montré que différents miARN, et de maniére plus
importante plusieurs panels de miARN différents, montrent de bonnes capacités diagnostiques des
cancers du sein chez la femme (Hamam et al., 2017). De plus, plusieurs études montrent le potentiel
des miARN en tant que biomarqueurs diagnostiques d’atteinte métastatique (McGuire et al., 2015 ;
Hamam et al., 2017).

Ainsi, les miARN montrent de trés bonnes performances diagnostiques dans le domaine de
'oncologie, applicables a de nombreux types de cancers. Néanmoins, 'une des limites potentielles
principales des miARN est que leur spécificité n'est pas parfaite. En effet, il est a noter d’'une part
que certains MIARN ont été montrés comme biomarqueurs significativement augmentés ou
diminués pour plusieurs atteintes néoplasiques différentes, tels que le miARN-21, identifié comme
significativement augmenté pour 16 différents types de cancers (K. Wu et al., 2015). D’autre part, la
revue publiée par Haider et al. (2014) montre que six miARN souvent reportés comme biomarqueurs
pour certaines atteintes néoplasiques sont aussi significativement associés a plus de dix pathologies
non néoplasiques.
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o Les miARN en tant gue biomarqueurs pronostiques des tumeurs mammaires et

pulmonaires chez 'Homme

Tout comme le potentiel diagnostique des miARN dans le cas de tumeurs mammaires, le
potentiel biomarqueur pronostique a également beaucoup été étudié pour ce type tumoral. Plusieurs
panels de cing mIARN (miARN-10b-5p, miARN-145-5p, miARN-148b-3p, miARN-425-5p miARN-
652-3p) ou encore de quatre miARN (MIARN-18b, miARN-103, miARN-107 et miIARN-652 ; miARN-
18b miARN-103 miARN-107 et miARN-652) ont montré un intérét significatif en termes de
pronostique sur la survie globale et de risque de récidive (Kleivi Sahlberg et al., 2015 ; Bertoli et al.,
2015 ; Hamam et al., 2017).

De nombreuses études ont également évalué les miARN en tant que biomarqueur
pronostique lors de cancer pulmonaire, tel qu’exposé dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : miARN circulants associés a une valeur pronostique chez les patients atteints
de TPNPC (adapté de Miiller et al., 2020)

progression

Niveau Valeur Tvpe
miARM d’expression du pronostique e yp . Référence
. , d’échantillon
mMiARN observée
Mauvais
Let-7 Sous-exprimé pronostic de Plasma Yu et al. (2008)
survie globale
Meilleur
. . . Wang et al.
MIARN-16 Sur-exprimé pronostic de Plasma g
: (2013)
survie globale
Mauvais
: .y . Chen et al.
MIARN-17-5 Sur-exprimé pronostic de Plasma
. (2013)
survie globale
Mauvais
mMiARN-19 Sur-exprimé pronostic de Plasma Lin et al. (2013)
survie globale
Mauvais
: .y . Robles et al.
miARN-21 Sur-exprimé pronostic de Plasma y
. (2015)
survie globale
Mauvais
MIARN-137 Sur-exprimé pronostic de Plasma Yu et al. (2008)
survie globale
Plus grand .
. o . Sanfiorenzo et
MIARN-126 Sous-exprimé risque de Plasma

al. (2013)
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Plus grand Sanfiorenzo et
MIARN-155 Sur-exprimé risque de Plasma
. al. (2013)
progression
Plus grand
MIARN-486 Sous-exprimé risque de Plasma Lin et al. (2013)
récidive

o Les miARN en tant que biomarqgueurs prédictifs des tumeurs mammaires et
pulmonaires chez 'Homme

Les miARN ont fait I'objet de plusieurs recherches notamment pour leur potentiel apport
prédictif quant a la sensibilité des processus tumoraux aux différents traitements possibles. En effet,
connaitre au moment du diagnostic la sensibilité ou le manque de sensibilité d’'une tumeur a certains
agents médicamenteux serait un atout majeur dans la prise en charge idéale de chaque patient.

Chez les patients présentant des tumeurs pulmonaires localisées, une radiothérapie a haute
dose permet d'obtenir de bons résultats, avec une durée de survie globale et sans récidives
augmentées. Ainsi, des études cliniques ont été menées pour déterminer avec précision l'intérét de
la radiothérapie chez les patients atteints, améliorer la sélection de ces derniers et réduire les effets
secondaires dus aux rayons. L’étude de Chen et al. (2016) montre qu’une augmentation initiale de
la concentration d’'un panel de quatre miARN (miARN-98-5p, miARN-302e, miARN-495-3p et le
mMiARN-613) permet de distinguer les individus ayant une réponse compléte ou partielle a la
radiothérapie des individus présentant une maladie stable ou progressive. Cette étude est rejointe
par le travail de Sun et al. (2018), étudiant un panel de 11 miARN associé a différents paramétres
cliniques (dose ionisante, chimiothérapie adjuvante, age, stade de la maladie). Cette combinaison a
permis de distinguer les individus ayant répondu a la radiothérapie de ceux n’ayant pas répondu.

De la méme maniere, plusieurs études montrent que différents miARN seuls ou panels de
MIARN permettent de prédire les individus sensibles ou non aux différentes molécules de
chimiothérapie. Par exemple, une augmentation significative des miARN-21, -210 et -125b
indépendamment étudiés a été observée chez les individus atteints de TPNPC montrant une
résistance a la cisplatine (Gao et al., 2012 ; Cui et al., 2013 ; Li et al., 2013). A linverse, une
augmentation de la concentration sanguine du panel composé des miARN-21, 25, 27b et -326 était
significativement associée au groupe d’individus atteints de TPNPC ne répondant pas a un protocole
de chimiothérapie a base de cisplatine et pemetrexed et présentant une durée de survie sans
progression de la maladie significativement moins importante. Il a également été montré que le
niveau d’expression du miARN-21 était significativement différent entre les individus atteints
d’adénocarcinomes pulmonaires présentant une mutation concernant le géne EGFR, et permettait
ainsi de prédire le caractere répondant ou non des tumeurs a un traitement a base de gefitinib
(inhibiteur de la tyrosine kinase) (Shen et al., 2013).
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Plusieurs études ont également investigué le potentiel prédictif des miARN chez les femmes
atteintes de cancers du sein ces dernieres années. Il a été montré qu’une concentration sanguine
initiale élevée de miARN-210 était significativement associée aux patientes présentant une maladie
résiduelle aprés une chimiothérapie a base de trastuzumab comparativement aux patientes
présentant une réponse compléte (Eun-Jung et al., 2012). Dans le méme sens, plusieurs miARN
ont montré des concentrations sériques ou plasmatiques avant traitement significativement
différentes entre les individus présentant une réponse au traitement, et ceux présentant une
chimiorésistance, et ce concernant plusieurs molécules de chimiothérapie différentes. Il est possible
de citer entre autres les miARN-122, miARN-375, miARN-125b, miARN-221 (Hamam et al., 2017 ;
Nassar et al., 2017).

Ainsi, de nombreux résultats évoquent les mMIARN comme biomarqueurs sanguins
indépendants montrant un grand potentiel dans la prédiction de réponse a différents protocoles de
traitement, et permettraient ainsi une prise en charge plus précise et mieux ciblée des patients
atteints.

o Les miARN en tant que biomarqgueurs de suivi des tumeurs mammaires et
pulmonaires chez ’'Homme

Plusieurs études ont permis de montrer le caractére dynamique des concentrations sanguine
des miARN au cours du traitement, montrant jusqu'a plusieurs centaines de miARN dont la
concentration fut significativement augmentée ou diminuée aprés traitement chirurgical ou de
chimiothérapie lors de tumeurs mammaires chez la femme (Sochor et al., 2014 ; Khalighfard et al.,
2018 ; Kahraman et al., 2018) ou de tumeurs pulmonaires chez 'Homme (Leidinger et al., 2012).
Ces observations permettent aux auteurs de nombreuses études de proposer les miARN comme
outil biomarqueur de suivi des patients sous traitement, pour attester de I'efficacité ou non de ce
dernier. Toutefois, peu d’études sont disponibles a I'heure actuelle concernant les miARN montrant
une évolution significative lors de récidive tumorale, ou plus particulierement leur capacité a détecter
un processus néoplasique récidivant de maniére précoce.

Une étude récente menée par Li et al. (2020) a permis de montrer que les miARN-92b et -
375 montraient une concentration sanguine significativement plus élevée aprés induction d’'une
chimiorésistance chez les individus présentant une TPNPC, et que ces concentrations diminuaient
aprés mise en place d’'une chimiothérapie efficace. Les auteurs suggérent alors I'utilisation possible
de ces miARN en tant que biomarqueur de suivi au cours du traitement de TPNPC, permettant de
mettre en évidence les résistances aux protocoles de chimiothérapies.

Ces études montrent la potentielle utilité des miARN en tant que biomarqueur de suivi, bien
que des études supplémentaires soient encore nécessaires a I’heure actuelle.

En conclusion, une grande variété de miARN a été identifiée a ce jour chez ’'Homme, et de
nombreuses preuves ont été mises en évidence concernant les potentiels des miARN en tant que
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biomarqueurs diagnostique, pronostique, prédictif et de suivi lors de processus néoplasiques chez
'Homme. De nombreux scientifiques s’accordent ainsi a dire que les miARN forment la nouvelle
génération de biomarqueurs lors d’atteinte néoplasique ; leurs différentes capacités de biomarqueur
montrent de grandes perspectives depuis ces dernieres années, leur analyse est rapide, peu
colteuse et accessible.

e Les miARN chez le chien

Bien que plusieurs études aient été effectuées concernant les miARN en tant que
biomarqueur chez le chien, seulement quelques-unes se sont intéressées a leur expression dans le
sang de chiens atteints de processus néoplasiques.

L’étude de Enelund et al. (2017) tout d’abord explore la stabilité des miARN dans le sérum
et le plasma du chien, en dosant quatre miARN connus chez cette espéce. Ces travaux concluent
que les mIARN sont stables pendant une heure a température ambiante, mais une perte
d’'information est objectivée a partir de 24h. Ainsi, les auteurs soulignent I'importance de la durée de
conservation en tant que condition pré-analytique majeure, qui doit étre la plus réduite possible si
I'échantillon est conservé a température ambiante.

o Performances diagnostiques des miARN sanguins chez le chien

In vitro, I'équipe de Fish et al. (2018) a comparé les profils de miARN contenus par les
exosomes libérés par trois lignées différentes de cellules de tissu mammaire normal et cing lignées
de cellules mammaires tumorales. Au total, 145 miARN ont été différemment exprimés (par un
facteur au moins égal a 1,5 avec p<0,05) par les cellules tumorales par rapport aux cellules saines,
dont 118 surepxrimés et 27 sous-exprimés. Toutefois, deux études réalisées chez le chien ont
observé les profils de mIARN au sein des tumeurs étudiées (tumeurs mammaires et lymphomes
multicentriques B et T) et dans le plasma de ces mémes chiens. Les deux études concluent a une
absence de corrélation entre les profils de miARN enregistrés au sein de la tumeur et dans le sang
(Bulkowska et al., 2017 ; Craig et al.,, 2019). Ainsi, les augmentations ou réductions de
concentrations sanguines enregistrées pour certains miARN pourraient ne pas étre uniguement
dues a une expression différentielle de ceux-ci par la tumeur, mais pourraient provenir d’une réponse
générale de l'organisme a la présence de cette derniére. Les miARN dont les études montrent une
augmentation ou une diminution d’expression au sein d’un tissu tumoral par rapport au méme tissu
en conditions physiologiques peuvent ne pas se révéler étre de bons candidats en tant que
biomarqueurs sanguins. L’étude menée par Bulkowska et al. (2017) montre en effet qu’il n’y a pas
de corrélation entre le profil d’expression de miARN au sein de tumeurs mammaires canines et celui
retrouvé au sein du plasma : les miARN ayant montré les expressions les plus élevées au sein de
la tumeur n’ont pas été retrouvés surexprimés dans le plasma de ces chiennes.
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En 2015, I'équipe de Heishima et al. a étudié les concentrations sanguines de miARN-126 et
-214, tous deux jouant un rdle dans I'angiogenése et la tumorigenése, chez des chien sains (n=10),
des chiens atteints d’hémangiosarcome (n=10), et des chiens atteints de splénomégalies bénignes
(trois hématomes spléniques, quatre foyers hyperplasiques bénins, et deux splénorrhagies). Les
chiens atteints d’hémangiosarcome ont montré une augmentation importante significative de
I'expression sanguine (relativement a I'expression de miARN-16, dont I'expression est constante
entre chacun des groupes) de ces deux biomarqueurs par rapport aux chiens atteints de processus
bénins et aux chiens sains (figure 45). Les miARN-126 et -214 montrent des valeurs d’aires sous la
courbe ROC indépendamment trés élevees, respectivement égales a 0,9421 et 0,9, et I'association
des deux présente de meilleures performances encore pour différencier les chiens atteints
d’hémangiosarcome des deux autres groupes (ASC = 0,9684, figure 45).

Figure 45 : Expressions de miARN-126 et mi-ARN-214 relatives a I’expression de miARN-16
chez des chiens atteints d’hémangiosarcome (n=10), de splénomégalies bénignes (n=9) et
sains (n=10). Courbes ROC montrant les performances diagnostiques de ces deux
biomarqueurs. (Heishima et al., 2015)
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En se basant sur ce constat, le méme auteur a réalisé une étude en 2017 incluant 78 chiens
atteints de tumeurs épithéliales, 77 chiens atteints de tumeurs non épithéliales (sarcomes,
mélanomes, mastocytomes, lymphomes et autres), et 22 chiens sains (Heishima et al., 2017). Les
mémes marqueurs miARN-126 et -214 furent étudiés. Le niveau de miARN-214 dans les cas
porteurs de tumeurs étaient significativement plus élevé que celui des cas témoins (figure 46, d). Le
mMiARN-214 était significativement augmenté dans les groupes de tumeurs épithéliales et non
épithéliales, et les tumeurs non épithéliales présentaient les niveaux médians les plus élevés de
MIARN-214 (figure 46, e). Parmi les sous-catégories, 4 types de tumeurs non épithéliales
(ostéosarcome, sarcome histiocytaire, chondrosarcome et hémangiosarcome) et 2 types de tumeurs
épithéliales (carcinome thyroidien et carcinome mammaire) ont montré une augmentation élevée ou
modérée des niveaux de miR-214 avec une signification statistique (figure 46, f). Aussi, les taux de
mMIARN-126 circulant étaient significativement élevés dans les cas porteurs de tumeurs, et étaient
généralement augmentés dans la plupart des sous-types histologiques (figure 46, a). Les tumeurs
épithéliales présentaient les niveaux médians de miR-126 circulant les plus élevés (Fig. 46 b, d). Six
sous-types de tumeurs épithéliales (mammaire, hépatocellulaire, épidermoide, thyroide, carcinome
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a cellules transitionnelles et adénocarcinome) et 4 sous-types de tumeurs non épithéliales
(ostéosarcome, tumeur des mastocytes, mélanome et hémangiosarcome) ont montré une
augmentation statistiquement élevée ou modérée de mMiRNA-126 (Fig. 3c, €). Le sarcome
histiocytaire, les tumeurs odontogénes et le sarcome des tissus mous ont été classés dans les
groupes modérément augmentés, cependant, leurs médianes n'étaient pas significativement
différentes de celles des témoins.

Figure 46 : Expressions de miARN-126 et mi-ARN-214 relatives a I'’expression de miARN-16
chez des chiens sains et atteints de tumeurs épithéliales, non épithéliales et diverses.
(Heishima et al., 2017)

a b o
.1 . 1t _Hhhhla,
{9 8 g W¥T ] JTIRITUCE

Q.
n

= s: oss :: : :il
%gz”}x : }xii ¥ ~-H+""f'§“!§"?g°g

7y 4

*p<0.05, **p<0.01, ***p <0.001

L'analyse de la courbe ROC discriminant les chiens atteints de tumeurs des chiens sains, a
montré des valeurs élevées d’ASC pour le miARN-214 circulant pour le cas des tumeurs non
épithéliales (ASC = 0,83), en particulier dans les sarcomes (hémangiosarcome, ostéosarcome,
chondrosarcome, sarcome histiocytaire et tissus mous sarcome; ASC = 0,92) et sarcomes agressifs
(hémangiosarcome, ostéosarcome et sarcome histiocytaire; ASC = 0,94). Mais les valeurs étaient
relativement basses dans les tumeurs épithéliales (ASC = 0,75) et le groupe comprenant tous les
types de tumeurs (ASC =0,79). Le miARN-214 en circulation a montré des spécificités (90,9-95,5%)
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et des sensibilités élevées (81,5-81,6%) pour la détection des sarcomes et des sarcomes agressifs,
mais il a montré des spécificités et des sensibilités relativement faibles (respectivement 63,6—90,9%
et 56,8—-80,8%) dans le groupe des tumeurs épithéliales et le groupe comprenant tous les types de
tumeurs. Les valeurs d’ASC des courbes ROC discriminant les chiens atteints de tumeurs des
chiens sains par la concentration de miARN-126 circulant, étaient généralement élevées dans le
groupe contenant tous les types de tumeurs (ASC = 0,93), les tumeurs épithéliales présentant la
valeur d’ASC la plus élevée (ASC = 0,95). Le miARN-126 en circulation avait généralement des
valeurs de spécificité et de sensibilité élevées (respectivement 81,8-90,0% et 85,2-93,6%) pour les
valeurs seuils optimales. La combinaison des deux miARN a encore augmenté les précisions de
détection : 'ASC, la sensibilité et la spécificité ont respectivement augmenté jusqu’'a 0,88 , 88,76%
et 86,36% dans le groupe contenant tous types de tumeurs, 0,92, 92,3% et 90,9% dans les tumeurs
épithéliales, 85,9% , 85,7% et 86,4% dans les tumeurs non épithéliales, 86,7% , 81,6% et 95,5%
dans les sarcomes, et 91,8% , 88,9% et 95,5% dans les sarcomes agressifs. Cette étude propose
donc des valeurs diagnostiques élevées pour les marqueurs miARN-126 et -214 pour détecter divers
types de tumeurs. Il est de plus a noter que les valeurs de ces deux marqueurs n'ont pas montré de
corrélation forte avec d’autres paramétres cliniques (hématocrite, numération plaquettaire, temps de
coagulation, urée, créatinine, PAL, ALAT et ASAT), ce qui permet donc d’attester du caractére
indépendant de ces biomarqueurs.

Plusieurs études supplémentaires se sont intéressées a d’autres mi-ARN, et plus
particulierement concernant certaines atteintes tumorales particulieéres. Une premiére étude menée
par Oosthuyzen et al. (2018) a analysé I'expression de miARN-122 (un marqueur sensible et
spécifique de lésions hépatiques chez 'lHomme et les rongeurs) chez des chiens présentant des
lésions hépatiques et des chiens sains. lIs ont pu mettre en évidence une augmentation significative
de la concentration sériqgue de miARN-122 (p = 0,05) chez les chiens présentant une atteinte
hépatique néoplasique par rapport aux chiens sains.

Cette étude fut suivie par la travail mené par Craig et al. (2019), qui ont comparé les profils de
concentration plasmatique de 38 miARN chez 22 chiens atteints de lymphome multicentrique de
phénotype B, 13 de lymphome multicentriqgue de phénotype T et 10 chiens sains. Par rapport au
groupe contréle, les chiens atteints de lymphome de type B présentaient six miARN surexprimés et
neuf mIARN sous-exprimés. Concernant les chiens atteints de lymphome de type T, trois miARN
ont montré une diminution de leurs concentrations plasmatiques (figure 47). Il est toutefois a noter
gue les valeurs de concentrations plasmatiques de mIARN montrent des recouvrements
relativement importants entre les groupes de chiens atteints et ceux de chiens sains.
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Figure 47 : Distributions des expressions plasmatiques de trois miARN
ayant montré une différence significative (p<0,05) entre les chiens atteints
de lymphome de type T (n=13) et les chiens sains (n=10). (Craig et al., 2019)

miR-23a B miR-26b C miR-423a
=0.0311 =0.0365 .
0 R - P i p=0.0173
° .
1 21 04
s} el ° o &
82 eV e R X 8 &4
[ [3 [
Q ol® . [=] (=] .
-34 i ol
L]
.
-4 + -2 - 3 r v
(9"\ ,\oe\ & &cﬁ\\ &‘0\ ,\CFQ
< < <
Group Group Group

Ces deux dernieres études, associées a celles précédemment citées, montrent, comme chez
’Homme, la diversité des miARN identifiés lors de différentes atteintes néoplasiques chez I'animal,
et la possibilité de montrer leur potentiel en tant que biomarqueur.

En effet, d’autres travaux, menés par Bulkowska et al. (2017), ont sélectionné trois autres
mIiARN identifiés comme étant les plus exprimés au sein de tumeurs mammaires de 146 chiennes
(MiARN-144, -32 et -374a) ainsi que le mIARN-1246, connu pour étre surexprimé chez les femmes
atteintes de cancer du sein. De maniére étonnante, aucune différence de concentration plasmatique
concernant ces quatre miARN, n’a été observée entre un groupe de 50 chiennes atteintes de
tumeurs mammaires et 12 chiennes saines. De plus, aucune différence de profil d’expression de
ces MiARN, n’a été observé entre les chiennes présentant une atteinte néoplasique métastasée (n
= 12) et non métastasée (n = 38). Ces quatre miARN ne semblent donc pas étre de bons candidats
en termes de biomarqueur diagnostique des tumeurs mammaires chez la chienne.

L’étude de Fish et al. (2020) a, quant a elle, étudié les profils d’expression de miARN dans le
plasma de 10 chiennes atteintes de carcinomes mammaires et 10 chiennes saines par séquencgage
a haut débit et dPCR (digital PCR). Parmi 452 miARN détectés par séquencage, une expression
différentielle entre les deux groupes a €été notée pour 65 miARN. Par méthode dPCR ciblant sept
miARN différents, deux d’entre eux furent significativement surexprimés dans le plasma des
chiennes atteintes de tumeurs : miARN-19b (médiane groupe tumeurs = 18 073 copies/uL [de
11 635 a 31 825] versus groupe sains = 8 249,4 copie/uL [de 2 993,9 a 32 364]. p = 0,003) et MiARN-
125a (médiane groupe tumeurs = 368 copies/uL [de 29,2 a 739,1] versus groupe sains = 0,7
copie/uL [de 0,0 a 364,1], p < 0,001). Ainsi, cette étude a montré que les aires sous la courbe ROC
pour distinguer les chiennes atteintes de carcinome mammaire des chiennes saines étaient égales
a:

- miARN-125a : ASC = 0,930

- mIARN-19b : ASC = 0,88, voire ASC = 0,978 lorsque la valeur aberrante du groupe de
chiennes saines fut retirée.

De plus, cette étude a montré que la concentration plasmatique de miARN-18a mesurée par
séquencage a haut débit chez les chiennes présentant des tumeurs mammaires augmentait
significativement (p=0 ,05) lors d’'une atteinte de stade Ill par rapport a une atteinte de stade | a Il.
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Cette méme augmentation significative de concentration plasmatique en miARN-18a fut observée
lorsqu’une invasion lymphatique était visible sur les biopsies tumorales, et pourrait donc étre
biomarqueur prédictif de métastases.

Il est toutefois important de souligner que les résultats montraient des différences majeures
entre les techniques de séquencage a haut débit et par dPCR (digital PCR). Par exemple,
'expression de mIARN-18a ne présentait pas de différence en fonction des caractéres
histopathologiques lorsque le dosage fut effectué par dPCR. Une attention particuliére doit donc étre
portée sur les techniqgues employées en fonction des utilisations prévues. Les auteurs suggéerent
donc I'élaboration d’'un consensus établissant la technique a employer pour la détection et le dosage
des miARN plasmatiques.

Enfin, en termes de performance diagnostique, il est également important de souligner que la
spécificité des miARN semble réduite en raison du fait que des affections non néoplasiques peuvent
également présenter des profils d’expression proches de ceux observés lors d’affection
néoplasiques. Par exemple, I'étude de Bulkowska et al. (2017) a montré qu’il n’y a aucune différence
significative entre les concentrations plasmatiques de miARN-122 entre les chiens atteints de
néoplasie hépatique, de fibrose hépatique ou de maladie hépatique inflammatoire (figure 48).

Figure 48 : Concentrations plasmatiques de miARN-122 chez des chiens sains (n = 120),
atteints de fibrose hépatique (n = 6), de maladie hépatique inflammatoire (n = 19) et de
néoplasie hépatique (n = 5). (Bulkowska et al., 2017)
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Ce manque de spécificité des mIARN en condition néoplasique, semble étre la principale
limite de cette catégorie de biomarqueur. Sil'utilisation des miARN vient a se développer en pratique
clinique, le clinicien devra étre vigilant & considérer les éventuelles variations des miARN utilisés
possiblement causées par des atteintes non néoplasiques.
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o Performances pronostiques des miARN sanguins chez le chien

Concernant les performances pronostiques des miARN sanguins chez le chien, une
augmentation de la concentration sériqgue de miARN-125a a montré une corrélation, bien que non
significative (p = 0,07), avec une diminution de la durée de survie chez les chiennes atteintes de
carcinome mammaire (Fish et al., 2020).

Aussi, tous types tumoraux confondus, les concentrations de miARN-126 et -214 n’ont pas
montré d’'impact significatif sur les durées de survie (Heishima et al., 2017). Toutefois, suivant les
types tumoraux, certaines observations ont pu étre réalisées : une augmentation de la concentration
seérigue en miIARN-126 chez les chiens atteints de tumeurs épithéliales est significativement corrélée
a une durée médiane de survie globale inférieure a celle observée lors de concentrations plus faibles
(figure 49a). Les chiens atteints d’adénocarcinomes et présentant des concentrations sériques
élevées de miARN-126 ou miARN-214 montrent une durée de survie médiane significativement
moins importante que lors de concentrations plus faibles (figure 49b). Enfin, concernant les
mélanomes, une concentration augmentée de miARN-126 est également significativement corrélée
a un moindre temps de survie globale. Cette méme tendance a été observée concernant le miARN-
214 lors de mélanome, mais I'association ne fut pas significative (p = 0,0651) (figure 49c). Toutefois,
les concentrations sériques de ces deux miARN n’ont pas montré d’'impact pronostique chez les
chiens atteints de tumeurs non épithéliales.

Figure 49 : Courbes de Kaplan Meier montrant les taux de survie chez les chiens atteints de
tumeurs épithéliales, d’adénocarcinomes et de mélanome en fonction des concentrations
sériques de miARN-126 et -214. (Heishima et al., 2017)
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Ce méme auteur a publié une étude s’intéressant exclusivement a I'impact pronostique de
ces deux derniers miARN chez des chiens atteints d’ostéosarcome (n=76), ayant subi une
amputation puis un protocole de chimiothérapie (Heishima et al., 2019). Cette étude montre qu’'une
augmentation de la concentration sérique de miARN-214 était significativement associée a une
moins bonne durée de rémission et une moins longue durée de survie globale. A linverse, des
concentrations élevées de mMIARN-216 étaient significativement associées a des durées de
rémission et de survie globale plus importantes. |l est a noter que les valeurs de ces marqueurs
furent indépendantes des différentes caractéristiques histopathologiques (index mitotique, sous-type
histologique), mais une association fut remarquée avec le grade de la tumeur. Les auteurs montrent
également que l'association de ces deux marqueurs ainsi que de la mesure de la concentration
sérique de PAL permet d’'augmenter la précision des temps de survie par rapport a la concentration
sérique de PAL seule.

Concernant les chiens atteints de lymphomes multicentriques de type B, des concentrations
plasmatiques élevées de miARN-21, -31, -155 et -222 étaient significativement corrélées a des taux
de survie sans progression de la maladie plus faibles, et des concentrations plasmatiques élevées
de miARN-181c et -222 induisaient de maniére significative une durée de survie globale médiane
moins élevée (figure 50 b et ¢) (Craig et al., 2019). D’aprés la méme étude, concernant les chiens
atteints de lymphomes multicentriques de type T, une diminution de la durée médiane de survie sans
progression de la maladie était observée de maniere significative lors de concentrations élevées de
MIARN-31, -145, -150, -155 et 222 (figure 50a). Toutefois aucune variation de concentration
plasmatiqgue des miARN étudiés, n'a été associée a un impact sur la survie globale de ce dernier
groupe.

Figure 50 : Courbes de Kaplan Meier montrant les taux de survie globale chez les chiens
atteints de lymphome de type T (a) et B (b et ¢) en fonction des concentrations sériques de
mMiARN-222 (a et b) et -181c (c). (Craig et al., 2019)
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Ainsi, plusieurs miARN circulants semblent avoir montré un intérét en tant que biomarqueur
pronostique chez les chiens atteints de différents types tumoraux, bien que peu d’études aient été
effectuées sur ce sujet.
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o Performances des miARN circulants en tant que biomarqueur de suivi chez le
chien

Aucune étude a ce jour menée chez le chien, n’a montré un intérét de 'usage des miARN
circulants dans le suivi des individus de processus tumoraux. Toutefois, I'étude menée par Heishima
et al. (2015) montre une décroissance de la concentration sérique des miARN-126 et -214 chez 10
chiens aprés exérése chirurgicale d’'un hémangiosarcome. Ceci atteste du caractére dynamique de
ces marqueurs, et pourrait induire un intérét dans le suivi de ces animaux si ces concentrations
montrent des variations visibles lors de développement de métastases.

Aussi, I'étude menée par Craig et al. (2019) montre un changement de profil des miARN chez
les chiens atteints de lymphomes lors de rechute. En effet, les concentrations de certains miARN se
sont révélées significativement augmentées (MIARN-125b) ou diminuées (MiARN-30b, -35a et -182)
au moment de la rechute par rapport au dosage au moment du diagnostic. Ces variations pourraient
avoir un intérét dans le suivi de ces animaux dans le but de détecter précocement les rechutes.

Ainsi, bien que ces deux études émettent des informations laissant présager un intérét
potentiel des mIARN dans le suivi des animaux atteints de processus néoplasigue, des études
supplémentaires sont nécessaires dans le but d’investiguer cet aspect.

En conclusion, les miARN circulants ont montré chez ’'Homme comme chez le chien leur
intérét pour le diagnostic, le pronostic, la prédiction des réponses aux traitements ainsi que pour le
suivi des individus atteints de processus néoplasiques. C’est pour cette raison que les miARN sont
présentés comme les futurs biomarqueurs majeurs dans le domaine de I'oncologie par de hombreux
auteurs.
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D. Les biomarqueurs cellulaires

a. Les cellules tumorales circulantes

Les cellules tumorales circulantes (CTC) sont des cellules issues d’'une tumeur solide, ayant
perdu leur capacité d’adhésion puis migré dans le compartiment sanguin intravasculaire. Elles ont
été décrites pour la premiére fois en 1869 par Thomas Ashworth, ayant pu les observer dans le sang
de patient atteint de cancer (figure 51) (Ashworth T., 1869).

Figure 51 : Journal médical historique de Thomas Ashworth, décrivant pour la premiere fois
les cellules tumorales circulantes. (Ashworth T. 1869)
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Ce sont ces cellules qui sont a l'origine des métastases présentes a distance de la tumeur
d’origine par adhésion a I'endothélium puis extravasation (Osmani et al., 2019). Grace a I'avancée
des techniques actuelles, il est possible de caractériser leurs différents marqueurs, leur séquence
ADN, leur transcriptome et leur protéome. Puisque ces cellules dérivent du processus tumoral initial,
leurs caractéristiques devraient permettre de connaitre celles de la tumeur. Les CTC font donc partie
du principe récemment dénommé « biopsie liquide », qui pourrait se substituer aux biopsies usuelles
du tissu cancéreux difficilement répétables.

Plusieurs méthodes de dosages ont été proposées pour détecter les CTC dans le sang des
patients (Maly et al., 2019). Ces cellules étant trés rares, de I'ordre de 1 CTC parmi 10°a 10’
leucocytes, les outils utilisés pour leur détection doivent étre pourvus d’'une grande sensibilité. Des
techniques d’enrichissement et d’isolation de ces cellules sont nécessaires. Elles se basent sur la
reconnaissance de marqueurs des CTC, sur leur caractéristiques physiques ou biologiques (densité,
taille, capacité d’invasion), ou sur des techniques moléculaires telles que la RT-PCR pour la
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détection d’ARN spécifiques des CTC notamment. Cependant, une seule technique d’identification,
d’lisolement et de dénombrement des CTC a été approuvée en 2004 par la FDA : le systeme
CellSearch®.

Ce systeme automatisé nécessite un échantillon de 7,5mL de sang. Une premiere étape
d’enrichissement est effectuée a l'aide d’'un anticorps couplé a un ferrofluide dirigé contre les
molécules d’adhésion des cellules épithéliales (dans ce cas : Epithelial Cell Adhesion Molecule -
EpCAM). Les cellules liées a I'anticorps sont alors séparées des cellules sanguines a I'aide d’un
champ magnétique. Les cellules épithéliales sont ensuite identifiées a I'aide d’anticorps couplés a
un fluorochrome dirigés contre des marqueurs intracellulaires spécifiques des cellules épithéliales :
les cytokératines CK8, CK18 et/ou CK19, et a 'aide d’anticorps couplés a un fluorochrome dirigés
contre ’ADN : le DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Enfin, un anticorps couplé a un fluorochrome
dirigé contre le CD45, marqueur des cellules leucocytaires, est rajouté dans le but de différencier
les CTC des leucocytes séquestrés et marqués de maniére non spécifique. Les cellules marquées
et isolées sont enfin transférées sur une cassette et maintenues dans un champ magnétique. Une
technologie d’imagerie de haute résolution permet alors de détecter et de visualiser toute cellule
sélectionnée présente sur la cassette, et soumet les images a un évaluateur pour vérification. Les
cellules  considérées comme étant des CTC sont donc de phénotype
EpCAM+/cytokératine+/DAPI+/CD45- (figure 52).

Figure 52 : Exemple d’identification de CTC marquées CK+/DAPI+/CD45- par le systéme
CellSearch®. (Paoletti et Hayes., 2016)

En raison du fait que cette technologie soit la seule approuvée par la FDA, la majorité des
études ont été réalisées a 'aide du systeme CellSearch®. Les sensibilité et spécificité des autres
techniques sont trés variables. Notamment les technologies basées sur I'étude des profils ADN,
ARN et protéiques qui nécessitent plus de matériel que ce qui est contenu dans une seule cellule,
imposant donc des techniques pré-analytiques d’amplification pouvant mener a des artefacts.

Toutefois, plusieurs limites sont a relever concernant cette technique. Tout d’abord, la
spécificité de cette technique est Iégerement altérée par le fait que des individus atteints de maladies
inflammatoires voire des individus sains peuvent présenter une ou plusieurs cellules reconnues
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comme CTC dans 7,5mL de sang, bien que cela soit trés rare (Allard, 2004). La principale limite de
cette technique semble étre un manque de sensibilité en raison du ciblage spécifiqgue des cellules
présentant des marqueurs épithéliaux. En effet, il a été montré que les cellules tumorales présentent
une plasticité épithélio-mésenchymateuse ; c’est-a-dire qu’elles ont la capacité de passer d’un type
épithélial a un type mésenchymateux notamment pour accéder a I'espace intra-vasculaire, puis de
subir la transition inverse dans le processus d’extravasation et formation de métastase. Ainsi, les
CTC présentant un phénotype mésenchymateux ne présenteront pas ou peu d’antigéne de cellules
épithéliales, notamment 'EpCAM, et produiront préférentiellement de la vimentine plutdt que de la
kératine. Ainsi, il est possible que ces cellules ne soient pas isolées par le systéme CellSearch®,
qui présentera alors un manque de sensibilité notable (Maly et al., 2019 ; Nicolazzo et al., 2019).
Lowes et al. (2016) montrent que le systéme CellSearch®, comparativement a une autre technique
de détection des CTC incluant des marqueurs de cellules mésenchymateuses, n’a pas permis de
détecter 40 a 50% des CTC de type mésenchymateux chez des patients atteints de cancer de la
prostate. De la méme maniere, Satelli et al. (2017) montrent la nette supériorité d’'une technique de
détection des CTC utilisant un marqueur de la vimentine associé aux cellules mésenchymateuses
par rapport a la technique CellSearch® chez des patients atteints de carcinome prostatique (figure
53). Toutefois, une possibilité de marquage supplémentaire a été ajoutée au systéme CellSearch®,
ayant un intérét particulier dans la recherche de marqueurs spécifiques tumoraux associés a des
valeurs pronostiques ou impliqués dans des résistances aux traitements de chimiothérapie.

Figure 53 : Courbes ROC de la méthode CellSearch® et de la méthode 84-1 associée a un
marqueur de la vimentine. Valeurs diagnostiques des deux techniques pour la détection du
cancer de la prostate en fonction de différentes valeurs seuils. (Satelli et al., 2017)
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Un exemple de tumeur solide mésenchymateuse est le mélanome, dontles CTC ne peuvent
pas étre détectées par les marqueurs épithéliaux usuels. Ainsi, des kits CellSearch® contenant des
marqueurs différents, notamment le CD146, et I'antigéne de haut poids moléculaire associé aux
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mélanocytes (HMW-MAA), sont disponibles pour détecter spécifiquement les cellules circulantes
provenant de mélanomes, définies comme étant de phénotype CD146*, HMW-MAA*, CD45-, CD34-.

e Les CTC chez 'Homme

o Les CTC en temps que biomargueur diagnostigue

Chez 'Homme, de trés nombreuses études ont été effectuées dans le but de mettre en
évidence la présence de CTC chez les patients atteints de divers processus néoplasiques, ainsi que
leur r6le pronostique et prédictif principalement. Toutefois, ces études sont trés récentes, et la
démonstration de leur utilité clinique commence juste a étre montrée pour certains cas de cancers.
De ce fait, leur utilisation n’est pas a ce jour démocratisée dans la pratique clinique. Toutefois, au
vu du nombre important de preuves établies concernant leur potentiel, il est raisonnable de penser
que cette approche sera courante en pratique dans les années a venir, et s’inscrira dans une
démarche de médecine personnalisée de maniére relativement simple et accessible.

La présence de CTC a été montrée dans de nombreux types de cancers : par exemple
gastrique, prostatique, du tissu mammaire, pulmonaire, ovarien, colorectal, vésical, pancréatique
(Allard, 2004). Toutefois, chez les patients atteints de processus néoplasique non métastatique de
stade précoce, la détection de CTC par CellSearch® n’a été positive que chez un faible taux
d’'individus ; entre 5 et 30% suivant les types de cancer (Cabel et al., 2017). Ainsi, I'intérét de la
détection de CTC en tant que biomarqueur diagnostique des cancers en phase précoce, semble
limité di a une trés faible sensibilité par cette technique. Toutefois, I'étude de llie et al. (2014) a
montré que des CTC ont été détectées chez cing patients parmi 168 atteints de maladie pulmonaire
obstructive chronique sans signe d’atteinte tumorale, par technique d’enrichissement et de filtration
ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumor cells), une autre technique d’isolation des cellules
épithéliales tumorales par la taille. Chacun des cing patients a déclaré des nodules tumoraux visibles
par scanner entre 1 et 4 ans suivant la détection de CTC, tandis qu’aucun des patients n’ayant pas
présenté de CTC, n'a déclaré de tumeur dans les 5 ans de suivi. Les individus atteints de cancer
ont pu subir une exérése chirurgicale des tumeurs pulmonaires et n’ont pas déclaré de récidive dans
les 12 mois suivant la chirurgie. Fait intéressant, les CTC isolées présentaient des phénotypes
hétérogénes de marqueurs épithéliaux et mésenchymateux, correspondant aux phénotypes des
tumeurs pulmonaires analysées. Ainsi, la présence de CTC dans le sang des patients présentant
un risque de cancer, sans mise en évidence d’atteinte avérée, pourrait étre un biomarqueur
diagnostique précoce de développement de processus néoplasique.

Toutefois, il est a noter que la plupart des études évaluant les valeurs diagnostiques des
CTC pour la détection des processus tumoraux montrent une forte spécificité, mais une faible
sensibilité. Par exemple, les méta-analyses menées par Msaouel et Koutsilieris (2011), Wu et al.
(2016) et Sun et al. (2017) étudiant respectivement les cancers de la vessie et de 'urothélium, les
carcinomes épidermoides et les carcinomes hépatocellulaires, ont calculé des sensibilités
respectivement égales a 24,6%, 35,1% et 63% et des spécificités égales a 100%, 89,4% et 98%
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pour la détection du processus néoplasique. Fait intéressant, Sun et al. (2017) montrent une
supériorité de ces valeurs diagnostiques chez les patients atteints de carcinome hépatocellulaire par
rapport a celles de 'AFP (sensibilité et specificité respectivement égale a 54% et 90%).

o Les CTC en temps que biomargueur pronostique

Les trois premiéres études qui ont marqué I'intérét pronostique du décompte des CTC ont
été menées chez des patients atteints de cancer du sein (Cristofanilli et al., 2004), de cancer
colorectal (Cohen et al., 2008), et de cancer de la prostate résistant a la stérilisation (Bono et al.,

2008) au stade métastatique (figure 54).

Figure 54 : Courbes de Kaplan-Meier indiquant le taux de survie globale en fonction du
nombre de CTC chez les patients atteints de cancers métastatiques du sein, colorectal et de
la prostate avant initiation d’une thérapie de chimiothérapie. Graphiques générés par les
données présentées par Cohen et al., (2008), Cristofanilli et al., (2004) et par Bono et al., (2008).
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Ces études ont été suivies et leurs résultats confirmés par de nombreuses autres études et
méta-analyses, démontrant que la présence de CTC a un impact pronostique indépendant négatif
sur les différents taux de survie de patients atteints de nombreux types de cancers (parmi lesquels
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les cancers colorectaux, prostatiques, du sein, de 'cesophage, de la vessie, des ovaires, gastriques,
pulmonaires ou encore hépatiques (Msaouel et Koutsilieris, 2011 ; Ma et al., 2012 ; Zhou et al., 2015
; Zheng et al., 2016 ; Sun et al., 2017 ; Tan et Wu, 2018 ; Hou et al., 2018 ; Bidard et al., 2018 ; Yang
et al., 2018 ; Wang et al., 2019).

En outre, dans le but de préciser le pronostic des patientes atteintes de cancer du sein, un
consensus d’experts internationaux a confirmé l'identification de deux sous-groupes en fonction du
nombre de CTC dénombrées. En effet, I'étude de Cristofanilli et al. (2019) s’est intéressée a 2436
femmes atteintes de cancer du sein de stade IV. Un classement a été effectué en fonction du nombre
de CTC dans 7,5mL de sang : un groupe présentant un nombre de CTC supérieur ou égal a cing
CTC (stade [Vagressit, N=911) et un groupe présentant moins de cinqg CTC (stade Vindolent, 1=1033).
Les patientes de stade IVindolent ONt Montré une plus longue médiane de survie que les patientes de
stade [Vagressit (respectivement 36,3 mois contre 16 mois, p<0,00001) (figure 55). Ce groupe d’expert
considere donc les CTC comme outil pronostique important devant étre introduit dans la démarche
de stadification actuelle des patientes atteintes de cancer du sein avancé.

Figure 55 : Courbe de Kaplan-Meier étudiant la durée de survie globale chez les patientes
atteintes de cancer du sein de stade Vingolent (<5 CTC/7,5mL, ligne continue) et de stade
[Vagressit (25 CTC : ligne discontinue). (Cristofanilli et al., 2019)
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o Les CTC en temps que biomarqueur de suivi

Plusieurs études ont montré l'intérét des CTC dans le suivi des patients, particulierement
pour déterminer la réponse aux traitements néoadjuvants, adjuvants ou aux traitements des
métastases. En effet, un certain nombre d’études concernant différents types tumoraux ont montré
gu’une décroissance du nombre de CTC apres l'instauration d’un traitement de chimiothérapie était
associée a de meilleurs taux de survie, des durées de survie sans progression plus importantes. A
l'inverse, une augmentation du nombre de CTC au cours du traitement est associée a de plus faibles
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taux de survie et une progression du processus néoplasique (Goldkorn et al., 2014 ; Z.-X. Wu et al.,
2016 ; Yanetal., 2017 ; Heller et al., 2018 ; Pantel et al., 2019). Goldkorn et al. soulignent également
gue les variations du nombre de CTC forment une donnée plus fiable que celles de la PSA pour le
suivi des patients atteints de cancer prostatique. L'impact pronostique des CTC dans le suivi des
patients est tel que I'essai clinique de phase Ill mené par Scher et al. (2015) chez 1195 patients
atteints de cancer prostatique métastaseé résistant a la castration, a montré que le nombre de CTC
associé a la mesure de l'activité de la lactate déshydrogénase (LDH) pouvait étre considéré comme
critére de substitution de la survie globale lors de traitement associant 'acétate de abiraterone et la
prednisone. En effet, cette association a répondu aux quatre critéres de Prentice permettant d’établir
la pertinence d’un critére de substitution. Ainsi, 'association du nombre de CTC et de la mesure de
LDH sanguine aprés 12 semaines de traitement formerait un biomarqueur qui pourrait se substituer
au critéere de jugement clinique (ici la survenue du déces du patient malgré le traitement) lors des
essais cliniques et lors des traitements des patients.

o Les CTC en temps que biomarqueur prédictif

Les CTC ont également montré leur intérét en tant que biomarqueur prédictif, que ce soit
pour la survenue d’'un déceés ou pour I'efficacité d'un traitement. En effet, I'isolement des CTC permet
par la suite de les caractériser par différents marqueurs (récepteurs cellulaires notamment) et par
leur profil génétique, leur transcriptome ou encore leur protéome. Aussi, certaines mutations
génétiques et certains récepteurs sont connus pour étre prédictifs de résistance a certains
traitements de chimiothérapie suivant le type de cancer, ou encore pour étre la cible de certains
types de traitement. Ainsi la présence ou I'absence de ces récepteurs ou mutations génétiques
guident le clinicien dans le choix du traitement le plus adapté a la lésion tumorale du patient.
Toutefois, cette caractérisation n’est effectuée aujourd’hui que par des marquages histologiques ou
analyses moléculaires effectués sur des biopsies de la tumeur, acte invasif voire impossible a
réaliser en fonction de sa localisation et de la capacité du patient a subir cette intervention. De plus,
une hétérogénéité est fréquemment rencontrée entre la tumeur primaire et les métastases
lorsqu’elles ont lieu, ce qui rend nécessaire la connaissance des caractéristiques de la tumeur
primaire mais également des nodules métastatiques pour pouvoir adapter le traitement. Aussi, il a
été montré que les CTC peuvent avoir également un profil de caractéristiques différent de celui de
la tumeur primaire, et pourraient ainsi étre le reflet de I'hétérogénéité rencontrée entre les
métastases et le site tumoral primaire et permettre un ajustement plus précis des protocoles de
traitement (Paoletti et Hayes, 2016).

Par exemple, dans une étude de 254 patientes atteintes d’'un cancer du sein métastatique,
Fehm et al. (2010) ont comparé les statuts HER2 des tumeurs primaires et des CTC et ont pu mettre
en évidence que 30% des patientes dont la biopsie de la tumeur initiale a révélé un statut HER2
négatif ont présenté des CTC HER2 positifs, et pourraient donc tirer bénéfice d’un traitement ciblé
sur ce récepteur. L’étude effectuée par Paoletti et al. (2015) a récemment rapporté le développement
d’un indice de thérapie endocrinienne lié aux CTC (CTC-ETI). Cet index comprend une évaluation
semi-quantitative de I'expression des récepteurs aux cestrogénes (ER) et BLC2 (qui prédisent tous
deux une sensibilité a la thérapie endocrinienne) et HER2 et Ki-67 (qui prédisent une résistance a
la thérapie endocrinienne). Cet index a montré une valeur analytique élevée a l'aide du systéme
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CellSearch®, méme lorsque cette technique est réalisée par différents opérateurs formés. Le CTC-
ETI variait considérablement parmi 50 patients atteints d’'un cancer du sein métastatique ER positif.
Par conséquent, le CTC-ETI peut identifier les patientes atteintes d’'un cancer du sein métastatique
ER positif dont les CTC révelent un caractére réfractaire a la thérapie endocrinienne et pour
lesquelles un traitement par chimiothérapie serait plus adapté, de la méme maniére que si elles
présentaient un cancer ER négatif. Un essai prospectif est en cours pour confirmer cette hypothese
(essai COMETI, identifiant ClinicalTrials.gov: NCT01701050).

Il en va de méme pour le cancer de la prostate, pour lequel il a été montré que le variant 7
du récepteur aux androgeénes (V7-AR) est impliqué dans la résistance aux thérapies anti-
androgéniques telles que I'enzalutamide ou I'abiraterone, particulierement lorsque cette protéine se
retrouve en position nucléaire par rapport a cytoplasmique ou membranaire (Antonarakis et al.,
2014). Une récente étude prospective multricentrigue (PROPHECY ; Armstrong et al., 2019) a pu
confirmer le fait que les patients atteints de cancer prostatigue métastatique résistant a la castration
et dont les CTC étaient positives pour I'expression de V7-AR (« CTC V7-AR positifs »), présentaient
de maniere significative, des taux de survie globale ou sans progression et des réponses tissulaires,
plus faibles que les patients ayant des CTC négatives pour I'expression de V7-AR (« CTC V7-AR
négatifs ») lors de traitement a base d’enzalutamide ou d’abiraterone. En effet, les individus « CTC
V7-AR positifs » ont présenté une durée médiane de survie sans progression et une durée médiane
de survie globale significativement moindres que les individus « CTC V7-AR négatifs » :
respectivement 3,1 versus 6,9 mois (HR = 2,4 ; IC 95% =[1,5 — 3,7]) et 10.8 versus 27.2 mois (HR
=3,9;1C 95% =[2,2 — 6,9)).

Carter et al. (2017) ont également mis en évidence que le profil de variabilité du nombre de
copies des génes des CTC de patients atteints de cancers du poumon a petites cellules a permis
de prédire avec 83,3% de précision le caractére chimiorésistant ou chimiosensible du processus
tumoral.

Enfin, il est important de soulever que malgré les différentes preuves de l'intérét des CTC
dans l'apport diagnostique, pronostique, pharmacodynamique ou prédictif de la réponse aux
traitements, les preuves de I'utilité clinique de ce biomarqueur sont rares. C’est la raison pour
laquelle 'American Society of Clinical Onclogy et le National Comprehensive Cancer Network ne
recommandent pas a I'heure actuelle I'utilisation des CTC dans les lignes directrices que ces
institutions spécialisées proposent dans la gestion des processus néoplasiques.

Une premiére preuve de l'utilité cliniue du nombre de CTC dans le sang des patientes
atteintes de cancers du sein a été récemment publiée par I'équipe de Bidard et al., (2019). Le choix
du traitement (Hormonothérapie : HT ou chimiothérapie : CT) chez les patientes atteintes d’'un
cancer du sein présentant des récepteurs aux cestrogénes (HR+) et HER2— ne peut se reposer sur
des critéres objectifs prouvés, et dépend donc principalement des outils pronostiques et du clinicien.
Pour cette étude, 761 patientes atteintes d’'un tel cancer ont été divisées en deux groupes sans
traitement préalable et ayant eu un décompte de CTC avant initiation du traitement. Un premier
groupe a regu un traitement (HT ou CT) en fonction du choix du clinicien qui n’avait pas
connaissance du nombre de CTC par 7,5mL de sang. Le deuxiéme groupe a regu un traitement en
fonction du nombre de CTC : une hormonothérapie si CTC <5/ 7,5mL ou une chimiothérapie si
CTC = 5/ 7,5mL. Parmi les choix de traitement instauré par le clinicien, 67% des traitements HT
furent confirmés par CTC < 5 / 7,5mL de sang, tandis que 48% des chimiothérapies furent
confirmées par CTC =5/ 7,5mL de sang. Concernant les patientes ayant regu une HT alors qu’elles
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avaient un nombre supérieur ou égal a 5 CTC par 7,5mL de sang, leur étude a montré que le choix
guidé par le nombre de CTC permettait d’obtenir une durée de survie sans progression
significativement plus importante (HR=0.67, 95%CI=[0.49-0.92]; p=0.01) et une durée de survie
globale ayant tendance a étre plus importante (HR=0.68, 95%CI=[0.44-1.07]; p=0.09). Aussi, les
patientes ayant recu une CT malgré un nombre de CTC inférieur a 5 par 7,5mL n’ont pas montré de
différence en termes de durées de survie par rapport aux patientes dont le choix de HT fut guidé par
un compte de CTC inférieur a 5 par 7,5mL. Ainsi, le choix de thérapie guidé par le nombre de CTC
a montré qu’il permettait 'amélioration de la survie sans progression. Le nombre de CTC montre
donc son utilité clinique d’aprés cette étude.

Toutefois, bien que cette derniére étude apporte une premiére preuve de ['utilité de ce
biomarqueur en clinique, d’autres études sont nécessaires pour mieux caractériser les CTC chez
les patients atteints de processus néoplasiques, pour apporter des preuves supplémentaires de leur
utilité, et ainsi étre un biomarqueur approuvé par les comités d’experts dans la prise en charge de
ces patients.

e Les CTC chez le chien

Trois études ont été publiées concernant la détection de CTC chez le chien par réaction en
chaine par polymérase aprés transcription inverse (RT-PCR). Il est en effet possible de détecter
dans le sang la présence d’ARNm spécifiquement exprimés dans les CTC et non dans les cellules
leucocytaires du sang périphérique par méthode de RT-PCR (Mostert et al., 2009).

L’étude de Da Costa et al. (2011) a montré que parmi 16 ARNm marqueurs de CTC humains,
six ont été surexprimés dans le sang des 10 chiennes atteintes de carcinome mammaire
sélectionnées mais aucun des 12 chiens sains. De plus, a partir d’échantillons sanguins contenant
une dilution définie de cellules issues de culture de deux lignées différentes de carcinome
mammaire, la technique de RT-PCR a montré une bonne sensibilité, elle a été capable de détecter
jusqu’a une CTC par 10° a 107 leucocytes avec les transcrits des génes CK19, EGFR et CLDN7
comme marqueurs.

Da Costa et al. (2012) ont par la suite étudié la possibilité d’identifier le stade métastatique
chez les chiennes atteintes de carcinome mammaire a l'aide de différents marqueurs ARN amplifiés
par RT-PCR. Quatre groupes ont donc été formés ; un groupe formé de 40 chiennes atteintes de
carcinome mammaire avec invasion vasculaire ou métastases, un deuxiéme contenant 40 chiennes
sans signe d’invasion vasculaire ni métastase, un groupe avec 30 chiennes présentant une tumeur
mammaire bénigne, et 10 chiennes saines. lls ont pu identifier que le produit du géne CRYAB (géne
impliqué dans la protection contre le choc thermique, I'inhibition de I'apoptose et I'architecture
intracellulaire) permettait de détecter les carcinomes mammaires métastatiques avec une sensibilité
de 35% et une spécificité de 100%. Puis un mélange des quatre marqueurs CLDN7, CRYAB,
ATP8B1 et EGFR a été testé, en définissant un échantillon sanguin positif comme un échantillon
ayant au moins un des marqueurs identifiés. Ils ont pu montrer que les chiennes du premier groupe
ont été identifiées par ce mélange de marqueur avec une meilleure sensibilité égale a 77,5% mais
une moindre spécificité égale a 80% (en effet 40% des chiennes atteintes de carcinome mammaire
non métastatique ont présenté un échantillon positif). Ainsi, le produit du gene CRYAB ou la
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recherche des produits des génes CLDN7, CRYAB, ATP8B1 et EGFR permettent de différencier
avec des précisions variables les chiennes atteintes de carcinome mammaire a un stade
métastatique de celles atteintes d’'un carcinome mammaire sans signe de métastase.

Enfin, dans leur étude, Da Costa et al. (2013) ont identifié par RT-PCR six marqueurs canins
potentiels des CTC (contrairement a I'étude de 2011 étudiant des marqueurs ayant montré leur
potentiel chez 'lhomme). Pour cela, les transcriptomes de deux lignées cellulaires de carcinome
mammaire canin ont été comparés aux transcriptomes des leucocytes de chiens sains. lls ont ainsi
pu identifier 105 transcrits exprimés au moins 200 fois plus intensément par les cellules
carcinomateuses par rapport aux leucocytes. Parmi ces 105 produits de génes, 43 ARN furent
identifiables apres RT-PCR. Enfin, six d’entre eux furent retrouvés dans le sang des 10 chiennes
atteintes de carcinome mammaire sélectionnées, identifiés comme le produit des géenes AGR2,
ATP8B1, CRYAB, F3 IRX3 et SLC1Al. A laide d’échantillons sanguins contenant des dilutions
variables de cellules carcinomateuses, ils ont pu montrer que la sensibilité de la technique par RT-
PCR était suffisante pour détecter une cellule par 10° a 107 leucocytes pour les ARN CRYAB et
ATP8BL1. Les produits des autres génes ont permis de détecter une CTC a des dilutions moins
importantes. Ainsi, les ARNm des génes CRYAB et ATP8B1 pourraient constituer des marqueurs
de CTC chez des chiennes atteintes de carcinome mammaire, et sont détectés par RT-PCR avec
une bonne sensibilité.

Le systéme CellSearch® a également pu étre utilisé pour identifier les CTC dans le sang de
chiennes atteintes de processus néoplasique, selon de protocole décrit dans le paragraphe au-
dessus a partir de sang humain. Les CTC EpCAM+/CK+/DAPI+/CD45- ont ainsi pu étre identifiées
dans le sang de chiennes atteintes de carcinome mammaire métastatique par cette méthode
(Marconato et al., 2019). En effet, cette étude s’est intéressée a 32 chiennes présentant un
carcinome métastatique. Parmi les 32 prises de sang, 27 analyses des CTC par le systéme
CellSearch® furent interprétables (cing échantillons sanguins ne furent pas interprétables en raison
de coagulation dans le tube de prélevement ou de contrbles de qualité non satisfaisants). Douze
échantillons ont montré au moins une CTC par 7,5mL de sang, soit 44,4%, sensibilité relevée par
les auteurs comme étant proche des valeurs obtenues chez les femmes atteintes de cancer du sein
métastasé. Les auteurs ont pu quantifier le nombre de CTC chez 15 des 32 chiennes lors de la
premiére visite de contrble apres chimiothérapie. Quatre des 15 chiennes ont montré au moins une
CTC par 7,5mL de sang, soit 26,7%, et une diminution du nombre moyen de CTC a été notée.
Malheureusement ce nombre trop faible d’individus n’a pas permis d’étudier le potentiel impact de
la diminution des CTC dans le temps, sur le temps de survie global. Toutefois, cette étude a
également porté sur I'impact pronostique de la présence de CTC a TO. En effet, les chiennes pour
lesquelles aucune CTC n’a été détectée avant traitement ont montré une médiane de survie globale
égale a 339 jours, tandis que celles ayant eu au moins une CTC par 7,5mL de sang ont montré une
médiane de survie de 105 jours, cette différence ayant été relevée comme significative (p= 0,036).
En utilisant une valeur seuil égale a 2 CTC/ 7,5mL, les chiennes CTC = 2 avaient un temps de
survie global médian égal & 105 jours contre 305 jours pour les chiennes CTC < 2, cette différence
ayant été a nouveau relevée comme significative (p=0,0113) (figure 56). Cette étude est donc la
premiére a montrer la possibilité de dosage des CTC dans le sang par le systeme CellSearch®,
montrant une sensibilité de 44,4% pour la détection de carcinome mammaire métastasé, et révélant
gue la présence de CTC dans le sang a un impact pronostique négatif.
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Figure 56 : Courbes de Kaplan-Meier montrant le taux de survie chez les chiennes
présentant un carcinome mammaire métastasé, en fonction de la présence ou non de CTC
(a gauche), ou d’une valeur seuil de 2 CTC / 7,5mL de sang (a droite). (Marconato et al.,
2019)
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Enfin, une derniére étude récente a montré la possibilité de détecter les cellules circulantes
d'ostéosarcome a l'aide de la cytométrie en flux (Wright et al., 2019). Les auteurs ont pu montrer
une forte expression de Collagéne | (constituant important des os et de la peau) par des cellules de
deux lignées différentes d’ostéosarcome, et une expression moindre mais présente d'Ostéocalcine
(hormone spécifique des tissus osseux). Ainsi, un marquage du Collagéne | et de I'Ostéocalcine a
permis de détecter des cellules positives a ces deux marqueurs par cytométrie en flux dans le sang
de trois chiens atteints d’ostéosarcome. Les cellules détectées positives pour I'expression de ces
deux marqueurs par la cytométrie en flux, ont pu étre isolées, et les auteurs ont montré une similarité
morphologique de celles-ci avec les cellules obtenues par cytoponction des tumeurs osseuses. De
plus, un suivi du dosage de ces cellules a pu étre effectué toutes les deux a trois semaines, avant
amputation puis au cours du traitement par chimiothérapie (durant 121, 142 et 183 jours). lls mettent
alors en évidence que les trois chiens ont présenté un taux supérieur a 100 CTC / 10° leucocytes
avant amputation. Les auteurs expliquent cette forte fréquence par le caractére trés agressif des
ostéosarcomes, dont les emboles cellulaires peuvent méme étre visualisées occasionnellement sur
des frottis sanguins. Les fréquences de CTC furent fortement amoindries a la suite de 'amputation
chez les trois chiens, puis furent variables au cours de la chimiothérapie. Enfin, une trés forte
augmentation de la fréquence des CTC, jusqu’a 4000 par 10° leucocytes, a été notée chez les trois
chiens dans les 4 semaines précédant I'apparition manifeste de métastases ou le déces (figure 57).
C’est ainsi la premiére étude montrant une évolution dynamique des CTC au cours d’un traitement
de chimiothérapie chez le chien, connaissant une forte baisse aprés ablation de la tumeur et une
hausse remarquable avant I'apparition de métastases ou le décés, laissant supposer un rble de suivi
des CTC chez le chien atteint d’ostéosarcome en cours de traitement.
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Figure 57 : Nombre de cellules positives au Collagéene | par 106 leucocytes détectées au
cours du temps chez trois chiens. (Wright et al., 2019)
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En conclusion, les CTC ont montré leur intérét diagnostique dans la recherche de processus
tumoral malgré une sensibilité limitée et variable suivant les techniques de dosage employées. Elles
ont également montré leur intérét en termes de pronostic, de suivi, ou d’outil prédictif, et certaines
études avancent leur supériorité par rapport a certains biomarqueurs utilisés usuellement ('AFP et
le PSA notamment). En outre, le nombre de CTC et/ou I'expression de certains marqueurs
pourraient étre utiles au clinicien dans I'établissement ou I'ajustement d’'une thérapie plus précise.
Les preuves de leur utilité clinique sont malgré tout aujourd’hui insuffisantes et ne permettent pas
leur utilisation courante en pratiqgue. Cependant, compte tenu du fait que le la recherche sur les CTC
soit un domaine relativement récent, il est probable que le nombre croissant d’études méne dans un
futur proche a une large utilisation de ce biomarqueur. Le nombre d’études concernant le chien est
guant a lui faible. Il a été montré que différentes techniques utilisées en médecine humaine sont
également applicables pour détecter et quantifier le nombre de CTC dans le sang des chiens. Leur
intérét dans I'établissement d’'un pronostic et dans le suivi des chiens atteints de processus
néoplasiqgue a également été soulevé dans deux études. De nombreuses études sont encore
nécessaires chez le chien pour établir l'intérét des cellules tumorales circulantes et leur utilité
clinique. Toutefois, le chien et 'THomme montrant de nombreuses similarités dans le domaine de
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'oncologie, les études menées en médecine humaine concernant les cellules tumorales circulantes
poussent a croire qu’il s’agit d’'un biomarqueur prometteur également en médecine vétérinaire.

b. Les Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSCs)

Les cellules myéloides suppressives forment un groupe de cellules hétérogenes, et
représentent les stades immatures des granulocytes et des macrophages. Elles sont retrouvées
principalement dans la moelle osseuse, ou elles représentent 20 a 30% des cellules qui la
constituent chez la souris, contre 2 a 4% au sein de la rate, 0,5% parmi les cellules mononuclées
du sang périphérique, et 0% au sein des nceuds lymphatiques. Les MDSCs se composent de deux
populations distinctes : les G-MDSC (granulocyte polynucléaire neutrophile) et les M-MDSCs
(macrophage) issues des cellules myéloides immatures (IMCs) (figure 58, Gabrilovich et Nagaraj,
2009).

Figure 58 : L’origine des MDSCs. Tiré de Myeloid-derived suppressor cells as
regulator of the immune system, Gabrilovich et Nagarai, 2009.
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Les MDSCs possedent une forte activité immunomodulatrice en inhibant principalement la
prolifération des lymphocytes T, en réduisant leur pouvoir cytotoxique, ainsi qu’en induisant leur
apoptose. Elles exercent également une réduction de la prolifération et de I'activité des lymphocytes
B, ainsi que des cellules Natural Killer (NK), et des cellules dendritiques. Leur pouvoir
immunomodulateur provient de la sécrétion de cytokines et enzymes, notamment l'inducible Nitric
Oxide Synthase (iNOS), l'arginase (ARG1), les Reactive Oxygen Species (ROS), I'lL-10, le
Tranforming Growth Factor B (TGF-f3), ou encore un puissant agent oxydant : la peroxynitrite (Nadal
et al., 2018).
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Physiologiquement, les MDSCs migrent vers les différents organes périphériques ou elles se
différencient en macrophages, cellules dendritiques ou granulocytes. Toutefois, les phénomenes
inflammatoires aigus ou chroniques favorisent 'accumulation des MDSCs au sein des sites
d’'inflammation, empéchent leur différenciation et induisent leur activation (Gabrilovich et Nagaraj,
2009). Il a été montré que de nombreux facteurs permettent le recrutement et 'expansion des
MDSCs dans I'environnement tumoral depuis la moelle osseuse et les organes lymphoides
secondaires, notamment le facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-CSF), le facteur
de stimulation des colonies de macrophages granulocytes (GM-CSF), et le facteur de stimulation
des colonies de granulocytes (G-CSF), mais aussi de nombreuses interleukines et chimiokines : le
TGF-B, I'lL-1B, I'lL-6, I'IL-10, I'lL-12, I'IL-13, CCL-2, CXCL-5, les prostaglandines cyclooxygenase 2
(COX-2) et E2 (PGE2) (Ugel et al., 2009 ; Nagaraj et Gabrilovich, 2010). Les MDSCs recrutées
seraient alors activées par des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, le TNF-a (Tumor
Necrosis-a), I'lL-13/4 et I'interféron-y (IFN-y) (Marvel et Gabrilovich, 2015).

L’activité immunosuppressive des MDSCs a pour but de préserver le systéme immunitaire et
I'environnement ou sieége l'inflammation d’'une réponse immunitaire excessive et/ou prolongée. On
peut alors comprendre que l'inflammation péri-tumorale engendrée par une atteinte néoplasique
favorise également le recrutement et l'activation des MDSCs. Or, la dépression du systéeme
immunitaire autour de la tumeur favorise le phénoméne d’échappement tumoral et ainsi son
expansion.

De plus, les MDSCs favorisent la dissémination métastatique des cellules tumorales par
plusieurs mécanismes. En effet, ces cellules favorisent 'angiogenése au sein de la tumeur en
produisant des metalloprotéases matricielles 9 (MMP9) qui elles-mémes favorisent la production et
la biodisponibilité du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF). Elles produisent
également le facteur Bombina Variegeta 8 (BV8) proangiogénique, et des chemokines ligands 2
(CCL2) qui permettent la migration des cellules endothéliales (Safarzadeh et al., 2018). Les
métalloprotéases produites par les MDSCs sont également impliquées dans la dégradation
protéolytique de la matrice extracellulaire, améliorant la capacité de migration de ces cellules au
sein de I'environnement tumoral. Ces métalloprotéases induisent de surcroit la production de facteur
de croissance épidermique (EGF), de facteur de croissance des hépatocytes (HGF) et de facteur
transformant Bl (TGF-B1) qui permettent la transition épithéliale-mésenchymateuse des cellules
tumorales carcinomateuses et permettent leur passage dans le secteur intravasculaire (Toh et al.,
2011).

Les MDSCs sont donc des acteurs clés de I'échappement tumoral de par leur réle
immunosuppresseur, leur réle dans I'angiogenése et la dissémination des cellules tumorales au sein
de l'organisme. De nombreuses études visent donc a cibler ces cellules dans I'élaboration de
thérapies anti-cancéreuses.

e Le réle biomarqueur des MDSCs chez ’'homme.

Les MDSCs ont été découvertes dans les années 1980. Leur appellation Cellules Myéloides
Suppressives a été proposée en 2007 par Gabrilovich et al., et leur réle dans la croissance tumorale
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n’est plus a démontrer, faisant de ces cellules une cible thérapeutique prometteuse. Ainsi, le nombre
de recherches concernant les MDSCs s’est considérablement accru depuis les deux derniéres
décennies ; de 2007 a 2017 plus de 2500 études ont été publiées concernant ces cellules d’intérét
en oncologie (Gabrilovich, 2017). Ces cellules et leurs différentes implications sont donc de mieux
en mieux comprises, mais de nombreuses avancées sont a attendre dans les prochaines années.

Il existe ainsi des preuves suffisantes de I'expansion des MDSCs lors de processus
néoplasique (Tcyganov et al., 2018). Une augmentation significative de la proportion de MDSCs
parmi les cellules mononuclées du sang périphériqgue (%MDSCs) a été montrée en cas de trés
nombreux types de tumeurs par rapport au %MDSCs de sujets sains. On peut par exemple citer, de
maniere non exhaustive, le lymphome (Betsch et al., 2018), le cancer du sein (Jin et al., 2017), le
cancer de l'ovaire (Okfa et al., 2019), le cancer du pancréas (Goedegebuure et al., 2011), le
carcinome urothélial (Sheng et al., 2020), le cancer du col de l'utérus (Wu et al., 2018), le cancer
colorectal (Limagne et al., 2016), le mélanome (Poschke et al., 2010), le carcinome épidermoide
(Chen et al., 2017) et de nombreuses tumeurs hématopoiétiques (Bizymi et al., 2019).

Ainsi, en raison du nombre important de types tumoraux présentant une augmentation
significative de %MDSCs, ce critére ne peut pas représenter un biomarqueur diagnostique d'une
atteinte tumorale en particulier. Toutefois, une augmentation de %MDSCs peut donc témoigner
d'une possibilité d’atteinte tumorale. Peu d’études proposent une valeur de sensibilité et de
spécificité pour le %MDSCs dans le diagnostic d’atteinte tumorale. Jin et al. (2017) ont mis en
évidence que dans le cadre de la détection de cancer du sein, la proportion de M-MDSCs parmi les
leucocytes du sang périphérigue montre une aire sous la courbe ROC de 0,766, une sensibilité égale
a 80,5% ainsi qu’une spécificité de 61,3% pour une valeur seuil de 3,05%. Cette valeur d’aire sous
la courbe a été sensiblement retrouvée (égale a 0,74, p=0,0013) dans I'étude de Bergenfelz et al.
(2020), comparant les taux de M-MDSCs chez les patientes atteintes de cancer du sein métastatique
et les patientes saines. Ainsi, les MDSCs semblent montrer une certaine capacité diagnostique.
Toutefois, bien que ces valeurs diagnostiques soient intéressantes dans le cadre des moyens de
dépistage du cancer du sein par rapport aux moyens d’imagerie peu accessibles, elles sont
relativement faibles et induisent un nombre non négligeable de faux positifs et faux négatifs.

La spécificité de %MDSCs est de plus impactée par le fait que les processus néoplasiques
ne sont pas les seules atteintes pathologiques entrainant une augmentation de ce parameétre. En
effet, les phénoménes inflammatoires non néoplasiques, comme les phénomeénes inflammatoires
chroniques, aigus ou les atteintes septiques, sont également a l'origine d’'une augmentation de
%MDSCs (Gabrilovich, 2017). Ainsi, une augmentation de %MDSCs peut résulter d’'un phénoméne
inflammatoire non néoplasique, dont 'hypothése devra donc étre exclue en préalable lors de
I'exploration d’'un possible processus néoplasique. Toutefois, certaines études révélent une
différence significative entre le %MDSCs des phénoméne inflammatoires non néoplasiques et des
processus néoplasiques (Zhang et al., 2019).

I a été démontré dans de nombreuses publications que le taux de %MDSCs est
significativement corrélé au stade d’avancement des processus néoplasiques. C’est-a-dire que plus
la maladie est avancée, plus il semblerait que le %MDSCs soit élevé, et ce de maniere significative
(Jin et al., 2017 ; Chen et al., 2017 ; P.-F. Wang et al., 2018). Ainsi, le %MDSCs chez les patients
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atteints de processus néoplasiques pourrait étre biomarqueur diagnostique d'un certain degré
d’avancement. Toutefois, des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer des valeurs
seuils entre les différents stades clinigues des processus tumoraux, leurs différentes valeurs de
sensibilité et de spécificité, et ainsi permettre d’évaluer I'intérét du dosage des MDSCs dans
I'établissement d’'un degré d’avancement tumoral par rapport aux outils habituellement employés a
cet effet.

Outre I'association entre une élévation de %MDSCs et le stade d’avancement du cancer, le
réle pronostiqgue des MDSCs a été largement étudié chez les patients atteints de différents types
tumoraux. Deux méta-analyses ont montré que le pronostic des patients atteints de tumeurs solides
est significativement amoindri si le %MDSCs est élevé (Zhang et al., 2016 ; P.-F. Wang et al., 2018).
En effet, les patients montrant une augmentation de %MDSCs présentaient des taux de survie
globale, sans récidive ou sans progression significativement inférieurs a ceux qui ne montraient pas
de %MDSCs élevé. La méta-analyse menée par Zhang et al. (2019) amene les mémes conclusions
concernant les patients atteints de carcinome hépatocellulaire. De plus, le caractére indépendant du
réle pronostique du taux de MDSCs a été montré a l'aide d’analyses multivariées pour différentes
atteintes néoplasiques, par rapport aux différents paramétres cliniques et pathologigues
habituellement utilisés dans le but d’établir un pronostic (Gonda et al., 2017 ; Zhang et al., 2019 :
Zhang et al., 2017). Par exemple, Gonda et al. (2017) montrent le caractére indépendant du taux de
MDSCs circulantes en tant que facteur pronostique par rapport aux différents stades cliniques
d’avancement chez les patientes atteintes de cancer du sein (figure 59). De nombreuses autres
publications étudiant des types tumoraux différents avancent également une valeur pronostique
significative au taux de MDSC circulant (G. Yang et al., 2017 ; Safarzadeh et al., 2018 ; Zahran et
al., 2020).

Figure 59 : Courbes de Kaplan-Meier montrant le taux de survie globale chez les patientes
atteintes de cancer du sein, en fonction des différents stades (I,I1,111,IV), présentant un
%MDSCs inférieur a 1% (A) ou supérieur a 1% (B). (Gonda et al. 2017)
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L’hypothése d’un rdle biomarqueur prédictif des MDSCs a été soulevée par différentes
études concernant I'efficacité de différents traitements ou encore I'apparition de récidive tumorale.
L’étude de Sade-Feldman et al. (2016) a montré que les patients atteints de mélanome de stade IV
et ayant un faible %MDSCs, présentaient une réponse objective au traitement a base d’ipilimumab
et un meilleur taux de survie que les patients ayant un fort %MDSCs. A l'inverse, Passaro et al.
(2020) ont montré que chez les patients atteints de cancers du poumon non a petites cellules, un
%G-MDSCs était associé de maniére significative & une efficacité objective du traitement a base de
nivolumab (inhibiteur de point de contr6le immunitaire), contrairement aux patients ne présentant
pas de fort taux de MDSC. Romano et al. (2010) montrent qu’une élévation du nombre absolu initial
de MDSCs dans le sang est significativement corrélée avec les résultats obtenus par TEP prés deux
cycles de chimiothérapie chez les patients atteints de lymphome Hodgkinien, et permet donc de
prédire la réponse a la chimiothérapie. Enfin, Yamauchi et al. (2018) montrent que le %MDSCs initial
pourrait étre prédictif de 'apparition d’'une récidive tumorale aprés intervention chirurgicale chez les
patients atteints de carcinome rectal.

La littérature manque cependant d’apport concernant un éventuel réle du %MDSCs dans le
suivi des patients atteints de processus néoplasique. Le %MDSCs étant corrélé a la charge
tumorale, un suivi longitudinal des patients en cours de traitement ou ayant achevé leur thérapie
pourrait montrer une hausse du %MDSCs chez les patients présentant une récidive ou un
développement métastatique.

e Le réle biomarqueur des MDSCs chez le chien.

Chez le chien, six études ont eu pour objet d’'observer les MDSCs dans un contexte de
processus néoplasique depuis 2012.

La premiére étude concernant les MDSCs chez le chien a été effectuée par Goulart et al. en
2012, observant 45 chiens atteints de processus tumoral (18 sarcomes, 7 carcinomes, 5
mastocytomes cutanés, dont 30 tumeurs considérées comme avancées, et 15 peu avancées). Les
cellules considérées comme étant les MDSCs avait pour phénotype suivant : CD11b* CMHII'CD14
. Le caractére immunosuppresseur de ces cellules a été confirmé par expérience de co-culture en
présence de lymphocytes T autologues ou hétérologues, dont l'activité fut réduite en cas de
présence des MDSCs dans le milieu de culture. Les processus néoplasiques de stade avancé
montraient une augmentation significative de %MDSCs (36,04%) par rapport aux chiens sains
(10,24%) et aux tumeurs de stade peu avancé (9,24%). Une méme augmentation significative était
enregistrée pour chaque type tumoral (sarcomes, carcinomes, mastocytomes) de stade avancé par
rapport aux chiens sains et aux processus tumoraux de stade peu avancé. Aucune différence
significative n’a été observée concernant les cancers peu avancés par rapport aux chiens sains
(figure 60).
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Figure 60 : Diagrammes en boite représentant les %MDSCs parmi les groupes de chiens sains et
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Une seconde étude effectuée par les mémes auteurs, Goulart et al. (2019), a mis en évidence
un phénotype différent pour les M-MDSCs et les G-MDSCs. Les M-MDSCs ont pour phénotype
CD5  CD21- MHCII- CD11b* CD14* CADO48A- et les G-MDSCs identifiées ont pour phénotype
CD5  CD21- MHCII- CD11b* CD14- CADO48A *. En effet, les marqueurs CD5 et CD21 permettent
d’identifier les lymphocytes T, B et des cellules dendritiques. Le marquage MHCII - permet de
confirmer le caractere immature des MDSCs, le marquage CD11* confirme I'appartenance de ces
cellules a la lignée myéloide, le marqueur CD14 correspond au marqueur des monocytes, et enfin
le marqueur CADO48A correspond au marqueur des granulocytes neutrophiles.

Leur caractere immunosuppresseur a été vérifié a nouveau par des expériences de co-
culture de ces deux types cellulaires (M-MDSCs et G-MDSCs) en présence de de lymphocytes T,
similaires a ce qui avait été décrit en 2012. D’autre part, une observation microscopique des deux
types cellulaires a été réalisée aprés tri par cytométrie de flux, correspondant a leur aspect
microscopique attendu (figure 61).

Figure 61 : Préparations de cytocentrifugation de MDSCs triées par cytométrie de flux, avec
une morphologie de G-MDSCs ( PMN-MDSC a gauche) et M-MDSCs (a droite), barre
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Cette étude de Goulart et al. (2019) a inclus 118 chiens atteints de processus tumoral, 40
atteints de processus inflammatoire non néoplasique, et 56 chiens sains. Différents types tumoraux
ont été étudiés (tumeurs mésenchymateuses/mésodermiques hématopoiétigues HM, tumeurs
mésenchymateuses/ mésodermiques non hématopoiétiques NHM, et tumeurs épithéliales EPI) ainsi
que le caractére avancé ou peu avanceé de I'atteinte tumorale (atteinte tumorale peu avancée définie
par un stade | et Il pour les lymphomes, et les tumeurs solides non métastatiques ; atteinte tumorale
avanceée définie par un stade Ill ou IV pour les lymphomes, et les tumeurs solides métastatiques).

Concernant les G-MDSCs, Goulart et al. (2019) ont pu montrer que le pourcentage de G-
MDSCs parmi les cellules mononucléées du sang (%G-MDSC) était significativement augmenté
chez les chiens atteints de processus tumoral par rapport aux chiens sains. Aussi, tel qu'en
témoigne la figure 62, les HM avancées ont montré une augmentation significative de %G-MDSC
par rapport aux HM peu avancées, tandis que cette augmentation en fonction de I'avancement
tumoral n’était pas significative concernant les tumeurs NHM et EPI. Seules les tumeurs HM
avancées et EPI avancées ont montré une augmentation significative de %G-MDSC par rapport aux
maladies inflammatoires non néoplasiques, les processus néoplasiques peu avanceés et les tumeurs
NHM avancées n’ont pas montré de telle augmentation. Enfin, parmi les processus tumoraux peu
avancés, seules les tumeurs EPI ont montré une augmentation significative de %G-MDSC par
rapport aux chiens sains (figure 62).

Figure 62 : Diagrammes en boite représentant des %G-MDSCs parmi les différents groupes sains,
inflammatoire non néoplasique, et tumeur. (Goulart et al., 2019)
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HM : tumeurs mésenchymateuses/mésodermiques hématopoiétiques, NHM : tumeurs mésenchymateuses/mésodermiques
non hématopoiétiques, EPI : tumeurs épithéliales. Les lettres majuscules et minuscules indiquent une différence significative avec
respectivement p<0,001 et p<0,05.

Concernant les M-MDSCs, seules les tumeurs EPI avancées et peu avancées ont montré
une augmentation significative de %M-MDSCs par rapport aux chiens sains. Aucune autre différence
significative n’a été notée entre les différents groupes (figure 63).
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Figure 63 : Diagrammes en boite représentant des %M-MDSCs parmi les différents groupes : sain,
inflammatoire non néoplasique, et tumeurs. (Goulart et al., 2019)
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HM : tumeurs mésenchymateuses/mésodermigues hématopoiétiques, NHM : tumeurs mésenchymateuses/mésodermiques non
hématopoiétiques, EPI : tumeurs épithéliales. Les lettres minuscules indiquent une différence significative avec p<0,05.

Il est & noter que les taux de cellules de type CD11b* CMHII"CD14*, correspondant aux M-
MDSCs et dont les fréquences furent bien moindres que les %G-MDSCs, n’ont pas montré de
différence significative entre les différents groupes étudiés.

L’équipe de Sherger et al. (2012) a également montré que le pourcentage de MDSC parmi
les cellules mononuclées du sang (7,9%, cellules marquées CD11b"®"/CADO48A*" chez 40 chiens
atteints de tumeurs (sarcomes, carcinomes et meélanomes buccaux) étaient significativement
augmenté par rapport a un groupe de 40 chiens sains (3,6%). Aucune différence significative n’a été
observée entre les %MDSCs des groupes sarcomes, carcinomes et mélanomes buccaux.

Les trois études précédemment mentionnées ont inclus un grand nombre de types tumoraux
différents. De maniére intéressante, deux études ont été réalisées concernant exclusivement les
tumeurs mammaires par Mucha et al. (2014) et Mucha et al. (2016), en considérant les MDSCs de
phénotype CD11b* Grl* CD33*, (marqueurs de la lignée myéloide et d'immaturité) apres vérification
de leur caractére immunosuppresseur. La premiére, publiée en 2014, a étudié un groupe de 27
tumeurs malignes et a montré une augmentation significative de %MDSCs par rapport aux chiens
sains, et que le %MDSCs augmentait de maniére importante avec le stade tumoral : 0,35% chez les
chiens sains, et 5,94%, 8,13%, 15,69% et 15,44% chez les chiens atteints respectivement de tumeur
mammaire de stade |, Il, Il et IV. La deuxiéme étude a confirmé une augmentation significative du
%MDSCs chez les chiens atteints de tumeurs mammaires bénignes, malignes non métastatiques et
malignes métastatiques par rapport aux chiens sains, avec une augmentation marquée du %MDSCs
chez les chiens présentant une affection métastatique (figure 64).
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Figure 64 : Comparaison des taux de MDSCs parmi les cellules mononucléées du sang
chez des chiens sains par rapport aux chiens atteints de tumeur mammaire bénigne,
maligne sans signe de métastase, et malignes avec métastases. * signifie p<0,05, *** signifie
p<0,001. (Mucha et al., 2016)

Mumber of MDSC in the blood

£
'
%] -
L:'l -
= s
. - - "y
¥ b v
: -
S O — -
s & & f‘f&
& 'I{P b ! "-'.'mI
s i o
e 1:?‘{:53-

Enfin, I'étude de Hutchison et al. (2019) a observé les MDSCs par le méme marquage que
Goulart et al. c’est-a-dire les M-MDSCs étant considérées de phénotype MHCII- CD11b* CD14+ et
les G-MDSC de phénotype MHCII- CD11b* CD14- . Les 33 chiens atteints de mélanomes étudiés
ont montré une augmentation significative de %M-MDSC et de %G-MDSC par rapport a 30 chiens
sains (figure 65). Aucune différence significative n'a été observée entre les chiens atteints de
mélanomes de stade /1l et de stade IIl/IV. De méme, aucune différence significative n’a été observée
entre les chiens atteints de mélanome a haut ou a bas indice mitotique. Aussi, de maniére similaire
a ce que présente I'étude de Goulart et al. (2019), 'augmentation des G-MDSCs était plus marquée
que l'augmentation des M-MDSC lors de processus néoplasique. Par ailleurs, cette étude est la
premiére a montrer chez le chien une diminution des %M-MDSCs et %G-MDSCs au cours du
traitement, consistant en une injection vaccinale contre le mélanome, tous les mois pendant quatre
mois (figure 66). Toutefois, I'origine de la diminution au cours du protocole de vaccination n’est pas
clairement établie. En effet, la diminution observée apparait dés la premiere injection vaccinale, alors
que la réponse immunitaire attendue n’est censée étre obtenue qu’aprés la deuxiéme et troisiéme
injection. Ainsi, la diminution du %MDSCs observée n’est probablement pas due a la réduction de
la charge tumorale aprés une unique injection. Les auteurs supposent que cette diminution précoce
estimputable a la présence de CpG dans le vaccin (un oligonucléotide composé d’une base cytosine
liée & une base guanine utilisé en tant qu’adjuvant immunostimulateur), dont la capacité a induire
une maturation et une différenciation des MDSCs a été montrée dans le modéle murin. Ainsi, il est
possible que I'évolution dynamique des MDSCs au cours de ce traitement ne refléte pas la réponse
de la tumeur au traitement, mais soit imputable a un effet direct du traitement sur ces cellules.
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Figure 65 : Diagrammes a boite montrant les %M-MDSC (A) et %G-MDSC (B) chez les chiens
atteints de mélanome (MM) et les chiens sains (Control). Le diagramme en boite, les barres
verticales et les points en A et B représentent I'écart interquartile, les 10e et 90e percentiles
et les valeurs aberrantes. * signifie p < 0,001. (Hutchison et al., 2019)
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Figure 66 : Diagramme de dispersion montrant I’évolution du %M-MDSC (C) et %G-MDSC
(D) au cours du protocole de traitement chez 33 chiens atteints de mélanome. Les barres
d’erreur représentent I’écart-type. (ANOVA * p = 0.003, ** p < 0.001).

% M-MDSCs

14

12

10

ek

L

T T T T T
accine 1 Vaccine 2 Veccine 3 Vaccine 4 1 ma post

Timepoints

% PMN-MDSCs

100 4

A0

ik

Wl

Waccine 1

Veccine 2 Vaccined  Vaccimed 1 mo post

Timepaints

En conclusion, les MDSCs sont des cellules cruciales, impliquées dans I'échappement

tumoral, et dont le taux sanguin est aisément dosable par cytométrie en flux. Chez 'Homme ces
cellules ont montré une capacité diagnostique modérée, a travers des sensibilités et spécificités
modestes pour la détection de processus tumoraux. Toutefois, les capacités pronostiques du
%MDSCs sanguin ont largement été démontrées, ainsi que leur capacité de prédire la réponse aux
traitements en fonction de leur taux initial. Aussi, bien que leur augmentation soit plus marquée pour
les processus néoplasiques avanceés, leur impact pronostique n’a pas été clairement établi parmi les
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chiens atteints d’'une tumeur. Enfin, leur utilité en termes de suivi au cours d’un traitement n’a pas
pu étre clairement établie chez 'lHomme comme chez le chien.

Ainsi, des études supplémentaires sont nécessaires notamment chez le chien pour confirmer
les résultats obtenus, étudier I'impact pronostique des MDSCs et leur intérét dans le suivi des
animaux sous traitement. De plus, des essais cliniques sont nécessaires pour déterminer ['utilité
clinique du dosage des MDSCs dans la gestion des patients atteints de processus néoplasique. En
effet, les études suggérent jusqu’a présent une augmentation significative du %MDSCs chez les
chiens atteints de processus néoplasiques avancés. |l serait intéressant d’étudier le %MDSCs en
tant que biomarqueur diagnostique d'une atteinte néoplasique avancée, soit présentant
dissémination métastatique, pour guider les choix des cliniciens dans la gestion de ces patients.
C’est dans cette démarche que s’inscrit ce travail de thése ; la partie suivante vise a analyser le
%MDSCs dans le sang de chiens atteints de processus néoplasiques peu avancés et avanceés en
comparaison a celui obtenu chez des chiens sains, en continuité avec le travail effectué par
Clémence Nadal (Nadal, 2018) ayant permis d’attester de la possibilité de dosage des MDSCs par
cytométrie de flux au sein du Biopdle de I'Enva.
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Deuxieme partie : étude experimentale

1. Introduction

Le travail proposé ici a débuté en Septembre 2018, suite a la thése vétérinaire de Clémence
Nadal (2018) qui a mis au point un protocole pour identifier et calculer le %MDSCs parmi les cellules
myéloides CD11b* du sang périphériques (CMySPs) de chiens au sein du Biopdle de 'TENVA a l'aide
de la cytométrie en flux (Nadal, 2018).

La présente étude avait pour but d’étudier les %MDSCs chez des chiens atteints de
processus tumoraux, et plus précisément :

1) Etudier la différence de %MDSCs entre les chiens sains et les chiens atteints de
processus tumoraux tout type confondu;

2) Etudier la différence de %MDSCs entre les chiens atteints de processus tumoraux peu
avanceés et les chiens atteints de processus tumoraux avanceés ;

3) Etudier la différence de %MDSCs entre les chiens sains et les chiens atteints de certains
types d’atteinte tumorale ; les tumeurs mammaires, les tumeurs mammaires bénignes,
les tumeurs mammaires malignes, les mastocytomes, et les lymphomes ;

4) Etudier la performance du %MDSCs en tant que biomarqueur diagnostique précoce
d'une atteinte tumorale chez le chien, c’est-a-dire sa capacité a différencier les chiens
sains des chiens atteints de processus tumoraux peu avances, a l'aide d’'une courbe
ROC ;

5) Observer I'évolution du %MDSCs au cours d’un traitement de chimiothérapie chez deux
chiens.

2. Matériels et méthodes

A. Cohortes de chiens

a. Chiens sains de la cohorte 2017

Les résultats concernant les chiens sains du travail de Clémence Nadal ont été repris ici. En
effet, les différentes techniques, consommables et appareils utilisés pour ce travail étant les mémes,
il a été décidé de conserver le méme groupe témoin.
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Les chiens sains, agés d’au moins un an, ont été sélectionnés au sein des chiens présentés
au service de médecine préventive, sur la base de l'absence de symptébme rapporté par le
propriétaire et d’'un examen clinique ne présentant aucune anomalie.

b. Chiens atteints de tumeurs, cohorte 2019/2020

o Critéres d’inclusion et constitution des groupes

Les chiens malades ont été prospectivement recrutés au CHUVA durant les années 2018 et
2019, au sein des chiens spontanément présentés par leur propriétaire aux services de médecine
interne et de chirurgie et diagnostigués comme atteints d’une tumeur.

Plusieurs groupes de chiens ont été créés dans le but d’étudier indépendamment le
%MDSCs en fonction du stade de l'affection tumorale d’'une part, puis le %MDSCs pour certains
types tumoraux d’autre part. Ainsi, deux groupes ont été créés en fonction du statut avancé ou peu
avancé de laffection tumorale d’autre part: « Processus néoplasiques peu avancés » et
« Processus néoplasiques avancés ». Puis, des groupes ont été créés en fonction du type de
cancer : un groupe « Tumeurs » incluant les chiens atteints de tout type de processus tumoral, un
groupe « Mastocytomes », un groupe « Tumeurs mammaires de tout type », un sous-groupe
« Tumeurs mammaires bénignes », un sous-groupe « Tumeurs mammaires malignes » et enfin un
groupe « Lymphomes ».

Le type de cancer (carcinome, sarcome, tumeur a cellule ronde, autres) a été établi par
analyse cytologigue ou histologique. Le stade des processus tumoraux a été déterminé par des
examens d’imagerie (radiographies thoraciques, échographie abdominale, ou examen
tomodensitométrique) associés a la réalisation de cytoponctions (pour une analyse cytologique) ou
de biopsies (pour une analyse histologique) si nécessaire (nceuds lymphatiques, rate ou foie par
exemple).

Les cancers non métastasés, ainsi que les lymphomes de stade | (un seul nceud lymphatique
touché) ou Il (plusieurs nceuds lymphatiques touchés dans une méme région) furent considérés
comme « peu avanceés ». Les cancers métastasés et les lymphomes de stade Il (lymphadénopathie
généralisée), IV (envahissement hépatique et/ou splénique) ou V (envahissement médullaire,
sanguin ou d’organe non hématopoiétique) furent considérés comme « avancés ».

La distinction entre les chiennes atteintes de tumeurs mammaires bénignes et celles atteintes
de tumeurs malignes a été effectuée sur la base des observations histologiques réalisées par le
secteur d’anatomopathologie du BioPdle.

Les chiens recevant un traitement anti-inflammatoire stéroidien (AIS) ou non stéroidien
(AINS) ont été inclus dans I'étude, et l'information était reportée. En effet, d’'aprés Goulart et al,
(2012), les chiens recevant un traitement anti-inflammatoire n'ont pas montré de différence en
termes de %MDSCs par rapport aux chiens ne recevant pas de traitement.
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Les criteres d’exclusion furent les suivants :

- Présence d’'une pathologie inflammatoire concomitante au processus tumoral ;
- Présence de plusieurs atteintes tumorales concomitantes ;
- Séances de chimiothérapies réalisées antérieurement au prélévement sanguin.

D’autre part, les chiens n’ayant pas recu de bilan d’extension complet ont été exclus des
groupes étudiant le %MDSCs en fonction de I'état d’avancement du processus tumoral. Les
chiennes présentant une tumeur mammaire n’ayant pas été analysée par examen histologique ont
été exclues des groupes de chiennes présentant une tumeur mammaire classées en fonction du
caractére bénin ou malin de la tumeur.

e Procédure réalisée

Pour chaque chien inclus dans I'étude, 2 a 5 mL de sang ont été prélevés sur tube EDTA, a
la veine jugulaire ou a la veine saphene externe. Les analyses effectuées dans le cadre de cette
étude ont pu étre réalisées a partir du sang non utilisé dans le cadre de la démarche diagnostique
et thérapeutique (entre 2 et 4 mL). L'étude n'a eu aucune influence sur les mesures diagnostigues
ou thérapeutiques appliquées a ces animaux et leur inclusion dans I'étude n'a induit aucun traitement
supplémentaire, aucune douleur ou manipulation inutile.

D’autre part, deux chiens malades ont été suivis au cours de leur traitement, et un dosage du
%MDSCs a été effectué lorsqu’une quantité de sang suffisante était disponible aprés numération —
formule sanguine, préalablement effectuée a chaque séance de chimiothérapie.

B. Technique de dosage des MDSCs

a. Isolement et marquage des MDSCs

¢ Isolement des cellules mononuclées par Ficoll :

Chaque échantillon sanguin a été placé dans un environnement a 4°C, et pris en charge
dans les 24h maximum.

Dans un premier temps, les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) ont été
isolées par gradient de Ficoll. 4mL de sang dilué au % avec une solution de tampon phosphate
(PBS) est déposé délicatement a la surface de 3ml de solution de Ficoll. Cette préparation est
ensuite centrifugée pendant 20 minutes a 2000 rotations par minute (rpm), sans frein, et a 18°C. Les
PBMCs forment alors un anneau blanc visualisable a I'interface du Ficoll et du plasma dilué. Cette
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couche est prélevée et placée dans une solution de 5 mL de PBS. Deux lavages successifs sont
effectués a I'aide de PBS. Aprés la derniére centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot est
resuspendu avec une solution de Sérum de Veau Fcetal (SVF) + 5% dimethylsulfoxide (DMSO)
avant congélation a -80°C.

¢ Marquage des MDSCs

L'étude de Clémence Nadal et al. (2018) a montré qu’il était possible d’identifier par
cytométrie en flux au Biopdle, les cellules parmi les PBMCs de chien présentant le phénotype
CD11b*/CD14/CMHII, phénotype décrit par I'étude de Goulart et al. (2012) comme étant celui des
MDSCs. C’est donc la méme technique de marquage que nous avons reproduite ici.

Les PBMCs conservées en SVF+5% DMSO, sont décongelées quelques minutes a
température ambiante, versées dans 5mL de PBS, puis centrifugées a 1200 rpm pendant cing
minutes a 4°C (cette méme procédure de centrifugation sera utilisée pour toutes les centrifugations
mentionnées par la suite). Le surnageant est jeté et le culot resuspendu dans 1 mL d’'une solution
de fixation a 1% de paraformaldéhyde puis laissé incuber durant une heure. Cette étape permet la
fixation des cellules pour pouvoir ensuite réaliser le marquage avec les anticorps sans qu’elles
perdent leur morphologie. Les cellules fixées sont ensuite lavées avec 4mL de tampon FACS
(PBS+0,5%BSA, Bovine Serum Albumine) puis centrifugées. Le surnageant est jeté et le culot est
resuspendu dans 1 mL de tampon FACS. 500 pL sont prélevés et placés dans un premier tube (tube
1) qui ne sera pas marqué, et 500 uL sont placés dans un second tube (tube 2) qui subira les
différents marquages successifs. Le tube 1 servira de témoin, attestant que le marquage des cellules
du tube 2 a correctement été effectué. Les deux tubes sont alors centrifugés, le surnageant est
éliminé, puis les cellules du tube 1 sont resuspendues dans 50 pL de tampon FACS.

La suite des manipulations concernera exclusivement les cellules contenues dans le tube 2.
Les cellules du tube 2 sont resuspendues dans 50 pL de solution d’anticorps murin anti-CD11b canin
(Mouse Anti-Dog CD11b, clone MCA 17775) diluée au 1/10°™ en tampon FACS, puis incubées
durant 30 minutes dans l'obscurité. Cet anticorps n’étant pas couplé a un fluorochrome, un
marquage par un second anticorps F(ab)’2 caprin dirigé contre les IgG de souris et lui-méme couplé
au fluorochrome PE (PhycoErythrine) est nécessaire. Cette forme d’anticorps permet d’éviter une
fixation aspécifique sur les récepteurs a la partie Fc des IgG, présents sur les cellules myéloides, et
donc de s’affranchir d’'un bruit de fond indésirable. Ainsi, aprés deux lavages successifs a I'aide de
500 uL de tampon FACS puis centrifugation, 50 uL de solution d’anticorps F(ab)'2 Goat anti-Mouse
IgG couplé PE, diluée au 1/100°™ en tampon FACS sont ajoutés, et une incubation de 30 minutes
dans l'obscurité est réalisée. Pour finir, aprés deux lavages successifs dans 500 uL de tampon
FACS, les cellules sont marquées par deux anticorps dilués tous deux au 1/20°™ : anti-CD14
(Mouse Anti-Human CD14, clone IMCA 1568) et anti-CMHII (Rat Anti-Dog MHC Class II, clone MCA
1044F), directement couplés respectivement aux fluorochromes A647 et FITC. Le tube est incubé
30 minutes dans I'obscurité.

Enfin, les deux tubes sont lavés une premiere fois dans 500 pyL de tampon FACS et
centrifugés, puis une deuxiéme fois dans 500 uL de PBS puis centrifugés. Les cellules contenues
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dans les deux tubes sont alors suspendues dans 300 uL de PBS pour I'acquisition au cytométre de
flux.

Les dilutions des différents marqueurs ont été choisies aprés plusieurs tests et contrbles
menés lors des travaux précédents (Nadal, 2018).

b. Cytométrie en flux — Principe et appareil

La cytométrie en flux est un outil permettant une analyse trés précise de cellules en
suspension. Elle est en outre couramment utilisée en médecine vétérinaire pour la réalisation des
hémogrammes, et peut également étre utilisée afin de déterminer certains types cellulaires a I'aide
de marqueurs spécifiques, notamment le type de lymphocytes impliqués dans un lymphome.

Cet outil s’appuie sur les caractéristiques physiques des cellules. En effet, les cellules en
suspension sont aspirées dans une gaine de trés petit diameétre, permettant a chaque cellule d’étre
individualisée. Ces cellules passent dans la gaine a une vitesse variable choisie par I'opérateur,
pouvant atteindre 10 000 cellules par seconde. Enfin, chaque particule (dont les cellules) passe
devant une ou plusieurs sources lumineuses. La lumiére au contact de la cellule est alors diffusée
de deux maniéres : une premiére lumiére diffusée aux petits angles, soit trés peu déviée, et dont
I'intensité est fonction de la taille de la cellule, apporte cette premiére information a travers un
détecteur placé face a la source lumineuse. Un deuxiéme canal optique (chemin que la lumiére peut
suivre depuis la cellule jusqu’a un détecteur) est diffusé a 90°, dont I'intensité refléte la forme de la
cellule, sa structure interne et sa granulosité. De plus, les fluorochromes portés par les cellules
marquées produisent une lumiére sous l'effet de I'excitation lumineuse, d’'une longueur d’onde
unique. C’est par le canal optique diffusé a 90° que cette lumiére sera détectée. En effet, ce dernier
va passer par un systéme de plusieurs filtres disposés en série. Chacun d’eux, placés a 45° par
rapport a la trajectoire du faisceau lumineux, est capable de refléter une certaine longueur d’onde
vers un détecteur, et de laisser passer le reste du spectre de longueur vers les filtres suivants. Ainsi,
la ou les fluorescences (en fonction du nombre de fluorochromes différents fixés) qu’émet la cellule
seront détectées grace a plusieurs détecteurs de longueurs d’onde précises (figure 67, d’aprés
Givan, 2001). Ainsi, chaque cellule a pu transmettre une information quant a sa taille, sa forme, son
contenu, sa granulométrie, et les différents fluorochromes qu’elle porte. Ces informations sont
retranscrites sous forme de cytogrammes, ou chaque point représente une cellule et est placé
suivant sa taille et sa granulométrie, ou en fonction des différents fluorochromes portés, comme
nous le verrons ci-apres.

Page 139



Figure 67 : Schéma du fonctionnement des systémes de filtres et détecteurs d’un cytométre
en flux (Givan et al., 2001)

Le cytometre utilisé dans cette étude est le cytométre BD Accuri C6 Plus, commercialisé par

Becton Dickinson. Il comprend un laser bleu émettant a 488 nm, un laser rouge émettant a 640 nm,
et un systeme de quatre détecteurs de fluorescences avec des filtres optiques optimisés pour la
détection de nombreux fluorochromes couramment utilisés, notamment FITC, PE, PerCP-Cy ™ 5.5
et APC, ainsi que de nouveaux colorants polyméres tels que BD Horizon Brilliant ™ Blue 515. Les
données numériques transmises par le cytométre sont interprétées a l'aide du logiciel d’analyse BD
Accuri C6 Plus, fourni par la méme compagnie. Le cytomeétre est contrélé tous les mois par une
personne responsable, et un nettoyage SIP Clean est assuré aprés chaque utilisation.

c. Méthode de « gating »

Les différentes fenétres utilisées pour la sélection des cellules CD11b*/CD14/CMHII- et
exposeées ci-apres ont été établies par I'étude de Clémence Nadal en 2018, et reprises dans cette
étude. Le premier cytogramme (a gauche de la figure 68, panel A) représente chaque cellule par un
point, placé en fonction de sa taille (FSC, en abscisses) et de sa granulosité (SCC, en ordonnées).
Les points placés en bas a gauche du cytogramme sont donc des particules de petite taille et de
faible granulosité, considérées comme des cellules mortes et débris cellulaires. Une premiére
sélection peut donc étre faite en tragant une fenétre (P3) isolant les éléments de taille et
granulométrie correspondant a des cellules viables (PBMCs). Cette fenétre contient donc toutes les
cellules mononucléées correctement conservées contenues dans I'échantillon analysé, sans
distinction particuliére. Un deuxiéme cytogramme (panel B, figure 68) est alors généré par le logiciel
a partir des cellules précédemment sélectionnées (PBMCs). Ce graphique place alors ces cellules
en fonction de I'expression du marqueur CD11b (CD11b-PE-A, en abscisses) et de leur granulosité
(SCC-A, en ordonnées). Sont alors sélectionnées les cellules exprimant le marqueur CD11b, soit
les cellules CD11b+, et présentant une granulosité attendue pour les cellules myéloides présentes
dans les PBMCs, a l'aide de la fenétre R2. Un nouveau cytogramme est alors généré a partir des
cellules CD11b+ précédemment sélectionnées (panel C, figure 68). Il place les cellules CD11b+ en
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fonction de I'expression des marqueurs CMHII (en ordonnées) et CD14 (en abscisses). Les seuils
de positivité ou négativité pour les différents marquages ont été établis d’aprés les travaux de Nadal,
2018, permettant ainsi de définir les populations présentes sur le panel C.

Figure 68 : Cytogramme représentant la méthode de gating chez un chien atteint de
carcinome transitionnel
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Ainsi, comme le montre la figure 68 précédente, les cellules sont séparées :
- En bleu, les cellules de phénotype CD11b*/CD14*/CMHII" correspondant aux monocytes activés

- En vert, les cellules de phénotype CD11b*/CD14*/CMHII"*, correspondant aux monocytes
faiblement activés

- En rose, les cellules de phénotype CD11b*/CD14*/CMHII-, correspondant aux MDSCs

- En jaune, les cellules de phénotype CD11b/CD14/CMHII*, correspondant a des lymphocytes B
contaminants, ayant été sélectionnés dans le cadre définissant les cellules myéloides CD11b* alors
gu’appartenant aux cellules lymphoides CD11b".

Un dernier cytogramme (panel D, figure 69) replace les cellules sélectionnées en R1, R2, R3
et R4 dans la fenétre P3 du premier cytogramme, permettant de s’assurer qu’elles présentent une
taille et une granularité incompatibles avec des cellules mortes, et ainsi d’affirmer leur intégrité. Sur
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la figure 69, les cellules d’intérét (en rose) présentent une taille et une granularité compatibles avec
celles de MDSCs.

Figure 69 : Vérification position des différentes populations selon taille et granulosité parmi
les PBMCs

[~ g\ Plot® HOG AISI14 120213 Mix | — X
\ GATE  POMCs / .

1074 &

0 2000 800 40800
FSC.A

0Ly =
Panel D

C. Analyses statistiques

Pour chaque groupe de chien considéré, les différentes valeurs associées aux pourcentages de
MDSCs (médianes, quartiles, écarts-types, minimum et maximum) ont été obtenues grace au logiciel
Excel® (Microsoft Corporation). Le tracé des diagrammes en boite a moustache permettant de
visualiser sur le méme graphique la médiane, I'espace inter-quartile (EIQ) entre le ler et 3éme
guartile et les valeurs extrémes des pourcentages mesurés pour chaque groupe étudié a été réalisé
grace au logiciel de statistiqgues XLSTAT® (Version 2020.1) sous Excel®. Des analyses ont ensuite
été réalisées avec le méme logiciel de statistiques XLSTAT afin de comparer les médianes des
différents groupes mentionnés ci-dessus. La distribution des valeurs de %MDSCs obtenues dans le
groupe de chiens sains et dans le groupe de chiens atteints de processus néoplasique ne suivant
pas la distribution d’'une loi Normale (figure 72), les tests de comparaisons de médianes de Mann-
Whitney (comparaison de deux populations) et de Kruskal-Wallis (comparaison d’'un nombre de
populations au moins égal a trois) ont été choisis, toujours effectués a 'aide du logiciel XLSTAT®.
Une différence entre deux médianes a été considérée comme significative dés lors qu’une valeur p
< 0,05 était obtenue, avec un risque d’erreur a de 5%. Enfin, 'analyse des sensibilités et spécificités
ainsi que I'élaboration de la courbe ROC ont également été effectués a I'aide du logiciel XLSTAT®.

D. Approbation
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Ce protocole a regu I'approbation du Comité d’Ethique pour la Recherche Clinique (ComERC,

2018-04-09).

3. Reésultats

A. Etude caractéristique des cohortes

a. Cohorte des chiens sains

Dix-huit chiens sains ont été inclus dans cette étude. Les caractéristiques de cette cohorte

sont exposées dans le tableau 7 ci-dessous :

Tableau 7 : Caractéristiqgues des chiens sains

Age — Moyenne (valeurs limites)

4 ans (4 mois — 8 ans)

Genre
Femelle 7
Male 11

Race
Berger Australien 2
Berger Blanc Suisse 1
Boxer 1
Cane Corso 2
Cavalier King Charles 1
Braque francais X Malinois 1
Epagneul Breton 1
Labrador 2
Malinois 1
Croisé Malinois 1
Setter Gordon 2
ShiTzu 1
Croisé 2
Total 18

b. Cohorte des chiens atteints de processus néoplasiques

Un prélevement sanguin a pu étre effectué sur 45 chiens présentant un processus
néoplasique. Tous les chiens ont présenté un résultat exploitable a I'analyse par cytométrie en flux.
présentées dans le tableau 8 ci-dessous.

Les caractéristiques de ces chiens sont
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Tableau 8 : Caractéristiques des chiens présentant un processus tumoral

Age — Moyenne (valeurs limites) 9,0 ans (2—-15)
Genres
Femelle 32
Male 13
Races
Bouledogue Francais

Rottweiller

American stafforshire terrier
Croisé Cane Corso
Labrador

Jack Russel Terrier
Pinscher nain

Croisé golden retriever
Yorkshire terrier
Croisé

Berger Belge Malinois
Croisé caniche

Coton de Tulear
Croisé berger belge
Griffon Korthals

Boxer

Bull Terrier

Caniche nain

Croisé cocker

Berger australien
Croisé épagneul
Croisé griffon

Bouvier Bernois
Siberian Husky

Bichon

Cocker Anglais

Fox terrier

Bulldog Américain
Staffordshire Bull Terrier
Total

PP RPRPRPREPNRPRPORRPRPORPRRPRRPRRPREPNORRPRNRERREDINRO

N
6]

Les différentes atteintes tumorales des 45 chiens prélevés sont exposées dans le tableau 9
ci-dessous.
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Tableau 9 : Liste des différentes atteintes tumorales inclues dans I’étude

Type de tumeurs Nombre de chiens atteints
Carcinome urothélial
Carcinome pulmonaire
Carcinome épidermoide nasal
Carcinome prostatique
Carcinome mammaire
Tumeurs mammaires non analysées
Adénome mammaire
Tumeur mammaire mixte bénigne
Fibro-myxosarcome
Chondrosarcome nasal
Mélanome buccal de haut grade
Mastocytome
Lymphome multicentrique
Lymphome nodal
Lymphome rectal
Leucémie dans contexte de lymphome
splénique
Plasmocytome solitaire osseux 1

N

P PP OORRPRRRODMPERR

Total 46

Trois chiens ont diO étre exclus de cette étude : un chien atteint d’'un adénocarcinome
mammaire ainsi que d’un mastocytome cutané, un chien atteint de lymphome multicentrique de type
B ayant recu plusieurs traitements de chimiothérapie antérieurs au prélevement sanguin, et un chien
atteint de carcinome urothélial présentant une atteinte inflammatoire concomitante (péritonite,
pancréatite et adénopathie abdominale généralisée). Les résultats de ces trois individus sont
eXposés en annexe 2.

Aussi, un chien, présentant un carcinome pulmonaire, n’a pas regu de bilan d’extension par
imagerie et est donc exclu des groupes établis en fonction du stade d’avancement. De la méme
maniére, un chien atteint d’'un carcinome transitionnel a révélé une discréte adénopathie iliaque sans
analyse cytologique, ne permettant pas de différencier une origine réactionnelle d’une infiltration
tumorale, et n’a donc pas pu étre classé dans les groupes établis en fonction du stade d’avancement.

Quatre chiennes ont présenté des tumeurs mammaires qui n‘ont pas pu étre analysées en
raison du refus d’acte chirurgical par les propriétaires, et dont le bilan d’extension n’a pas pu étre
réalisé. Ces chiennes ont donc été inclues dans les groupes « Tumeurs » et « Tumeurs
mammaires » mais exclues lors de I'étude des affections néoplasiques en fonction du stade
d’avancement et du type tumoral.

De plus, six chiens recevaient un traitement a base d’anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) au
moment du prélévement, et cing autres chiens recevaient un traitement a base d’anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) au moment du prélévement ou quelques jours auparavant. Ces chiens n’ont
pas été exclus et l'information était relevée pour chaque animal (Tableau 10).
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Tableau 10 : Caractéristiques des 11 chiens présentant un processus tumoral et recevant

un traitement anti-inflammatoire au moment du prélévement sanguin.

Type tumoral %MDSCs Traitement Posologie
Adénocarcinome prostatique 2,90% prednisolone 0,4mg/kg/j
Carcinome mammaire anaplasique 21,10% prednisolone 1mg/kg/j
Lymphome multicentrique de haut grade 5,80% prednisolone 1mg/kg g2jours
Leucémie myéloide chronique dans un 1,90%
contexte de lymphome splénique méthylprednisolone |0,08mg/kg/j
Lymphome multicentrique de haut grade, st | 12,80%
>=3 prednisolone 0,6mg/kg/j
Carcinome transitionnel 4,80% AIS non précisé Non indiqué
Chondrosarcome nasal 5,30% Piroxicam 0,3mg/kg/j
Carcinome urétral 6,30% Piroxicam 0,3mg/kg/j
Carcinome transitionnel 23,70% Meloxicam 0,1mg/kg/j

22,10% 0,1mg/kg
Lymphome multicentrique T de haut grade Arrété 9 j avant le
st.3 sstA Meloxicam prélévement
Tumeur mammaire non analysée 11,10% Meloxicam 0,1mg/kg/j

Une étude de l'impact des anti-inflammatoires sur le %MDSCs a été effectué en comparant
les %MDSCs des chiens atteint d’'un processus tumoral et recevant un traitement anti-inflammatoire
d’une part et celui des chiens présentant un processus tumoral mais ne recevant de traitement anti-
inflammatoire d’autre part (Figure 70).

Figure 70 : Diagramme en boite comparant les %MDSCs des chiens avec traitements AlS (n
= 6), AINS (n = 5), et sans traitement (n = 31).
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Les boites vertes indiquent le premier et le troisieme quartile, la barre horizontale indique la valeur médiane, |’'extrémité
des barres verticales indique le premier et le neuvieme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et la croix
rouge indique la valeur de la moyenne.
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Nombre Ecart- ler 3e

dindividus Minimum Maximum Moyenne type Médiane Quartile  Quartile Valeur p
Sans
traitement 31 1,300 26,700 9,548 6,958 7,800 5,450 13,150 1,000
AIS 6 1,900 21,100 8,217 7,385 5,300 3,375 11,050 0,477
AINS 5 5,300 23,700 13,700 8,698 11,100 6,300 22,100 0,287

Ainsi, aucune différence significative n'a été constatée entre les %MDSCs des chiens sans
traitement, et avec traitements anti-inflammatoires stéroidiens ou non stéroidiens.

B. Dosage des MDSCs chez les chiens sains et les chiens atteints de
processus néoplasiques, processus néoplasigues avanceés et peu avancés

Un total de 42 chiens présentant une atteinte néoplasique a été inclus dans cette étude. Les
chiens atteints de processus néoplasiques ont montré une augmentation significative (p = 0,015) du
taux de MDSCs (médiane = 5,45%, EIQ = [3,6 — 11,975] %) par rapport aux chiens sains (médiane
= 2,8%, EIQ =[0,525 - 7,4] %), tel que présenté sur la figure 73.

Figure 71 : Diagramme en boite montrant les valeurs de %MDSCs chez les chiens sains et
les chiens atteints de processus néoplasiques.
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Les boites vertes indiquent le premier et le troisieme quatrtile, la barre horizontale indique la valeur médiane,
I'extrémité des barres verticales indique le premier et le neuvieme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et
la croix rouge indique la valeur de la moyenne. * p < 0,05
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Nombre - . Ecart- ler .- 3e
dindividus Minimum Maximum Moyenne type Quartile Médiane Quartile Valeur p
Sains 18 0,000 22,600 5,167 6,515 0,525 2,8 7,4
Tumeurs 42 0,700 26,700 8,224 6,394 3,6 5,45 11,975 0,015

Parmi ces 42 chiens présentant une atteinte néoplasique, 36 ont pu étre classés en fonction
du degré d’avancement de la maladie. Ainsi, 23 ont été classés avec une maladie de stade peu
avanceé, et 13 avec une maladie de stade avancé. Comme le montre la figure 75, les chiens atteints
de processus néoplasiques peu avancés ont montré une augmentation significative (p = 0,001) du
%MDSCs (médiane = 9,10%, EIQ = [5,7 — 13,15] %) par rapport aux chiens sains (médiane = 2,8%,
EIQ =[0,525 - 7,4] %). Les chiens atteints de processus néoplasiques avancés n’ont pas montré de
différence significative du taux de MDSCs par rapport aux chiens sains (médiane = 4,8%, EIQ =

] - ] Ovp: ] .
[2,00 — 6,30] %, p = 0,297)

Figure 72 : Diagramme en boite montrant les valeurs de %MDSCs chez les chiens sains, les
chiens atteints de processus néoplasiques peu avancés (n = 23) et avancés (n = 13)
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Les boites vertes indiquent le premier et le troisieme quartile, la barre horizontale indique la valeur médiane,
I'extrémité des barres verticales indique le premier et le neuviéme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et

la croix rouge indique la valeur de la moyenne. ** p <0,001

Nombre - . Ecart- ler - 3e Valeur
dindividus Minimum Maximum Moyenne type Quartile Médiane Quartile o
Sains 18 0,000 22,600 5,167 6,515 0,525 2,8 7,4
Néoplasies
peu avancées 23 1,300 26,700 11,070 7,333 5,7 9,10 13,15 0,001
Néoplasies
avancées 13 1,700 22,100 6,769 6,420 2,00 4,8 6,30 0,297
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La distribution du %MDSCs au sein de la population de chiens atteints de processus
néoplasiques a ensuite été étudiée (figure 76).

Figure 73 : Histogrammes montrant la distribution des valeurs du %MDSCs dans la
population de chiens atteints de processus néoplasique (n = 42) .
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C. Comparaison entre les chiens sains et les chiens atteints de tumeurs
mammaires, mastocytomes et lymphomes.

a. Comparaison entre chiens sains et chiennes atteintes de tumeurs mammaires

Le groupe de chiennes atteintes de tumeurs mammaires (TM, n = 14) a été comparé aux
chiens du groupe sain puis divisé en sous-groupes de chiennes atteintes de tumeurs mammaires
malignes (TMM, n = 3) et de tumeurs mammaires bénignes (TMB, n = 7) lorsque l'information était
disponible.
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Figure 74 : Diagramme en boite montrant les valeurs de %MDSCs chez les chiens sains et
les chiens atteints de tumeurs mammaires (n = 14).
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Les boites vertes indiquent le premier et le troisieme quartile, la barre horizontale indique la valeur médiane, I'extrémité
des barres verticales indique le premier et le neuvieme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et la croix
rouge indique la valeur de la moyenne. * p < 0,05

Nombre - . Ecart- ler . 3e Valeur
d'individus Minimum  Maximum  Moyenne type Quartile Médiane Quartile p
Sains 18 0,000 22,600 5,167 6,515 0,525 2,8 7,4
Tumeurs
mammaires 14 1,700 21,100 8,620 4,845 5,925 8,45 10,75 0,023
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Figure 75 : Diagramme en boite montrant les valeurs de %MDSCs chez les chiens sains et
les chiens atteints de tumeurs mammaires bénignes (n = 7) et malignes (n = 3).

Sains VS Tumeurs mammaires bénignes (TMB) et
malignes (TMM)

30
Sains T™MB TMM

25 +
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. e

Les boites vertes indiquent le premier et le troisieme quartile, la barre horizontale indique la valeur médiane, 'extrémité
des barres verticales indique le premier et le neuvieme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et la croix
rouge indique la valeur de la moyenne. * p < 0,05

Nombres - . Ecart- ler . 3e

dindividus Minimum Maximum Moyenne type Quartile Médiane Quartile Valeur p
Sains 18 0,000 22,600 5,167 6,515 0,525 2,8 7,4
TMB 7 2,40 9,10 6,71 2,32 6,05 6,50 8,45 0,103
TMM 3 1,70 21,10 9,47 10,26 3,65 5,60 13,35 0,383

Ainsi, comme le montrent les figures 77 et 78, les %MDSCs médians des groupes de chiens
présentant une tumeur mammaire quelle que soit sa nature, une tumeur mammaire bénigne et une
tumeur mammaire maligne sont plus élevés que celui des chiens sains. Toutefois, seul le groupe
composé des chiennes atteintes de tumeurs mammaires sans distinction du statut bénin ou malin a
montré une augmentation significative (p<0,05) du %MDSCs. Aucune différence significative n’a été
observée entre les différents groupes de chiennes atteintes de tumeurs mammaires.
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b. Comparaison entre chiens sains et chiens atteints de mastocytomes

Une comparaison entre les %MDSCs des chiens atteints de mastocytome (n = 7), dont les
caractéristiqgues sont reportées dans le tableau 11 par rapport au groupe de chiens sains a été
effectuée (figure 79).

Tableau 11 : Localisation, grade et stade des mastocytomes inclus dans cette étude

Chien Localisation Grade selon Kiupel Stade
1 Cutané (péri-anall) Haut 2
2 Cutané (face dorsale | Haut 1 & 2 (cytoponction
de la queue) des noeuds
lymphatiques non
réalisable)
3 Cutané (4 masses en | Bas Absence de bilan
région abdominale d’extension
ventrale)
4 Cutané (grasset | Bas Absence de bilan
gauche) d’extension
5 Cutané (pavillon | Haut 2
auriculaire)
6 Cutané (pavillon | Bas Absence de bilan
auriculaire) d’extension
7 Cutané (fourreau) Bas Absence de bilan
d’extension
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Figure 76 : Diagramme en boite montrant les valeurs de %MDSCs chez les chiens sains, les
chiens atteints de mastocytomes.

Sains VS mastocytomes
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Les boites vertes indiquent le premier et le troisieme quatrtile, la barre horizontale indique la valeur médiane, I'extrémité
des barres verticales indique le premier et le neuvieme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et la croix
rouge indique la valeur de la moyenne. * p < 0,05

Nombre . . Ecart- ler - e
dindividus Minimum Maximum Moyenne type  Quartile Médiane Quartile Valeur p
Sains 18 0,000 22,600 5,167 6,515 0,525 2,8 7,4
Mastocytomes 8 5,300 20,800 10,938 5,777 6,275 9,100 14,925 0,015

Ainsi, le groupe de chiens atteints de mastocytomes a montré dans cette étude une
augmentation significative (p = 0,015) du %MDSCs par rapport aux chiens sains.

c. Comparaison entre chiens sains et chiens atteints de lymphomes

Une comparaison entre les %MDSCs des chiens atteints de lymphome (n = 11), dont les
caractéristiques sont figurées dans le tableau 12 suivant, par rapport au groupe de chiens sains a
été effectuée (figure 80).
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Tableau 12 : Localisation, grade et stade des lymphomes inclus dans cette étude

Chiens Type de | Phénotype Grade Stade
lymphome

1 Multicentrique B Haut 4

2 Multicentrique Non connu Haut Non connu
3 Multicentrique Non connu Haut 2

4 Multicentrique B Haut 4

5 Multicentrique B Haut 4

6 Multicentrique T Haut 3

7 Splénique Non connu Haut 5

8 Multicentrique T Haut 3

9 Nodal T Haut 3

10 Rectal Non connu Bas 2

11 Multicentrique T Haut 3

Figure 77 : Diagramme en boites montrant les valeurs de %MDSCs chez les chiens sains, et

chez les chiens atteints de lymphomes (n = 11).
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Les boftes vertes indiquent le premier et le troisieme quartile, la barre horizontale indique la valeur médiane,
I’'extrémité des barres verticales indique le premier et le neuvieme décile, les points indiquent les valeurs aberrantes, et
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Nb. - . Ecart- ler . 3e
d'observations Minimum Maximum Moyenne type Quartile Médiane Quartile Valeur p
Sains 18 0,000 22,600 5,167 6,515 0,525 2,800 7,400 1,000

Lymphomes
11 1,300 26,700 10,364 10,288 2,000 4,800 19,900 0,083

Ainsi, les chiens atteints de lymphomes présentent une augmentation non significative (p =
0,083) du %MDSCs par rapport aux chiens sains.

o Performances diagnostiques

Afin de déterminer les performances du %MDSCs en tant que biomarqueur diagnostique
précoce d’'une affection tumorale, une courbe ROC a été établie a partir des %MDSCs des chiens
du groupe sain (n = 18) et ceux du groupe de chiens atteints de processus tumoral peu avancé (n =
23). Aucune valeur de codt différente de 1 n’a été affectée aux faux négatifs ni aux faux positifs ici.

Figure 78 : Courbe ROC évaluant les performances diagnostiques du %MDSCs pour la
détection d’un processus néoplasique peu avancé.
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Ainsi, I'aire sous la courbe ROC (ASC) a été calculée égale 4 0,779 (1C95% = [0,627-0,931)]),
et est significativement différente de 0,5 (p = 0,0003). Ceci permet d’attester que le %MDSCs
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présente une capacité a faire la différence entre les chiens sains et les chiens atteints de processus
néoplasique peu avancé. La valeur seuil optimale de %MDSCs a été estimée a 5,30% pour la
détection de processus néoplasique. Pour cette valeur seuil, la sensibilité a été estimée égale a
87,0%, et la spécificité a 72,2%. Un diagramme des fractions des vrais positifs, vrais négatifs, faux
positifs et faux négatifs en fonction des valeurs seuils ainsi que la table des sensibilités et spécificités
en fonction des différentes valeurs seuils possibles figurent en annexe 2.

D. Suivi du dosage de MDSCs chez deux chiens

a. Chien 1

Un suivi a pu étre effectué chez deux chiens. Tout d’abord, un bouledogue frangais de 6 ans
atteint d’'un mastocytome cutané de haut grade selon Kiuppel (grade lll selon Patnaik) sans
métastase visible a I'échographie. Une exérése chirurgicale a été effectuée sept jours apres le
diagnostic, considérée comme complete d’apres I'analyse histologique. Huit prélevements sanguins
ont été réalisés entre JO la date du diagnostic et J112 (figure 82). Ce chien a regu un traitement a
base de vinblastine (agent alkylant, poison du fuseau mitotique qui inhibe la polymérisation de
la tubuline en microtubules empéchant la division cellulaire) a la dose 2mg/m? toutes les semaines
pendant quatre semaines, puis toutes les deux semaines pendant huit semaines. Durant le suivi qu'il
a été possible de réaliser, le taux de MDSCs initialement égal a 20,3% avant traitement a chuté et
s’est maintenu entre 2,5 et 4,7% durant tout le suivi sous traitement. Un développement
métastatique a été observé par échographie et cytoponctions 35 jours aprés la fin de la période
d’observation (J112), avec une infiltration des nceuds lymphatiques lombo-aortique, iliaques et
coligues, de la rate, et possiblement du foie. Un suivi de la numération des lignées sanguines rouge
et blanche a été effectué a chaque visite avant traitement, le suivi de la numération leucocytaire est
reporté figure 83.

Figure 79 : Suivi du taux de MDSCs chez un chien atteint de mastocytome cutané au cours
du traitement, du 10/10/2018 au 30/01/2019
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Figure 80 : Suivi du taux de MDSCs et des numérations leucocytaires chez un chien atteint
de mastocytome cutané au cours du traitement, de JO (diagnostic) 4 J112
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b. Chien 2

Le second chien suivi est un chien Rottweiler de 7 ans, présenté pour dyschésie dont
I'exploration diagnostique a révélé un lymphome rectal de type B de haut grade. Une discréte
adénopathie iliaque a été identifiée initialement par examen tomodensitométrique, compatible
principalement avec une adénopathie réactionnelle, sans analyse cytologique associée. Ce chien a
regu un traitement suivant un protocole CHOP & base de cyclophosphamide, vincristine et
doxorubicine. Au total, 14 prélévements sanguins ont été réalisés entre JO, date de l'induction, et
J358, soit sur une période d’environ un an. Le taux initial de MDSC était de 24,9%, puis ce taux a
connu des variations au cours du suivi, mesuré entre 1,8% et 19,1%. Une récidive sous forme de
multiples petits nodules rectaux d’environ 5 mm a été diagnostiquée au cours de la période
d’observation, a J84, reportée sur le graphique de la figure 84. Cette récidive fut contrélée par un
passage a un protocole L-CHOP (ajout de la L-asparaginase), et un dernier suivi effectué par
coloscopie a J357 n’a pas révélé de récidive. De la méme maniére, un suivi de la numération des
lignées sanguines rouge et blanches a été effectué a chaque visite avant traitement, le suivi de la
numération leucocytaire est reporté figure 85.
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Figure 81 : Suivi du taux de MDSCs chez un chien atteint de lymphome rectal au cours du
traitement, du 7/11/2018 au 30/10/2019
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Figure 82 : Suivi du taux de MDSCs et de la numération leucocytaire chez un chien atteint
de lymphome rectal au cours du traitement, du 7/11/2018 au 30/10/2019.
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Ainsi, les %MDSCs chez ces deux chiens ont montré une évolution dynamique comprenant
d’'importantes variations au cours du traitement. L’évolution de la numération sanguine leucocytaire
semblent ne montrer aucune corrélation avec I'évolution du %MDSCs chez le premier chien atteint
de mastocytome cutané traité chirurgicalement puis par un traitement a base de vinblastine.
Toutefois, il semblerait que cela ne soit pas vérifié chez le chien atteint de lymphome rectal traité
par protocole de chimiothérapie CHOP ; les numérations leucocytaires et neutrophiligues semblent
suivre I'évolution du %MDSCs au cours du temps. Lors du suivi de ce dernier, un premier pic du
%MDSCs (12,60%) est noté 5 semaines aprés le début de la chimiothérapie, précédant de six
semaines la détection d’'une récidive locale du lymphome rectal. Toutefois, un second pic (19,10%)
a 6,5 mois de traitement est enregistré, et aucun signe de récidive locale n’a été observé depuis.

4. Discussion

A. Valeurs des %MDSCs chez les différents groupes de chiens étudiés

La présente étude a eu pour objectif de mesurer le taux circulant de MDSCs (%MDSCs) chez
des chiens sains et chez des chiens atteints de processus tumoraux. Nous avons pour cela appliqué
le procédé et le marquage employés dans I'étude de Goulart et al. (2012). Ainsi, d’aprés cette étude,
les cellules marquées CD11b*/CD14/CMHII-ont été considérées comme étant les MDSCs. D’aprés
I'étude de Goulart et al (2019), ce phénotype correspond au sous ensemble G-MDSCs, puisque le
marqueur CD14 est présent sur les cellules de la lignée des monocytes et les M-MDSCs sont donc
de phénotype CD11b*/CD14*/CMHII. Le marqueur CADO48A est le marqueur spécifique des
cellules polynucléaires neutrophiles. Son utilisation aurait ainsi permis de distinguer les G-MDSCs
et les M-MDSCs de maniére plus précise, toutefois cet anticorps n’étant pas disponible
commercialement, nous n’avons pas pu y avoir recours dans cette étude.

Les valeurs médianes de %MDSCs circulants parmi les cellules mononucléées du sang
périphériqgue myéloides CD11b"*, ont été mesurées dans cette étude a 2,8% ; EIQ =[0,525 - 7,400]
% chez les chiens sains ; 5,45% (EIQ =[3,6 — 11,975] %) chez les chiens atteints de tous processus
néoplasiques confondus ; 9,10% (EIQ = [5,7 — 13,15] %) chez les chiens atteints de processus
néoplasiques peu avancés, et 4,8% (EIQ = [2,00 — 6,30] % chez les chiens atteints de processus
néoplasigues avancés.

Ces valeurs sont différentes des valeurs citées dans I'étude de Goulart et al. (2012)
concernant les chiens sains et les chiens atteints de processus néoplasiques avancés (sains :
10,24% + 1,4212 ; cancers avancés : 36,04% * 2,542), mais sont concordantes par rapport aux
valeurs obtenues chez les chiens présentant un processus néoplasique peu avancé (cancers peu
avances : 9,40% + 0,953 d’aprés Goulart et al., 2012). Les valeurs avancées dans notre étude sont
par ailleurs nettement supérieures a celles obtenues dans 'étude de Goulart et al. (2019) (sains :
0,78%, EIQ = [0,13 - 1,95]% ; cancers : 2,53%, EIQ = [0,93 - 4,94]%) et nettement inférieures a
celles exposées par I'étude de Hutchison et al. (2019) (sains : médiane > 20% ; mélanomes : >70%,
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valeurs non exactes obtenues par lecture graphique). Ces différences peuvent étre imputées aux
populations cellulaires servant de base au calcul des pourcentages des différentes sous-
populations. En effet, il apparait que les études de Goulart et al. calculent les %MDSCs a partir du
nombre de PBMCs total, que I'étude de Hutchison et al. (2019) a calculé les %MDSCs a partir du
nombre de cellules myéloides immatures marquées comme CD11b*/CMHII-, tandis que notre étude
calcule les %MDSCs a partir du nombre de cellules myéloides présentes dans I'échantillon, soit les
cellules CD11b*. Par ailleurs, les éventuelles différences de résultats peuvent étre imputées aux
différentes techniques utilisées ainsi qu’aux différents types de cancers étudiés : les deux études de
Goulart et al. ont isolé les cellules mononucléées du sang total par gradient de densité a 'aide de
deux solutions de Ficoll différentes avant dénombrement par cytométrie de flux, tandis que I'étude
de Hutchinson et al. (2019) a réalisé le dénombrement des MDSCs par cytométrie de flux
directement a partir des échantillons de sang total, et uniquement chez des chiens atteints de
mélanomes. Il serait intéressant, dans un souci d’homogénéiser les résultats et de les rendre
comparables, d’établir un consensus identifiant les populations cellulaires servant de base au calcul
des %MDSCs, et de convenir de méthodes de référence pour doser les MDSCs.

B. Comparaison des valeurs de %MDSCs entre les différents groupes de
chiens étudiés, et performance diagnostique.

De maniére plus générale, I'étude présentée ici indique que les chiens atteints de processus
tumoraux montrent une augmentation significative du %MDSCs par rapport aux chiens sains (5,45%
(EIQ =[3,6 — 11,975] % versus 2,8%, EIQ = [0,525 - 7,400]%, p = 0,015). En considérant les chiens
présentant une affection néoplasique de stade peu avancé, une augmentation significative du
%MDSCs par rapport aux chiens sains est également notée (9,10% (EIQ = [5,7 — 13,15] % versus
2,8%, EIQ =[0,525 - 7,400] %, p = 0,001), contrairement aux chiens atteints de processus tumoraux
de stade avancé. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que cette étude s’est particulierement
intéressée aux chiens atteints de processus néoplasiques en stade précoce, ayant constitué un lot
relativement important et homogene de chiens dans cette situation (n = 23) alors que le nombre de
chiens présentant une affection de stade avancé est relativement faible (n = 13). Il est toutefois a
souligner que ces deux groupes présentent un taux de recouvrement important, et que le %MDSCs
est proche et inférieur a 10% dans les 2 groupes. Ce travail doit étre suivi d'une seconde étude,
s’intéressant a un groupe plus important et homogéne de chiens présentant une atteinte néoplasique
de stade avancé. Ceci dans le but d’investiguer le potentiel du %MDSCs a identifier ces derniers
individus par rapport aux individus présentant une atteinte de stade précoce, et ainsi adapter le
pronostic et les décisions thérapeutiques.

Cette étude s’est intéressée a la performance du %MDSCs a identifier les chiens atteints de
processus tumoral peu avancé, soit a la performance du %MDSCs en tant que biomarqueur
diagnostique précoce d’une atteinte tumorale. C’est pourquoi une courbe ROC a été établie a partir
des valeurs de %MDSCs des chiens sains et des chiens atteints de tumeur peu avancée. L'ASC a
montré une valeur égale a 0,779, significativement différente de 0,5 (p = 0,0003). Ainsi, le %MDSCs
montre une capacité diagnostique significative. Toutefois, pour une valeur seuil optimale estimée a
5,30%, la sensibilité est estimée a 87,0% et la spécificité a 72,2%. Ces valeurs semblent peu
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adaptées a une démarche diagnostique, car impliquent un nombre de faux positifs et faux négatifs
relativement élevé. Dans une démarche diagnostique en pratique clinique, une sensibilité maximale
est privilégiée dans le but d’'identifier tous les individus atteints d’'une affection tumorale, au risque
de s’exposer a un nombre plus important de faux positifs. Ainsi, d’aprés la courbe ROC obtenue
(figure 81), pour une valeur seuil de %MDSCs égale a 1,30% la sensibilité est évaluée a 100%,
toutefois la spécificité est évaluée a 33,3% (Annexe 2). C'est-a-dire que pour une valeur seull
présentant une sensibilité maximale, et permettant ainsi de détecter tous les chiens atteints de
processus tumoral peu avancé, deux tiers des chiens sains présentaient un résultat positif,
autrement dit un %MDSCs au-dessus de la valeur seuil.

Des valeurs de performance diagnostique du %MDSCs n'ont jusqu’'a présent pas été
rapportées dans la littérature chez le chien, et des études supplémentaires incluant un nombre plus
important d’individus sont nécessaires pour confirmer ces résultats. Cette valeur d’ASC rejoint tout
de méme les valeurs avancées dans les études de Jin et al. (2017) et Bergenfelz et al. (2020)
menées chez des femmes atteintes de cancer du sein, respectivement égales a 0,766 et 0,74. Le
travail effectué par Jin et al. (2017) montre que pour une valeur seuil de 3,05%, la sensibilité du
%MDSCs a détecter une tumeur mammaire est égale a 80,5%, et la spécificité égale a 61,3%, soit
des valeurs relativement proches de celles obtenues dans la présente étude. Il est toutefois a noter
gue ces résultats en médecine humaine concernent I'étude des M-MDSCs et non des G-MDSCs
pour lesquelles aucune valeur en termes de performance diagnostique n’a été publiée a notre
connaissance.

En étudiant plus particulierement les %MDSCs pour différents types d’affections
néoplasiques, cette étude montre de fagon intéressante que le groupe des chiennes atteintes de
tumeurs mammaires a présenté une augmentation significative du %MDSCs par rapport aux chiens
sains (figure 73). Ceci concorde avec les résultats du travail effectué par Mucha et al. (2016) et
Mucha et al. (2014). Toutefois, contrairement a I'étude de Mucha et al. (2016) nous n’avons pas
trouvé de différence significative entre les chiens sains et les chiennes atteintes de tumeurs
mammaires bénignes ou de tumeurs malignes indépendamment (figure 74), cela étant
principalement imputable & un nombre trop restreint de cas dans chacun de ces groupes.

Une augmentation significative de %MDSCs a été notée chez les chiens atteints de
mastocytomes par rapport aux chiens sains (9,10 %, EIQ = [6,275 — 14,925] versus 2,8%, EIQ =
[0,525 - 7,400]%, p = 0,015), ce qui a également été noté concernant les chiens atteints de
mastocytomes en stade avancé dans I'étude de Goulart et al. (2012). Toutefois, parmi les sept
mastocytomes inclus dans cette étude, seul un chien présentait une atteinte de stade avancé
(métastases au niveau du nceud lymphatique périphérique), avec un %MDSCs évalué a 5,30%
inférieur a la médiane du groupe total, évaluée a 9,10%. Ainsi, les chiens atteints de mastocytomes
de stade peu avancé ont présenté une augmentation significative de %MDSCs par rapport aux
chiens sains, ce qui n’a pas été retrouvé dans I'étude effectuée par Goulart et al. (2012).

De maniére intéressante, cette étude s’est intéressée au %MDSCs d’un groupe de chiens
atteints exclusivement de lymphomes. Bien que non significative (p = 0,08), une augmentation du
%MDSCs a été observée chez les chiens atteints de lymphomes (4,80%, EIQ = [2,00 - 19,90] %)
par rapport aux chiens sains (2,8% ; EIQ = [0,525 - 7,400] %). Il est possible qu’un nombre plus
important de chiens atteints de lymphomes permette d’obtenir un résultat significatif. Il serait
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egalement intéressant d’inclure une population homogéne de chiens atteints du méme type de
lymphome (multicentrique) et de les classer par stade afin d’établir si le %MDSCs peut aider a la
stadification des chiens atteints de lymphome ou méme constituer un facteur pronostic.

C. Evolution du %MDSCs chez deux chiens au cours de leur traitement

De plus, cette étude est, a la connaissance des auteurs, la premiére a avoir effectué un suivi
de deux chiens nouvellement diagnostiqués atteints de processus néoplasiques (un mastocytome
et un lymphome rectal) au cours d’'un traitement de chimiothérapie. Une diminution importante du
%MDSCs a été notée aprés exérése chirurgicale compléte du mastocytome, puis une stabilisation
du %MDSCs dans des valeurs relativement basses (2,80-4,70%) au cours du traitement a base de
vinblastine a raison de 2mg/m? sans signe de métastase. Ce chien a présenté une rechute mais
malheureusement, le %MDSCs n’a pas été mesuré avant ou au moment de la rechute survenue 35
jours aprés le dernier dosage.

Concernant le chien atteint de lymphome et suivi au cours d’'une période d’'un an sous
protocole CHOP, des variations importantes ont pu étre observées (entre 2,00% et 24,90%). En
particulier un pic du %MDSCs (12,60%) a été noté 5 semaines apres le début de la chimiothérapie,
précédant de six semaines la détection d’une récidive locale. Il est ainsi possible qu'une élévation
du %MDSCs précéde la survenue de récidive, et montre ainsi un intérét notable en tant que
biomarqueur de suivi des individus sous traitement de chimiothérapie pour la détection précoce de
récidives. Toutefois, I'étude d’'un seul chien ayant montré une récidive sous traitement de
chimiothérapie ne permet pas d’établir de conclusion. Aussi, il est a noter qu’un second pic a été
enregistré (19,60%) sans étre associé a une récidive objectivée. Dans ce cas, le suivi des MDSCs
parait aléatoire par rapport au suivi de ce chien et parait non corrélé a I'évolution de la maladie. Le
suivi des chiens atteints de lymphome traités par chimiothérapie serait particulierement intéressant
a inclure pour une future étude afin d’étudier I'évolution des MDSCs en fonction du statut : absence
de rémission / rémission partielle / rémission totale / rechute.

Aussi, une comparaison de I'évolution de la numération leucocytaire et de I'évolution du
%MDSCs a été effectuée. Chez le chien atteint de mastocytome, I'évolution de la numération
leucocytaire et I'évolution du %MDSCs n’ont pas montré la méme tendance au cours du traitement.
Toutefois, les courbes d’évolution du %MDSCs et de la numération leucocytaire observées chez le
chien atteint de lymphome rectal et traité par un protocole CHOP semblent avoir montré une
évolution semblable. Cette donnée laisse supposer que le traitement a eu un impact direct sur le
%MDSCs mesuré dans cette étude, qui ne refléterait alors pas I'évolution de la charge tumorale de
'animal. En effet, le cyclophosphamide, la vincristine ainsi que la doxorubicine qui composent le
protocole CHOP induisent une inhibition de la division cellulaire, nhotamment par inhibition de
réplication de I'ADN, a laquelle les cellules souches hématopoiétiques sont particulierement
sensibles. Ainsi une myélosuppression et une neutropénie peuvent étre observées et concerner
également la production des MDSCs (Czink et al., 1992 ; Northrup et al., 2002 ; S. L. Wang et al.,
2015 ; Wittenburg et al., 2019). Toutefois, la vinblastine, utilisée dans le traitement du mastocytome,
est un agent alkylant qui posséde les mémes effets secondaires de myélosuppression et ainsi de
neutropénie (Robat et al., 2012), et cette observation n’a pas été constatée pour le cas du premier
chien. De maniére surprenante, les rares études observant I'évolution du %MDSCs au cours d’un
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traitement de chimiothérapie chez 'Homme semblent montrer que ce taux augmente de maniere
significative au cours du traitement de chimiothérapie a base de cyclophosphamide et de
doxorubicine, et décroit en fin de traitement. De plus, une association significative entre une réponse
pathologique compléete et un taux plus faible de %MDSCs en fin de traitement a été observée, ce
qui permet de supposer un apport bénéfique du suivi des %MDSCs lors de ce traitement pour
évaluer et suivre la réponse tumorale (Diaz-Montero et al., 2009 ; Montero et al., 2012 ; Wesolowski
et al., 2017).

Une étude sur un nombre plus important de chiens sous traitements de chimiothérapie serait
nécessaire pour évaluer 'impact de ces différents traitements sur le %MDSCs. Ainsi, sur la base de
ces seules observations concernant seulement 2 cas, il est impossible de statuer sur une éventuelle
utilité clinique du %MDSCs dans le suivi des chiens recevant une chimiothérapie.

D. Limites

Il est & noter que cette étude comporte plusieurs limites. Tout d’abord, le nombre limité de
chiens inclus dans cette étude peut étre a l'origine de I'absence de résultat significatif, notamment
concernant les chiens atteints de processus néoplasigues avancés en comparaison avec les chiens
présentant un processus néoplasique peu avancé. Aussi, six chiens (14,3%) recevaient au moment
du prélévement ou quelques jours avant un traitement a base d’anti-inflammatoires stéroidien (AIS),
et cing autres chiens (11,9%) recevaient un traitement a base d’anti-inflammatoire non stéroidien
(AINS). Sur la base du travail effectué par Goulart et al. (2012), rapportant que les animaux sous
traitement ne présentaient pas de différence significative du %MDSCs par rapport aux chiens
atteints de tumeurs ne recevant pas de traitement, nous avons décidé de ne pas les exclure de nos
travaux. Toutefois, cette derniére étude n’indiquait pas les différents traitements inclus. Nous avons
donc étudié I'impact de ces deux types de traitements différents sur le %MDSCs par rapport aux
chiens non traités par des anti-inflammatoires au moment du diagnostic. Cette comparaison n’a
montré aucune différence significative entre les chiens atteints non traités (7,80%, EIQ = [5,45 -
13,15]%, n = 31), les chiens atteints traités par AlS (5,30%, EIQ =[3,38 - 11,05]%, n =6, p = 0,477)
et les chiens atteints traités par AINS (11,10%, EIQ =[6,30 - 22,10]%, n =5, p = 0,287). Cette donnée
semble montrer que les traitements AIS et AINS n’impactent pas le %MDSCs chez les chiens atteints
de processus néoplasiques, et les chiens sous traitements inclus dans notre étude n’ont donc pas
influencé nos résultats. Toutefois, des études incluant un nombre plus important d’individus seraient
intéressantes pour confirmer ce résultat.

Des biais de classement sont également possibles dans cette étude, puisque des erreurs de
diagnostic, notamment concernant le statut métastasé ou non métastasé des chiens malades, sont
possibles. En effet, le statut non métastasé de certains chiens a été conclu sur la base d’examens
d’'imagerie ne révélant ni masse ni adénopathie et ce, en 'absence d’analyse cytologique qui aurait
pu, par exemple, mettre en évidence une infiltration tumorale au sein des nceuds lymphatiques sans
adénomeégalie. Un chien présentant une adénopathie discréte en faveur d’'un processus réactionnel
mais n’ayant pas bénéficié d’analyses cytologiques sur cytoponctions, ainsi qu’un chien atteint d’un
carcinome pulmonaire n’ayant pas bénéficié d’'un examen d’'imagerie complet, ont dans ce sens été
exclus de I'analyse des sous-groupes de chiens présentant une atteinte tumorale peu avancée ou
avancée.
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Enfin, concernant la technique de dosage des MDSC employée dans cette étude, il est a
noter que les cellules mononucléées isolées des échantillons sanguins dans les 24 heures maximum
suivant le prélevement ont par la suite été stockées a tres basse température (-80°C), et ce durant
des périodes variables pouvant représenter jusqu’a plusieurs semaines. Or, il a été montré chez
I'Homme que le procédé de congélation provoque une perte importante du nombre de G-MDSCs
(Trellakis et al., 2012). 1l est donc possible que les résultats fournis dans notre étude soient sous-
estimés par rapport aux fréquences réelles de %MDSCs des chiens prélevés. Cependant, I'étude
de Goulart et al. (2012) avait montré que la congélation des cellules a -80°C n’impactait pas le
%MDSCs chez les chiens étudiés.

E. Perspectives

Ce travail montre une différence significative entre le %MDSCs chez les chiens sains et celui
chez les chiens atteints de processus tumoral peu avanceé, et plus précisément une augmentation
du %MDSCs chez ces derniers par rapport aux chiens sains. Bien qu’aucune différence significative
n’'ait été notée entre le %MDSCs des chiens atteints de tumeurs peu avancées et celui des chiens
atteints de tumeurs avancées, les données issues de la littérature scientifigue montrent une
augmentation significative du %MDSCs chez les chiens atteints de tumeurs avancées par rapport a
celui des chiens atteints de tumeurs peu avancées. Il parait donc envisageable, a termes, d’utiliser
le %MDSCs en tant que biomarqueur diagnostique, permettant de faire la différence entre une
atteinte tumorale de stade peu avancé, et une atteinte tumorale de stade avancée, dans le but de
guider le choix du clinicien dans la gestion des individus malades. Des études supplémentaires avec
un nombre de chiens plus important, particulierement dans le groupe des chiens atteints de
processus tumoral avance.

De plus, cette étude a pu montrer chez deux chiens qu’il existe une évolution du %MDSCs au
cours du traitement de chimiothérapie. Il est alors possible d’envisager que I'évolution du %MDSCs
des individus sous traitement de chimiothérapie soit informative quant a la réponse de la maladie au
traitement. Des études supplémentaires sont nécessaires pour montrer I'utilité clinique du %MDSCs
dans le suivi des patients.

Les données issues de ce travail serviront éventuellement a identifier le %MDSCs en tant que
potentiel biomarqueur diagnostique, pronostique, ou encore pharmacodynamique. Cet outil serait
d’autant plus performant que le dosage des MDSCs est réalisé par cytométrie de flux, technique trés
accessible dans le milieu vétérinaire, et permettant d’obtenir rapidement les résultats.
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Conclusion

Les biomarqueurs font aujourd’hui partie intégrante de la prise en charge des patients, en
médecine humaine comme en médecine vétérinaire. Il est & noter depuis plusieurs années un
véritable essor quant a leur étude, particulierement dans le domaine de 'oncologie. De hombreux
réles peuvent étre attribués aux biomarqueurs, et notamment identifier les individus a risque de
développer une atteinte néoplasique, émettre un diagnostic le plus précoce possible d’une atteinte
tumorale, établir un pronostic précis, prédire I'efficacité des thérapies possibles ainsi que d’assurer
le suivi personnalisé des patients sous traitement. Pour cela, un biomarqueur idéal en oncologie doit
étre spécifique de la présence d’'une affection tumorale, permettre d’identifier avec précision l'origine
du processus néoplasique, étre corrélé a son évolution et renseigner sur ses différentes
caractéristiques, notamment concernant les sensibilités aux différents traitements. Il doit de plus étre
facilement et objectivement mesurable, et sa mesure doit étre répétable. C’est dans cet esprit que
les biomarqueurs sanguins montrent un réel intérét: leur mesure est non invasive, répétable
aisément, le plus souvent rapide, et dont le co(t est le plus souvent moins important que les examens
couramment mis en place tels que les examens d’'imageries ou les examens histologiques.

Nous avons pu voir dans la partie bibliographique de ce travail plusieurs biomarqueurs de
différentes natures, étudiés en oncologie humaine et vétérinaire, et montrant un degré certain de
spécificité et de sensibilité pour les atteintes tumorales. La majeure partie des biomarqueurs mis en
évidence a ce jour sont de nature protéique, et notamment 'ACE, le CA15-3, 'AFP, 'AMH, et la
TK1. lls présentent tous des performances variables en termes de sensibilité et de spécificité vis-a-
vis des processus néoplasiques, et chacun d’entre eux a pu montrer certaines preuves de leur
potentiel en tant que biomarqueur diagnostique, pronostique, prédictif et de suivi. Toutefois, aucun
d’entre eux ne présente une parfaite spécificité pour distinguer les individus atteints de processus
tumoral des individus sains ou présentant une pathologie non néoplasique.

La prochaine génération de biomarqueurs semble particulierement se dessiner parmi les
éléments regroupés sous le terme de biopsie liquide, c’est-a-dire les miARN circulants, 'ADNCcf,
I’ADNCct et les cellules tumorales circulantes. En effet, ce sont les biomarqueurs ayant pour I'heure
montré les performances les plus élevées en termes de sensibilité et de spécificité pour identifier les
individus présentant une affection tumorale. Il apparait également qu’ils ont la capacité de décrire
les caractéristiques tumorales, de suivre leur évolution, et permettent notamment de prédire avec
précision les sensibilités des tumeurs étudiées aux différents protocoles de traitement. Ainsi, le
développement de ces biomarqueurs, a I'heure actuelle encore au stade de recherche clinique, est
sous-tendu par I'espoir d’'une médecine de précision, et réellement personnalisée. lls permettront a
terme [l'élaboration de tests diagnostiques précoces, et d’optimiser simultanément [l'efficacité
thérapeutique et la survie des malades, tout en limitant les toxicités évitables.

Aussi, comme en témoigne ce travail, le chien présente de grandes similitudes par rapport a
'Homme concernant les caractéristiques de la majorité des biomarqueurs étudiés. Ainsi, le chien
semble étre un bon modéle pour I'étude de ces derniers en oncologie. Il est par ailleurs notable que
le nombre d’études est grandement restreint en médecine vétérinaire comparativement a la
médecine humaine. Au vu des résultats avancés en médecine humaine concernant plusieurs
biomarqueurs également identifiés chez le chien, il est possible d’espérer de grandes avancées
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dans les prochaines années en médecine vétérinaire, possiblement dans un esprit collaboratif
s’inscrivant dans le concept One Health.

C’est avec l'esprit d’intégrer les biomarqueurs sanguins dans la prise en charge des
affections tumorales en oncologie vétérinaire que le travail expérimental de cette étude s’est
intéressé aux cellules myéloides suppressives (MDSCs). Ces derniéres constituent les précurseurs
des cellules dendritiques, des macrophages et des granulocytes neutrophiles, dont le nombre se
retrouve amplifié dans le sang lors de différentes situations pathologiques, et notamment lors
d’'affections tumorales. Leur capacité immunosuppressive, entre autres, favorise I'échappement
tumoral en inhibant I'environnement inflammatoire péri-tumoral.

Nous avons pu mettre en évidence que le %MDSCs est significativement plus élevé chez les
chiens présentant une atteinte tumorale en stade précoce de développement par rapport aux chiens
sains (9,10% (EIQ = [5,7 — 13,15] % versus 2,8%, EIQ =[0,525 - 7,400] %, p = 0,001). Toutefois,
ces %MDSCs restent relativement proches, inférieurs a 10%, de telle sorte que pour une valeur
seuil optimale de détection estimée a 5,3%, 'ASC, la sensibilité et la spécificité a détecter une
atteinte tumorale en stade précoce étaient respectivement égales a 0,779, 87,0% et 72,2%, soit des
valeurs relativement faibles, impliquant un nombre non négligeable de résultats faussement positifs
ou faussement négatifs. Une augmentation significative du %MDSCs a également été notée pour
plusieurs types d’atteintes tumorales par rapport au %MDSCs des chiens sains. Il s’agit surtout des
tumeurs mammaires et des mastocytomes (médianes respectivement égales a 8,45%, EIQ = [5,925-
10,75] et 9,10 %, EIQ =[6,275 — 14,925]).

Le groupe de chiens atteints de processus néoplasigues en stade avancé inclus dans cette
étude ayant été trop peu homogeéne, et constitué d’'un nombre trop faible d’individus, il ne fut pas
possible de mettre en évidence une augmentation significative du %MDSCs dans ce groupe par
rapport au groupe composé de chiens atteints de cancer en stade précoce, contrairement a ce qu'a
pu montrer la majorité des études menées jusqu’a présent. Un travail supplémentaire est a envisager
sur un groupe plus important de chiens atteints de cancer avancé pour évaluer la capacité du
%MDSCs a différencier une atteinte précoce d’'une atteinte avancée, guidant le choix des cliniciens
dans la prise en charge de ces derniers.

Par ailleurs, dans le but d’investiguer le potentiel du %MDSCs en tant que biomarqueur
pharmacodynamique, deux chiens ont pu étre suivis durant plusieurs mois au cours de traitement
de chimiothérapie, I'un atteint de mastocytome, et 'autre atteint de lymphome rectal. Le premier a
montré une chute puis une stabilisation du %MDSCs au cours d’un traitement a base de vinblastine,
sans signe de rechute. Le deuxiéme a montré des variations importantes du %MDSC au cours du
traitement suivant un protocole CHOP, durant lequel une récidive a été objectivée. Ces variations
se révélaient par ailleurs proches de celles observées concernant les leucocytes. Ces deux suivis
montrant une évolution dynamique du %MDSCs au cours du traitement laissent envisager un
potentiel de ce parameétre en tant que biomarqueur pharmacodynamique. Toutefois, un travall
supplémentaire est également nécessaire pour le confirmer, a I'aide d’un groupe plus important de
chiens suivis au cours d’un protocole de chimiothérapie.

La mise en évidence de la capacité du %MDSCs a différencier une atteinte tumorale précoce
d’une atteinte avanceée, et a effectuer un suivi des animaux sous traitement a 'aide de la cytométrie
en flux serait un outil de choix pour les cliniciens. Il s’agit en effet d’'un prélévement sanguin peu
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invasif, répétable, et d’'une technique rapide et peu colteuse. Les efforts pour établir le %MDSCs
comme biomarqueur d’intérét en oncologie vétérinaire doivent donc se poursuivre.
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Annexe 1:

Trois animaux furent censurés, dont les caractéristiques sont les suivantes :

. e : Motif
Chien Caractéristiques Affection %MDSCs , .
d’exclusion
Adénocarcinome
tubulopapillaire
. : . de grade 2
American stafforshire terrier :
o (selon Meuten), Deux affections
Femelle stérilisée . )

1 7 ans mastocytome 7,70% néoplasiques
cutané bien concomitantes
différencié de
bas grade

Péritonite et
. ancréatite
Bulldog Américain . P .
N Carcinome concomitantes,

2 Femelle stérilisée L 9,60% ) .
urothélial adénopathie

12 ans i
abdominale
généralisée
4 séances de

Bouledogue Francais Lymphome chimiothérapie

3 Femelle stérilisée multicentrique de 6,50% (protocole

8 ans type B, stade 3 CHOP)
auparavant
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Annexe 2.

Tableau 13 : Sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives et négatives en fonction
des valeurs seuils de %MDSCs pour le diagnostic des chiens atteints de processus
néoplasique en phase précoce de développement

Valeur
seuil Sensibilité | Spécificité VPP VPN
%MDSCs

0,000 1,000 0,000 0,561

0,100 1,000 0,111 0,590 1,000
0,200 1,000 0,167 0,605 1,000
0,300 1,000 0,222 0,622 1,000
1,200 1,000 0,278 0,639 1,000
1,300 1,000 0,333 0,657 1,000
1,900 0,957 0,389 0,667 0,875
2,400 0,957 0,444 0,688 0,889
3,200 0,870 0,500 0,690 0,750
3,800 0,870 0,611 0,741 0,786
4,700 0,870 0,667 0,769 0,800
5,300 0,870 0,722 0,800 0,813
5,600 0,826 0,722 0,792 0,765
5,800 0,739 0,722 0,773 0,684
6,300 0,696 0,722 0,762 0,650
6,500 0,652 0,722 0,750 0,619
7,800 0,609 0,722 0,737 0,591
8,300 0,565 0,722 0,722 0,565
9,100 0,565 0,778 0,765 0,583
10,000 0,478 0,778 0,733 0,538
10,800 0,435 0,778 0,714 0,519
11,100 0,435 0,833 0,769 0,536
11,700 0,391 0,833 0,750 0,517
12,300 0,391 0,889 0,818 0,533
12,800 0,348 0,889 0,800 0,516
13,100 0,304 0,889 0,778 0,500
13,200 0,261 0,889 0,750 0,485
17,300 0,217 0,889 0,714 0,471
20,800 0,217 0,944 0,833 0,486
21,100 0,174 0,944 0,800 0,472
22,600 0,087 0,944 0,667 0,447
25,200 0,087 1,000 1,000 0,462
26,700 0,043 1,000 1,000 0,450

Le test est positif si %6MDSCs >= a la valeur seuil
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Figure 83 : Diagramme des fractions de vrais positifs, vrais négatifs, faux positifs et faux
négatifs en fonction des valeurs seuils de %MDSCs

Vrais positifs (VP), Vrais négatifs (VN), Faux positifs (FP), Faux
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LES BIOMARQUEURS SANGUINS EN ONCOLOGIE COMPAREE - Etat
ACTUEL DES CONNAISSANCES EN 2020 — APPLICATION AUX
CELLULES MYELOIDES SUPPRESSIVES CANINES.

AUTEUR : Philippe COLOMBE
RESUME :

L’intérét concernant les biomarqueurs sanguins tumoraux connait un véritable essor en
médecine humaine comme vétérinaire. Un biomarqueur tumoral idéal permettrait de diagnostiquer
une affection tumorale de maniére précoce, de l'identifier spécifiquement et avec précision, d’établir
un pronostic, de prédire son comportement notamment vis-a-vis des différentes solutions
thérapeutiques, permettrait également de suivre son évolution dans le temps, et ce de maniére non
invasive et peu colteuse. Pour I'heure, aucun biomarqueur répondant a tous ces critéres n’a été mis
en évidence, notamment en raison d'un manque de spécificité des principaux biomarqueurs
protéiques étudiés jusqu’a présent. Toutefois un grand espoir est actuellement placé dans les
biomarqueurs regroupés sous I'appellation de biopsie liquide ; les miARN circulants, 'ADN circulant
tumoral et les cellules tumorales circulantes, qui pourraient se révéler étre des outils performants
utilisés couramment en clinique dans un futur proche. Les cellules myéloides suppressives (MDSCs)
sont des cellules intervenant dans la régulation de la réponse immunitaire, et jouent un rdle majeur
dans I'expansion tumorale. Il a été montré que leur taux sanguin (%0MDSCs) est augmenté lors de
processus néoplasique, particulierement en phase tardive de développement. Il serait donc
envisageable que le %MDSCs puisse étre un biomarqueur diagnostique et pronostique, permettant
de distinguer une affection tumorale précoce d'une affection tumorale en phase tardive de
développement, et ainsi permettre d'adapter la prise en charge thérapeutique des patients. Le travail
effectué dans cette thése visait a déterminer le %MDSCs chez des chiens présentant une atteinte
tumorale précoce d’une part et avancée d’autre part, afin de déterminer la capacité de ce marqueur
a distinguer ces deux groupes dans le but de guider le choix du clinicien dans la prise en charge de
ces individus. Nous avons pu mettre en évidence que le %MDSCs des chiens atteints de cancer
peu avanceé était significativement supérieur a celui des chiens sains (9,10%, EIQ =[5,7 — 13,15] %
versus 2,8%, EIQ = [0,525 - 7,400] %, p = 0,001), mais ces %MDSCs restent proches et inférieurs
a 10%. Toutefois, le groupe de chiens atteints de cancers avancés n’a pas montré d’augmentation
significative du %MDSCs. Un travail réalisé sur un groupe plus important de chiens atteints de
cancers avances que dans cette étude serait intéressant pour obtenir une comparaison plus fiable
de ces deux groupes. D’autre part, le suivi du %MDSCs de deux chiens a permis de montrer une
évolution dynamique de celui-ci au cours du traitement de chimiothérapie. Ceci encourage la
réalisation d’études supplémentaires sur un nombre plus important de chiens pour déterminer le
potentiel intérét de ce biomarqueur dans le suivi de ces animaux.
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CIRCULATING BIOMARKERS IN COMPARATIVE ONCOLOGY - A
CURRENT STATE OF KNOWLEDGE IN 2020 — APPLICATION TO
CANINE SUPPRESSIVE MYELOID CELLS

AUTHOR: Philippe COLOMBE

SUMMARY:

Interest in circulating tumour biomarkers is increasing both in human and veterinary medicine.
An ideal tumour biomarker would allow the early diagnosis of tumour disease, identify it specifically
and accurately, establish a prognosis and predict its behaviour especially regarding different
therapeutic solutions. It would also allow to monitor its evolution over time and all this in a non-
invasive and inexpensive way. As of right now, no biomarkers meeting all of these criteria have been
identified, particularly due to a lack of specificity of the main protein tumour biomarkers studied to
date. However, a great hope is currently placed in biomarkers grouped under the name of liquid
biopsy : circulating miRNAs, circulating tumour DNA and circulating tumour cells, which could prove
to be effective tools commonly used in the clinic in the near future.

Suppressive myeloid cells (MDSCs) are cells involved in regulating the immune response,
and play a major role in tumour expansion. It has been shown that their blood rate (%MDSCs) is
increased during neoplastic processes, especially in the late stage of tumour development. It
would thus be conceivable that the %MDSCs could be an interesting diagnostic and prognostic
biomarker, allowing to differentiate an early tumour condition from a tumour condition in the late
stages of development, and therefore to adapt the therapeutic management of patients. The work
carried out in this thesis aimed to determine the %MDSCs in dogs with early tumour diagnosis on
the one hand and advanced on the other hand, to determine the ability of this marker to distinguish
these two groups, in order to guide the choice of the clinician in the management of these individuals.
We were able to show that the %MDSCs of dogs with low-advanced cancer was significantly higher
than that of healthy dogs (9.10% IR = [5.7 - 13.15]% to 2.8%, IR = [0.525 - 7,400]%, p = 0.001),
although these %MDSCs remain close and below 10%. However, the dog group with advanced
cancers did not show any significant increase in the %MDSCs. A work carried out with a larger group
of dogs with advanced cancers than the one in this study, would be useful to obtain a more reliable
comparison of these two groups. Moreover, the monitoring of the %MDSCs of two dogs was able to
show its dynamic evolution throughout the chemotherapy treatment. This encourages the realisation
of further studies over a larger number of dogs to determine the potential interest of this biomarker
in those animal's care.

KEYWORDS:

Myeloid Derived Suppressive Cells, biomarkers, circulating tumor biomarkers, tumor, cancer,
oncology, management, immune response, liquid biospy, domestic carnivore, dog
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