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R�esum�e
Le cancer colorectal (CCR) est un enjeu majeur de sant�e publique qui n�ecessite
de d�evelopper de nouvelles techniques moins invasives et plus reproductibles
que la biopsie tissulaire conventionnelle pour sa caract�erisation mol�eculaire
au cours du suivi des patients. En raison de l’h�et�erog�en�eit�e intratumorale,
de l’�evolution clonale et de la pression de s�election, les tumeurs d�eveloppent
souvent des r�esistances aux traitements, notamment aux th�erapies cibl�ees anti-
EGFR indiqu�ees en l’absence de mutation RAS. La « biopsie liquide » est une
proc�edure peu invasive, fond�ee sur l’analyse d’alt�erations sp�ecifiques de la
tumeur dans le sang p�eriph�erique. Dans cette revue, nous avons �etudi�e le rôle
de l’ADN tumoral circulant (ADNtc) comme biomarqueur dans la prise en charge
des patients ayant un CCR, �a des stades pr�ecoces et avanc�es. Les nouvelles
techniques de d�etections innovantes (ddPCR, NGS optimis�e tel que le NGS-BPER
ou l’analyse de la m�ethylation) offrent de nouvelles perspectives en termes de
diagnostic, de d�etection de maladie r�esiduelle apr�es chirurgie, de suivi, et de
r�esistance aux traitements en situation m�etastatique. Ces r�esultats prometteurs
n�ecessitent n�eanmoins une standardisation et une validation par des �etudes
suppl�ementaires pour permettre l’utilisation de l’ADNtc en pratique quotidienne.

n Mots cl�es : ADN tumoral circulant, cancer colorectal, biopsie liquide, biomarqueur, mutation
RAS

Abstract
Colorectal cancer (CRC) is a major health burden that requires new techniques,
less invasive and more reproducible than conventional tissue biopsy for patient
monitoring. Because of intra-tumor heterogeneity, clonal evolution and
selection, tumors often develop resistance to treatments, especially to anti-
EGFR targeted therapies indicated in RAS non-mutated metastatic CRC. ‘‘Liquid
biopsy’’ is a minimally invasive method, based on analysis of tumor-specific
material in peripheral blood samples of patients. In this review, we described the
role of circulating tumor DNA (ctDNA) as a biomarker in the management of
patients with CRC at early and advanced tumor stages. Recent studies underline
its promising clinical applications for diagnosis, detection of recurrence after
surgery and monitoring for tumor response or therapeutic resistance in
metastatic setting. This results and innovating detection techniques (ddPCR,
optimized NGS such as NGS-BPER or methylation analysis) offer new perspective
but still need to be standardized and validated through further studies to permit
the use of ctDNA in daily routine.
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Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est un enjeu mondial de
sant�e publique. En France, il est le troisi�eme cancer
en termes de fr�equence et la seconde cause de d�ec�es
par cancer. La majorit�e des CCR peut être trait�ee par
chirurgie s’ils sont d�etect�es pr�ecocement, avec une survie
globale (SG) �a 5 ans d’environ 90 % (stade I). N�eanmoins,
une large proportion de patients (environ 25 %) est
encore �a l’heure actuelle diagnostiqu�ee au stade
m�etastatique avec une SG autour de 2 ans. De plus, parmi
les patients avec un CCR localis�e (stade II et III), environ la
moiti�e d�eveloppera des m�etastases apr�es la chirurgie.
Il paraı̂t donc crucial de promouvoir le d�eveloppement de
nouvelles techniques pour identifier des biomarqueurs
pertinents capables de d�etecter pr�ecocement ce type de
cancer et d’offrir de meilleures chances de gu�erison. Pour
les CCR m�etastatiques (CCRm), l’optimisation de la
strat�egie th�erapeutique consisterait en des traitements
personnalis�es selon les caract�eristiques biologiques tumo-
rales parfois « dynamiques » variant sous la pression
th�erapeutique en raison de l’h�et�erog�en�eit�e intratumorale
et la s�election de clones cellulaires. L’un des exemples
les plus illustratifs est l’apparition de sous-clones
« RAS mut�e » conf�erant une r�esistance secondaire aux
th�erapies cibl�ees anti-EGFR. Pour atteindre de tels
objectifs, il est indispensable de d�evelopper des techniques
reproductibles sensibles et non invasives capables de
caract�eriser les tumeurs durant l’�evolution de lamaladie. La
« biopsie liquide », et plus sp�ecifiquement l’analyse de la
fraction tumorale des acides nucl�eiques libres circulants,
est une proc�edure peu invasive, bas�ee sur l’analyse
d’alt�erations sp�ecifiques de la tumeur dans le sang
p�eriph�erique [1].

‘‘
La biopsie liquide est une procédure peu
invasive permettant l’analyse de la fraction

tumorale des acides nucléiques libres dans le
plasma des patients

’’Cette technique pourrait mieux refl�eter l’h�et�erog�en�eit�e de
la maladie qu’une biopsie tissulaire soumise par essence �a
un biais d’�echantillonnage, et permettre par des pr�el�eve-
ments it�eratifs de suivre les modifications mol�eculaires au
cours du traitement. L’analyse de l’ADN tumoral circulant
(ADNtc) par la biopsie liquide pourrait ainsi potentiellement
avoir des applications cliniques en termes de d�epistage, de
diagnostic et de pr�ediction de la r�eponse ou de la r�esistance
�a un traitement donn�e. Par ailleurs, la biopsie liquide
permettrait de s’affranchir du processus d’extraction et
d’analyse des �echantillons tumoraux tissulaires parfois
longs et complexes. Dans cette revue, nous pr�esentons le

rôle potentiel de l’ADNtc comme biomarqueur dans la prise
en charge des patients avec un CCR aux diff�erents stades
�evolutifs.

‘‘
La biopsie liquide semble mieux
appréhender l’hétérogénéité de la maladie

et permettre par des prélèvements itératifs
de suivre les modifications moléculaires
au cours du traitement

’’
Détection de l’ADN tumoral circulant

L’ADN libre circulant peut être pr�esent dans le plasma,
l’urine et d’autres effluents corporels. D�es les ann�ees 1970,
certains travaux ont montr�e la pr�esence d’un taux �elev�e
d’ADN libre circulant dans le sang des individus atteints
de cancer, en comparaison avec des individus sains.
N�eanmoins, ce taux peut �egalement s’�elever dans certaines
conditions b�enignes, telles que les processus inflammatoi-
res et les infections. Chez les patients atteints de cancer,
une fraction de l’ADN libre circulant contient les caract�e-
ristiques sp�ecifiques des tumeurs qu’on appelle « l’ADN
tumoral circulant » (ADNtc).

‘‘
Chez les patients atteints de cancer, une
fraction de l’ADN libre circulant contient

les caractéristiques spécifiques des tumeurs qu’on
appelle l’ADN tumoral circulant

’’L’identification de l’ADNtc est parfois difficile �a identifier
car dilu�e parmi l’ADN libre circulant total provenant de
cellules non canc�ereuses, repr�esentant parfois moins de
1 % de l’ADN circulant total, voire même être ind�etectable
pour les stades les plus pr�ecoces [1-3].
Il apparaı̂t donc essentiel de d�evelopper des m�ethodes
de d�etection efficaces, sensibles et reproductibles pour
identifier l’ADNtc.
La m�ethode BEAMing, initialement d�ecrite par Diehl et al.,
est bas�ee sur une r�eaction de PCR visant �a identifier une
mol�ecule unique d’ADN isol�ee dans des microparticules �a
couches lipidiques contenant les micro-r�eactifs [4]. Apr�es
r�eaction de PCR, on obtient des billes couvertes de milliers
de copies d’une unique mol�ecule d’ADN initialement
pr�esente dans l’�echantillon. Un oligonucl�eotide sp�ecifique
de la s�equence cible d’ADN est alors mis en contact avec
les billes et permet d’obtenir des signaux fluorescents
analys�es par cytom�etrie en flux [4]. La sensibilit�e de
cette m�ethode est d’environ 0,01 % mais celle-ci s’av�ere
complexe, coûteuse et difficilement utilisable pour des
analyses de routine.
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La PCR digitale microfluidique (ddPCR) a pour but
de compartimenter chaque mol�ecule d’ADN dans des
microgouttelettes et de les analyser individuellement pour
chercher des s�equences cibles mut�ees ou sauvages grâce
�a une r�eaction de PCR [5]. Cette m�ethode permet de
d�etecter de multiples mutations dans le même �echantillon
avec une sensibilit�e �elev�ee (0,05 �a 0,001 %), mais ses
capacit�es de multiplexage demeurent limit�ees �a la d�etec-
tion de 5 �a 10 s�equences cibles diff�erentes [1, 6].
Le s�equençage de nouvelle g�en�eration « NGS » (Next-
Generation Sequencing) peut d�etecter des centaines
d’anomalies mol�eculaires de façon simultan�ee grâce �a
un s�equençage massif en parall�ele. De plus, il est possible
de s�equencer le g�enome entier et de d�etecter, en plus des
mutations, des transcrits de fusion, des translocations, des
d�el�etions et des amplifications. Des proc�edures de NGS
optimis�e ont �et�e d�ecrites afin d’am�eliorer la sensibilit�e.
Parmi elles, la m�ethode NGS-BPER (Base Position-Error
Rate) est bas�ee sur une m�ethode statistique pour d�etecter
des mutations de l’ADNtc, sans connaissance pr�ealable des
alt�erations pr�esentes dans la tumeur. Elle peut d�etecter
des variations uniques de nucl�eotides, et �egalement des
insertions ou d�el�etions d’all�ele de tr�es rare fr�equence [7].
L’ADNtc est habituellement d�etect�e grâce �a la pr�esence
d’alt�erations sp�ecifiques de la tumeur, ce qui n�ecessite
d’avoir acc�es �a du tissu tumoral pour chaque patient et de
l’avoir analys�e au pr�ealable, ce qui peut être long et
couteux. Le d�eveloppement de marqueurs universels, tels
que l’hyperm�ethylation de certains promoteurs de g�enes
sp�ecifiques impliqu�es dans la carcinogen�ese colorectale,
semble prometteur.

‘‘
L’identification de l’ADN tumoral circulant
est parfois difficile, d’où la nécessité

de développer des méthodes de détection
efficaces et sensibles

’’
Concordance entre biopsie tumorale
et biopsie liquide

La biopsie tissulaire tumorale est habituellement utilis�ee
pour d�efinir le statut mutationnel de l’oncog�ene RAS pour
le traitement du CCRm. En effet, ces mutations, pr�esentes
dans environ 55 % des tumeurs, sont capables de pr�edire
l’absence de r�eponse aux th�erapies cibl�ees par anticorps
monoclonaux anti-EGFR, tels que le c�etuximab et le
panitumumab [8]. Parall�element �a ces mutations, la
pr�esence d’une mutation BRAF est connue pour être un
facteur de mauvais pronostic [8]. L’h�et�erog�en�eit�e intratu-
morale est un enjeu biologique de taille, au moment du
diagnostic ou durant le traitement, en raison de l’�evolution
clonale et de la pression de s�election, complexifiant la

caract�erisation mol�eculaire du CCR. Pour les raisons cit�ees
pr�ec�edemment, plusieurs �etudes ont �evalu�e l’int�erêt de
d�efinir le statut mutationnel de ces oncog�enes �a partir
de l’ADNtc en analysant la corr�elation avec les r�esultats
obtenus �a partir des biopsies tissulaires.
Dans une �etude française r�etrospective sur 106 patients
ayant un CCRm, Thierry et al. ont montr�e �a partir d’une
technique de PCR quantitative de type Intplex que l’analyse
de l’ADNtc permettait de d�etecter les mutations BRAF
(V600E) avec une sp�ecificit�e et sensibilit�e de 100 %, et les
mutationsKRASavecune sp�ecificit�eet sensibilit�ede98 %et
92 %, respectivement (taux de concordance de 96 %) [2].
Ces r�esultats sont enaccordavec ceuxobserv�esparTaly etal.
�a partir de la technique ddPCR pour la d�etection des
mutations KRAS [1]. Plus r�ecemment, Bachet et al. ont
compar�e le statut RAS entre le tissu tumoral et le plasma
dansune large s�erie prospective depatients (�etudeRASANC)
par lam�ethodeNGS-BPER (22 g�enes analys�es) d’une part, et
de d�etection de m�ethylation (WIF1 et NPY) par ddPCR pour
les patients n�egatifs enNGSd’autre part [7]. La concordance
du statut RAS �etait de 83 %pour la technique NGS seule, et
de 93 % en la couplant �a la d�etection de la m�ethylation.
Grâce �a cette approche en deux �etapes, l’ADNtc restait
ind�etectable chez environ 20 % des patients. L’absence de
m�etastases h�epatiques apparaissait comme le facteur
clinique le plus associ�e avec un ADNtc ind�etectable. Chez
les patients avec m�etastases h�epatiques, la pr�ecision de la
combinaison des deux tests atteignait 96 % [7]. Plusieurs
autres �etudes ont �egalement d�ecrit un taux de concordance
�elev�e entre lesmutations observ�ees dans la biopsie tumorale
et celles identifi�ees dans l’ADNtc [2, 5, 9-13] (tableau 1).

‘‘
Il y a une bonne corrélation des mutations
de RAS au niveau de la tumeur et de l’ADN

tumoral circulant chez les patients métastatiques,
en particulier en cas de métastases
hépatiques

’’
Détection de maladie résiduelle
et de la récidive tumorale

La chimioth�erapie adjuvante, apr�es chirurgie curative
pour les CCR localis�es, a d�emontr�e un b�en�efice en survie
chez les patients trait�es pour des cancers de stade III
(ganglions positifs) avec une combinaison de fluoropyri-
midine et d’oxaliplatine. Cependant, le b�en�efice de
la chimioth�erapie adjuvante reste controvers�e pour
les tumeurs de stade II (T3-4, N0). Dans ce contexte,
certaines �etudes ont d�emontr�e que l’ADNtc pourrait être
utilis�e pour monitorer �etroitement les patients apr�es
chirurgie afin d’identifier ceux �a haut risque de rechute
[14] (tableau 2). Dans une �etude r�ealis�ee par Ryan et al.,
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10 patients sur 16 (62,5 %) avec de l’ADNtc d�etectable
apr�es chirurgie, ont d�evelopp�e une rechute, alors que
seulement 1 patient sur 44 (2 %) parmi les patients sans
ADNtc d�etectable en post-op�eratoire ont rechut�e.
La sensibilit�e et la sp�ecificit�e de l’ADNtc pour pr�edire
une rechute �etaient respectivement de 91 % et 88 %
[15]. De la même mani�ere, Tie et al. ont montr�e que
7.9 % (14/178) des patients avaient de l’ADNtc
d�etectable apr�es la r�esection d’un cancer du côlon de
stade II, et que parmi ceux-ci, la majorit�e (11/14, 78,6 %)
d�eveloppaient une r�ecidive tumorale ensuite (contre
9,8 % chez les patients sans ADNtc d�etectable en post-
op�eratoire) [16]. Plus r�ecemment, ces r�esultats promet-
teurs, sugg�erant la capacit�e de l’ADNtc �a pr�edire
pr�ecocement la r�ecidive tumorale, ont �et�e confirm�es
�egalement apr�es chirurgie pour un cancer du rectum

localement avanc�e [17] ou apr�es r�esection de m�etastases
h�epatiques de CCR [18] (tableau 2).

‘‘
La détection post-opératoire de l’ADN
tumoral circulant après résection d’un

cancer colorectal est un facteur prédictif précoce
de récidive tumorale

’’
Un biomarqueur dynamique pour suivre
la réponse au traitement

La mesure quantitative d’une alt�eration mol�eculaire
connue dans le plasma peut être utilis�ee pour suivre les
patients sous traitement. Dans une �etude prospective

Tableau 1. Concordance des mutations de RAS et BRAF entre la biopsie tumorale
et le plasma dans le cancer colorectal.

Référence
Méthode
de détection

Nombre
de patients

Mutations dans la
biopsie tissulaire

Mutations dans
le plasma

Sensibilité Niveau de concordance
entre la biopsie tissulaire
et le plasmaSpécificité

Spindler et al. 2012 [9] qPCR 95
KRAS
41/95 (43 %)

KRAS
32/95 (34 %)

78 %
-

100 %

Taly et al. 2013 [1] ddPCR 50
KRAS
19/50 (38 %)

KRAS
14/50 (28 %)

74 % 89 % Duplex dPCR
78 % Multiplex dPCR

94 %

Bettegowda
et al. 2014 [13]

ddPCR 206
KRAS
78/206 (38 %)

KRAS
69/206 (33 %)

87,2 %
95 %

99,2 %

Thierry et al. 2014 [2]
Intplex
qPCR

95

KRAS
39/95 (41 %)

KRAS
37/95 (39 %)

92 %
96 %

98 %

BRAF
5/95 (100 %)

BRAF
5/95 (100 %)

100 %
100 %

100 %

Spindler et al. 2015 [11] qPCR 140
KRAS
48/140 (34 %)

KRAS
30/140 (23 %)

- -

Bachet et al. 2017 [10]
NGS-BEPER
et méthylation
de l’ADN

406
RAS
222/406 (55 %)

RAS
172/406 (42 %)

92 %
93 %

94 %

Thierry et al. 2017 [13] Intplex qPCR

121
KRAS exon 2
53/121 (44 %)

KRAS exon 2
71/121 (59 %)

85 %
72 %

62 %

34
NRAS exons 2/3
3/34 (9 %)

NRAS exons 2/3
4/34 (12 %)

67 %
92%

94 %

97
BRAF
7/97 (7 %)

BRAF
14/97 (14 %)

57 %
87 %

89 %
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portant sur 53 patients atteints d’un CCRm recevant une
premi�ere ligne de chimioth�erapie, Tie et al. ont montr�e
qu’une d�ecroissance d’un facteur dix du taux de l’ADNtc
entre le premier et le second cycle de chimioth�erapie �etait
corr�el�ee �a une meilleure r�eponse tumorale et une plus
longue survie sans progression [19]. Plus r�ecemment,Garlan
et al. ont �egalement observ�e sur une cohorte prospective de
82 patients (�etude PLACOL) que la variation pr�ecoce de la
concentration en ADNtc pouvait pr�edire l’efficacit�e de la
chimioth�erapie en premi�ere ou deuxi�eme ligne de traite-
ment. En mesurant le taux de l’ADNtc entre le premier et le
second et/ou troisi�eme cycle de chimioth�erapie, les auteurs
ont d�efini un marqueur composite bas�e d’une part sur la
« normalisation » de la concentration en ADNtc (passant
sous un seuil de 0,1 ng/mL) et d’autre part sur la pente de
d�ecroissance de la concentration en ADNtc (sup�erieure ou
inf�erieure �a 80 %). Selon ce marqueur composite, la
population de patients �etait divis�ee en groupes de « bons »
et « mauvais » r�epondeurs, ces derniers repr�esentaient
environ 20 %de la population globale et avaient un taux de
r�eponse tumorale plus faible et une survie plus courte [20].

‘‘
La variation de la concentration de l’ADN
tumoral circulant est un facteur prédictif

précoce de la réponse au traitement du cancer
colorectal métastatique

’’
Détection de la résistance au traitement

Le CCR peut pr�esenter une h�et�erog�en�eit�e tumorale �a la fois
sur le plan spatial (entre tumeur primitive et m�etastases) et
temporel avec la notion de pression de s�election et
l’�emergence de clones cellulaires �a la base de ph�enom�enes

de r�esistance. En effet, certains travaux ont montr�e dans le
plasma des patients trait�es par anti-EGFR l’�emergence
de mutations RAS pr�ec�edant la progression tumorale
radiologique. Une premi�ere �etude r�ealis�ee par Diaz et al. a
montr�e, sur une s�erie de 24 patients trait�es par
panitumumab seul, que 38 % d’entre eux avaient acquis
des mutations KRAS dans le plasma, et ce, en moyenne 21
semaines avant la progression radiologique [21]. Ces
r�esultats ont �et�e confirm�es sur une s�erie plus grande de 108
patients trait�es par irinot�ecan et c�etuximab [22]. De façon
int�eressante, la proportion d’all�eles mut�es RAS semble
augmenter et diminuer de mani�ere dynamique selon la
« pression » th�erapeutique exerc�ee. En effet, certains
auteurs ont montr�e l’�emergence de mutations RAS �a la
progression tumorale sous traitement par anti-EGFR, puis
la disparition de ces clones apr�es un autre traitement sans
anti-EGFR [23]. Ce ph�enom�ene a �et�e interpr�et�e comme
une dynamique de comp�etition clonale laissant ainsi
envisager la possibilit�e de r�eintroduire un traitement par
anti-EGFR en fonction de la pr�esence ou non de clones RAS
mut�es circulant [24].
En dehors des mutations RAS, d’autres �ev�enements
mol�eculaires �emergeants sous pression de s�election par
les anti-EGFR ont �et�e d�etect�es tels que des amplifications
de MET et ERBB2 ou des mutations du r�ecepteur �a l’EGFR
[25]. En revanche, il n’existe que peu de donn�ees et
souvent peu concluantes sur les alt�erations g�en�etiques
d�etect�ees dans le plasma en rapport avec les m�ecanismes
de r�esistances aux antiangiog�eniques.

‘‘
L’émergence de mutations RAS dans le
plasma des patients traités par anti-EGFR

semble précéder la progression tumorale
morphologique

’’

Tableau 2. Détection de la maladie résiduelle par l’ADN tumoral circulant
après résection chirurgicale d’un cancer colorectal.

Stade
tumoral

Nombre
de patients

ADNtc (+)
après
chirurgie

Rechutes parmi
les patients
ADNtc (–)

Rechutes parmi
les patients
ADNtc (+)

Prédiction de la rechute,
(HR, IC95 %) ;
valeur du p

Diehl et al. 2008 [14] III et IV 20 16 0/4
(0 %)

15/16
(94 %)

_

Ryan et al. 2003 [15] I à IV 60 16 1/44
(2 %)

10/16
(63 %)

HR, 71,6 (7,7-663,9)
p < 0,001

Tie et al. 2016 [16] II 178 14 16/164
(9,8 %)

11/14
(79 %)

HR, 18 (7,9-40,0)
p < 0,001

Tie et al. 2017 [17] II et III 159 19 12/140
(8,6 %)

11/19
(58 %)

HR, 12 (CI non spécifié)
(p < 0,001)

Overman
et al. 2017 [18]

IV (métastases
hépatiques)

54 24 24/24
(100 %)

HR, 3,1 (1,7-9,1)
p = 0,002
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Conclusion

Les r�esultats r�ecents obtenus sur l’ADNtc offrent de
nouvelles perspectives dans la prise en charge des patients
atteints d’un CCR. Les techniques de d�etection innovantes,
telles que la ddPCR, les nouvelles proc�edures de NGS
optimis�e, comme le NGS-BPER, ou l’analyse de la
m�ethylation de promoteurs sp�ecifiques de certains g�enes,
pourraient permettre �a l’ADNtc de devenir un biomarqueur
utilis�e « facilement » en routine et capable de mieux
refl�eter l’h�et�erog�en�eit�e intratumorale par rapport �a la
biopsie conventionnelle. De plus, l’ADNtc apparait perti-
nent pour pr�edire la rechute apr�es chirurgie et pourrait
être utilis�e pour suivre la maladie r�esiduelle en situation
adjuvante. Dans les CCRm, le suivi de l’ADNtc pourrait
permettre d’anticiper la progression tumorale et d’opti-
miser la strat�egie th�erapeutique, voire envisager la
r�eintroduction de certaines th�erapies cibl�ees. N�eanmoins,
il est indispensable de confirmer ces r�esultats prometteurs
par des essais randomis�es utilisant des techniques sensibles
et standardis�ees pour la d�etection et la caract�erisation
de l’ADNtc afin de valider son utilisation en pratique
quotidienne dans la prise en charge du CCR.

Liens d’int�erêts : EM d�eclare n’avoir aucun lien d’int�erêt
en rapport avec l’article. VT : interventions ponctuelles
pour les laboratoires Boehringer Ingelheim et Raindance
Technologies. JT : interventions ponctuelles pour les
laboratoires Amgen, Baxalta, Celgene, Lilly, Merck, Roche,

Servier. PLP : interventions ponctuelles pour les labora-
toires Amgen, Astra-Zeneca, Boerhingher-ingelheim, Lilly,
Merck-Serono, Roche. AZ : interventions ponctuelles pour
les laboratoires Amgen, Lilly, Merck, Roche, Sanofi. &
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T ake home messages
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mieux appr�ehender l’h�et�erog�en�eit�e tumorale, notam-
ment au cours du traitement.
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& La d�etection de l’ADN tumoral circulant apr�es
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tumorale.
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de la r�eponse au traitement du cancer colorectal
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& L’�emergence de mutations RAS dans le plasma
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progression tumorale morphologique.
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