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INTRODUCTION    
 

Le mélanome est un cancer cutané de mauvais pronostic du fait de son fort potentiel 

métastatique. En France, son incidence est en augmentation avec 15961 cas de mélanomes 

diagnostiqués en 2018, et 1975 décès estimés cette même année (1,2). Depuis 2011, la prise 

en charge des mélanomes métastatiques connait des avancées majeures avec le 

développement de traitements tels que les thérapies ciblant la voie des MAPkinases et les 

immunothérapies (3–7). Quarante à 50% des mélanomes métastatiques sont porteurs d’une 

mutation du codon V600 du gène BRAF (8,9). Ces mutations entraînent une augmentation de 

l’activité kinase de la protéine BRAF et l’activation constitutionnelle de la voie des 

MAPkinases, cascade de signalisation conduisant à la prolifération cellulaire(10). Pour ces 

patients avec un mélanome inopérable muté BRAF V600, des thérapies ciblées associant un 

inhibiteur de BRAF et de MEK sont disponibles avec un taux de réponse allant jusqu’à 76% 

pour l’association dabrafenib et trametinib, et une survie globale des patients à cinq ans de 

28% (11). Cependant, la plupart des patients rechutent après 11 mois de traitement (12,13). 

D’autre part, les inhibiteurs de points de contrôle immunitaires anti-PD1 (nivolumab, 

pembrolizumab) ou anti-CTLA4 (ipilimumab) ont montré leur efficacité pour le traitement des 

patients ayant un mélanome métastatique, quelque soit le statut BRAF. Contrairement aux 

thérapies ciblées, ces immunothérapies peuvent conduire à des réponses thérapeutiques 

retardées et durables (7). En l’absence d’essai clinique randomisé comparant la thérapie ciblée 

à l’immunothérapie, il n’existe pas de critère clinique ou biologique pour orienter la décision 

thérapeutique dans les mélanomes métastatiques BRAF mutés en première ligne de 

traitement. Pour l’heure, les réponses aux traitements sont évaluées sur les scanners 

pratiqués tous les 2 à 3 mois chez les patients asymptomatiques. D’autre part, les LDH sériques 

sont prises en compte dans la 8ième classification AJCC du mélanome (14) (décrite en annexe). 

Par exemple, un taux élevé de LDH avant traitement est associé à une diminution de la survie 

globale sous thérapie ciblée (12), mais leurs sensibilité et spécificité pour détecter les 

progressions tumorales sont faibles (15). Ces problématiques montrent bien la nécessité de 

marqueurs tumoraux fiables pour aider à la décision thérapeutique et pour le suivi des 

patients.  
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En 1948, Mandel et Métais (16) décrivaient pour la première fois la présence d’ADN libre 

circulant dans le plasma d’individus sains. L’ADN circulant proviendrait de cellules 

apoptotiques ou nécrotiques, mais il pourrait également être la conséquence d’une libération 

cellulaire active notamment lors des processus inflammatoires (17). En 1977, Leon et al. 

mettaient en évidence une quantité plus importante d’ADN libre circulant chez les patients 

atteints d’un cancer comparativement aux sujets sains (18). En effet, les cellules tumorales 

présentent des phénomènes de morts cellulaires ce qui entraine une libération sanguine de 

fragments de leur matériel génétique (19). Cet ADN est appelé ADN tumoral circulant ou 

ADNct. La biopsie liquide est un prélèvement sanguin permettant d’étudier différents sous-

compartiments du sang comme l’ADN circulant, les cellules tumorales circulantes et les 

exosomes (20). L’identification d’ADN tumoral porteur de mutations au sein de l’ADN total 

libre circulant permet de déterminer le statut mutationnel de la tumeur et quantifier le 

nombre de copies mutées. Pour les patients avec des mélanomes mutés BRAF V600, l’analyse 

de l’ADN circulant n’est pas encore réalisée en routine mais pourrait avoir un intérêt  

diagnostique, pronostique et dynamique pour le suivi de la maladie.  

Dans cette étude, nous avons analysé rétrospectivement les taux d’ADN tumoral circulant 

déterminés par PCR digitale en micro compartiments, chez 35 patients présentant des 

mélanomes mutés BRAF V600 suivis au Centre Hospitalier Universitaire de Dijon. L’objectif de 

cette étude a été d’évaluer si les variations des taux d’ADN circulants mutés BRAF étaient ou 

non corrélés à l’évolution de la maladie métastatique.  
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PATIENTS ET METHODES 
 

Population  

Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique menée au Centre Hospitalier Universitaire 

de Dijon entre janvier 2016 et mai 2019. Les critères d’inclusion étaient la présence d’un 

mélanome de stade II, III ou IV selon la 8ième classification de l’AJCC (14) (décrite en annexe), 

avec des mutations BRAF V600E ou V600K de l’ADN tissulaire pour lesquels au minimum 2 

biopsies liquides étaient analysées par PCR digitale. L’inclusion ne tenait pas compte de leur 

traitement. Les patients étaient traités par thérapie ciblée (inhibiteurs de BRAF et de MEK : 

dabrafenib + trametinib ou vemurafenib + cobimetinib), immunothérapie anti-PD1 

(pembrolizumab ou nivolumab), anti-CTLA4 (ipilimumab), interféron, ou n’avaient pas de 

traitement. Pour chaque biopsie liquide, les données cliniques, biologiques et d’imagerie 

étaient recueillies rétrospectivement à partir des dossiers informatisés. Tous les patients 

avaient préalablement signé un consentement éclairé permettant l’exploitation de leurs 

dossiers médicaux. 

Les paramètres collectés étaient l’âge, le sexe, le statut OMS, le stade du mélanome, le type 

de mutation BRAF, le taux de LDH lors de la première biopsie liquide et le type de traitement 

pris. Pour chaque biopsie liquide, le taux d’ADN circulant total (en copies/mL de plasma), le 

taux d’ADN circulant muté (en copies/mL de plasma) et le pourcentage d’ADN circulant muté 

étaient répertoriés. Pour les patients ayant eu des biopsies liquides régulières sous traitement, 

la date de la première progression et, le cas échéant, la date de décès étaient recueillis. La 

survie sans progression était définie comme le temps écoulé entre le début du traitement et 

la première progression tumorale ou le décès ; la survie globale était définie à partir de la 

première administration du traitement jusqu'au décès, quelle qu'en soit la cause. 

L’évolution tumorale était évaluée par l’imagerie (tomodensitométrie) en utilisant les critères 

RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) version 1.1 (21) (décrits en annexe). 

L’évolution tumorale était classée en : Progression tumorale (PD), Stabilisation (SD), Réponse 

partielle (RP), Réponse complète (RC). 

Les variables continues sont décrites en utilisant les médianes, extrêmes, et les écarts 

interquartiles pour les taux d’ADN circulant. Les variables qualitatives sont décrites par 

nombre et pourcentage. 
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Méthodes 

Recueil et conditionnement des échantillons 

Les biopsies liquides étaient prélevées sur sang veineux par quatre tubes EDTA de 7 mL. Elles 

étaient adressées au secteur pré-analytique dans les quatre heures suivant le prélèvement 

afin de pratiquer une première centrifugation pendant dix minutes à 1400 g. Les échantillons 

plasmatiques étaient ensuite stockés à – 80°, jusqu’à l’extraction. 

Extraction de l’ADN circulant 

L’extraction de l’ADN circulant était réalisée avec l’automate QIA Symphony (Qiagen®), à 

partir de 4 mL de plasma, selon la procédure automatisée du fabricant. L’évaluation 

qualitative de l’ADN extrait était faite par la technique TapeStation 4200 (Agilent 

Technologies®), permettant de séparer et quantifier les acides nucléiques en fonction de leurs 

tailles au moyen d’une électrophorèse. La concentration de l’ADN circulant total était évaluée 

avec la méthode Qubit. 

Analyse de l’ADN circulant par PCR digitale 

Principe 

La PCR digitale est une technique de quantification absolue en PCR de très haute sensibilité. 

Elle se base sur une approche de PCR utilisant des couples d’amorces amplifiant les zones 

d’intérêt ainsi que des sondes fluorescentes ciblant les altérations recherchées. Le mélange 

réactionnel de PCR est réparti, au sein de la chambre, en plusieurs milliers de nano-réacteurs 

(gouttelettes) indépendants correspondant chacun à une copie d’ADN. Ces gouttelettes sont 

ensuite amplifiées par PCR et un signal de fluorescence est produit par chaque gouttelette en 

fonction de son statut mutationnel. La quantification du nombre de copies BRAF mutées au 

sein de l’ADN circulant est réalisée en comptant le nombre de gouttelettes positives ou 

négatives. Cette approche permet de déterminer la quantité absolue d’acide nucléique 

porteur de l’altération recherchée. 
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Technique 

La technique de PCR digitale est pratiquée avec le système NAICA (Stilla Technologies®). Un 

mélange réactionnel contenant des couples d’amorces, des polymérases et des sondes 

fluorescentes est ajouté à l’ADN extrait au sein d’un microtube. Le volume de mélange 

réactionnel ajouté est déterminé en fonction de la concentration d’ADN extrait (Tableau 1). 

Trois sondes d’hydrolyse sont utilisées, correspondant à l’allèle sauvage du codon 600 du gène 

BRAF (également appelée « WT » pour Wild-Type), à l’allèle muté V600E et à l’allèle muté 

V600K (Tableau 2). Les microtubes sont insérés dans une chambre microfluidique au sein de 

la puce Sapphire (Stilla Technologies®), puis placés dans le thermocycleur Naica Geode. Le 

thermocyclage débute par une étape initiale de dénaturation à 95° pendant 5 minutes, suivie 

d’une hybridation à 95° pendant 15 secondes puis d’une élongation à 60° pendant 30 

secondes. A l’issue de ce programme, les puces sont transférées dans le Naica Prism 

(microscope automatisé à fluorescence équipé de 3 filtres passe-bande), afin d’acquérir les 

images de fluorescence (Tableau 3). Un algorithme pour le traitement d'images identifie et 

caractérise chaque gouttelette afin de définir l’intensité de fluorescence dans chaque canal. 

L’énumération totale et le contrôle qualité des gouttelettes sont réalisés avec le logiciel Crystal 

Reader.  
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RESULTATS 
 

A. Caractéristiques de la population totale étudiée 

Au total, 35 patients ont été inclus et 186 biopsies liquides étaient analysées. Les 

caractéristiques cliniques et biologiques de la population totale sont décrites dans le Tableau 

4. L’âge médian était de 66 ans [extrêmes : 24 – 86], la population était majoritairement 

masculine avec 21 hommes (60%). Trente et un patients avaient une mutation V600E du gène 

BRAF (88,6%), et 4 patients présentaient une mutation V600K (11,4%). Un patient avait un 

mélanome stade II (2,9%), 8 patients présentaient un mélanome stade III (22,8%) et 26 

mélanomes stade IV (74,3%) dont 10 avec des métastases cérébrales (28,6%). Le score OMS 

était à 0 pour 74,3% des patients (n = 26), huit patients avaient un statut OMS à 1 (22,8%) et 

un patient avait un statut OMS à 3 (2,9%). Le nombre médian de biopsies liquides par patients 

était de 4 [2 – 16]. Pour tous les patients ayant eu au moins une biopsie liquide positive, la 

mutation détectée sur l’ADN circulant correspondait à la mutation de l’ADN tissulaire (n = 18, 

100%). 

Au sein de cette population, nous avons identifié différents sous-groupes que nous avons 

étudiés de manière indépendante (Figure 1). Tout d’abord, 10 patients avaient un suivi 

régulier avec une biopsie liquide pratiquée avant l’initiation d’un traitement puis 

régulièrement au cours du suivi sous traitement. Ensuite, 13 patients étaient en rémission 

complète de leur mélanome et les biopsies liquides étaient analysées dans le cadre de leur 

surveillance. Enfin, 12 patients avaient été prélevés de manière irrégulière, sans qu’un dosage 

pré-thérapeutique n’ait pu être effectué.  

 

B. Patients avec un suivi régulier sous traitement (n = 10) 

Caractéristiques 

Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients ayant eu une biopsie liquide avant 

l’instauration d’un traitement puis à intervalles réguliers sont décrites dans le Tableau 5. L’âge 

médian était de 56,5 ans [43 – 80], il y avait 80% d’hommes (n = 8). Tous ces patients 

présentaient des mélanomes stade IV, dont 4 avec des métastases cérébrales (40%). Trois 
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patients (30%) présentaient moins de trois sites métastatiques. A l’initiation thérapeutique, le 

taux de LDH était supérieur à la norme chez 2 patients (20%), normal chez 6 patients (60%) et 

elles étaient hémolysées chez 2 patients (20%). Neuf patients débutaient une thérapie ciblée 

(90%) et un débutait une immunothérapie par nivolumab (10%). La médiane de survie sans 

progression sous traitement était de 7 mois [2 – NA], et la survie globale médiane était de 9 

mois [4 – NA]. 

Suivi 

Les biopsies liquides étaient pratiquées à M0 (avant l’initiation du traitement), puis à M1 (un 

mois après le début du traitement), M3 et M6 (trois et six mois après le début du traitement, 

respectivement). Les médianes du nombre de copies mutées BRAF sur l’ADN circulant sont 

résumées dans le Tableau 6. Avant l’initiation thérapeutique, 90 % des patients (n = 9) 

présentaient des mutations de l’ADN circulant avec une médiane de copies mutées BRAF à 

78,7 copies/mL de plasma [écart interquartile : 15,51 – 504,41]. Un mois après le début du 

traitement, l’ADNct devenait négatif chez sept patients sur huit (87,5 %) et la médiane de 

copies mutées descendait à 0 [EI : 0- 0]. A trois mois de traitement, lors de la première 

évaluation scanographique, 5 patients étaient en réponse thérapeutique (55,5%), 3 patients 

étaient en progression (33,3%) et un patient présentait une réponse dissociée (augmentation 

des métastases cérébrales et diminution des nodules pulmonaires). Cette réponse dissociée 

survenait chez le seul patient sous immunothérapie. A M3, la médiane de copies mutées 

restait à 0 [EI : 0 – 7,95]. Six mois après le début du traitement, le nombre de copies mutées 

BRAF augmentait avec une médiane à 84 copies/mL de plasma [EI : 0 – 202,43]. La 

réévaluation paraclinique retrouvait 3 patients en progression (50%) et 3 patients en réponse 

thérapeutique (50%). La figure 2 illustre l’évolution du nombre de copies circulantes BRAF 

mutées pour chaque patient entre M0 et M1.  

Il est à noter qu’un seul patient avait un ADNct encore détectable à M1. Il s’agissait d’un 

homme de 79 ans présentant un mélanome métastatique muté BRAF V600E. Avant 

l’instauration de la thérapie ciblée, son taux d’ADNct était élevé à 43428 copies mutées/mL 

de plasma et les LDH étaient augmentées à 1020 UI/L. Cliniquement, il était sous 

oxygénothérapie et son score OMS était de 3. Le scanner montrait une progression tumorale 

avec l’apparition de métastases pulmonaires et cérébrales, ce qui conduisait à l’instauration 

d’une thérapie ciblée par dabrafenib et trametinib. A M1, l’état clinique s’améliorait avec un 
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score OMS à 1 et l’oxygénothérapie était arrêtée. L’ADNct restait détectable à 98,7 copies 

mutées/mL de plasma (les LDH étaient alors hémolysées). A M3, le scanner de réévaluation 

retrouvait une progression cérébrale et osseuse. L’ADNct augmentait à 2568 copies 

mutées/mL de plasma. Les LDH étaient à 244 UI/L. Le patient décédait un mois plus tard. La 

survie sans progression était de 3 mois et la survie globale de 4 mois. 

 

C. Patients en rémission complète, surveillance (n = 13) 

Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients en rémission complète, surveillés, 

sont décrites dans le Tableau 7. L’âge médian était de 64 ans [extrêmes : 34 - 75], il y avait 9 

hommes (69,2%). Il s’agissait de 8 mélanomes stade IV (61,5 %), 4 mélanomes stade III 

(30,8%), un mélanome stade II (7,7%). Un patient avait un statut OMS à 1 (7,7%), les autres 

patients étaient OMS 0 (n = 12, 92,3%). Antérieurement, 2 patients avaient eu uniquement 

une chirurgie (15,4%). 6 patients avaient été traités par interféron (46,1%), 8 patients par 

thérapie ciblée (61,5%) et 3 par immunothérapie (23,1%). Quatre patients avaient eu de la 

radiothérapie (30,8%). La durée médiane de rémission était de 39 mois [10 – 69]. La médiane 

du nombre de copies mutées BRAF sur l’ADN circulant était de 0 [0 – 0]. 

 

D. Patients avec des biopsies liquides irrégulières ou faites sous traitement (n = 12) 

En raison du caractère récent de la technique de PCR digitale, 12 patients étaient prélevés de 

manière irrégulière ou étaient déjà traités lors de leurs premières biopsies liquides. Les 

caractéristiques cliniques de ces patients sont décrites dans le Tableau 8. 

Pour chacun de ces patients, les variations de taux de l’ADN circulant muté et l’évolution 

tumorale ont été analysées au cas par cas, afin d’étudier leur corrélation. 

Cette étude a permis de différencier deux modèles distincts : 

- Les patients avec des progressions tumorales et des variations de taux d’ADN circulant muté 

corrélées (n = 8) 

- Les patients ayant présenté une progression tumorale et des taux d’ADN circulant muté non 

concordants (n = 4) 
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1. Patients avec des progressions tumorales et des variations de taux d’ADNct concordants 

(n = 8) 

Au sein de notre cohorte, l’évolution tumorale était corrélée aux variations de taux d’ADNct 

pour 8 patients. La figure 3 illustre l’évolution d’une patiente de 80 ans, qui présentait un 

mélanome métastatique muté BRAF V600E. La première biopsie liquide était faite un mois 

après l’introduction de la thérapie ciblée. L’ADNct était alors détectable à un taux de 16,5 

copies/mL de plasma. Sur le scanner pratiqué à 2 mois, les lésions secondaires (ganglionnaires 

et osseuses) régressaient partiellement. Le taux d’ADNct diminuait à 5,55 cop/mL avant de 

réascensionner à 46,65 copies/mL de plasma. Cette augmentation survenait avant que la 

patiente ne soit hospitalisée pour une méningite mélanomateuse. Il existait également une 

progression tumorale pulmonaire et ganglionnaire. Le taux d’ADNct était alors en franche 

augmentation à 1638 copies/mL de plasma. La patiente décédait quelques semaines plus tard. 

2. Patients ayant présenté une progression tumorale et des taux d’ADNct discordants (n = 4) 

Nous avons identifié quatre patients qui présentaient une progression tumorale au cours de 

leur suivi et dont les biopsies liquides n’étaient pas informatives. 

Deux patients présentaient des progressions cérébrales exclusives, sans que des mutations de 

l’ADN circulant ne soient détectées. 

Un patient présentait une progression cutanée exclusive sous la forme de multiples 

métastases en transit, et les biopsies liquides restaient négatives. 

Un patient présentait une progression pulmonaire exclusive avec apparition d’une 

volumineuse métastase du lobe moyen, et les biopsies liquides étaient négatives. 
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DISCUSSION 
 

Nos résultats retrouvaient dans la majorité des cas une bonne corrélation entre les variations 

des taux d’ADNct et l’évolution du mélanome. De plus, lorsqu’une mutation de l’ADNct était 

détectée, elle était similaire à la mutation tissulaire dans 100% des cas. De précédentes études 

montraient également un haut degré de concordance de 84,3% (22) et 90,9% (23) entre le 

statut mutationnel tissulaire et plasmatique. Dans notre travail, les patients avec des biopsies 

liquides régulières sous traitement présentaient une diminution franche du taux d’ADNct 

après un mois de thérapie ciblée (non détection de l’ADNct chez sept patients sur huit à M1 

(87,5%)). Les taux d’ADNct augmentaient lors des progressions métastatiques objectivées sur 

les imageries et restaient négatifs chez les patients répondeurs. De même, pour les patients 

en rémission complète surveillés régulièrement, les biopsies liquides restaient toutes 

négatives. Pour les patients ayant eu des prélèvements irréguliers, 66,7 % des malades (n = 8) 

présentaient des taux d’ADNct corrélés au statut tumoral. Nos résultats étaient cohérents 

avec ceux de différentes études déjà publiées. En 2015, Sanmamed et al. (22) étudiaient la 

concentration plasmatique des mutations BRAF V600E de l’ADN circulant par PCR digitale chez 

20 patients présentant des mélanomes sous thérapie ciblée. A l’inclusion, la concentration 

d’ADNct était corrélée à la charge tumorale. Les taux d’ADNct diminuaient significativement 

après la mise sous thérapie ciblée et lors des réponses tumorales, et augmentaient lors des 

progressions. En 2016, Schreuer et al. (24) réalisaient une étude translationnelle prospective 

en mesurant par PCR quantitative la concentration des mutations BRAF V600 de l’ADN 

circulant de 36 patients avec des mélanomes sous thérapie ciblée. Les concentrations d’ADNct 

diminuaient rapidement après l’initiation du traitement. Au cours du suivi, une augmentation 

du nombre de copies mutées de l’ADN circulant identifiait une progression avec une sensibilité 

de 70% et une spécificité de 100%. De même, en 2018, Haselmann et al. (23) étudiaient les 

évolutions de 35 patients avec des mélanomes stades IV sous thérapie ciblée. Pour tous les 

patients répondeurs, l’ADNct était indétectable après l’introduction du traitement. Lors du 

suivi, une progression tumorale était détectée sur l’imagerie dans 18 cas ; et les taux d’ADNct 

augmentaient chez 15 patients. Dans 3 cas, il n’était pas visualisé d’augmentation de l’ADNct, 

et 2 de ces patients présentaient une progression cérébrale exclusive. Pour les patients sous 

immunothérapie, Cabel et al. (25) observaient une corrélation significative entre les variations 

de concentrations d’ADNct et de la charge tumorale. De plus, des articles comparant les taux 
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d’ADNct aux LDH montraient une meilleure corrélation entre les variations d’ADNct et 

l’évolution tumorale (26,27), avec une sensibilité de l’ADNct de 82% pour détecter les 

progressions, contre 40% pour les LDH. 

Dans notre étude, le seul patient dont l’ADNct restait détectable à un mois de traitement, 

avait la survie globale la plus courte (4 mois). De nombreux articles ont montré l’intérêt 

pronostique des biopsies liquides, et il existe un lien entre le taux d’ADNct avant traitement 

et la survie globale des patients métastatiques (22,28–32). En effet, Sanmamed et al. (22), 

mettaient en avant que des taux faibles d’ADNct à l’introduction de la thérapie ciblée étaient 

significativement associés à des survies sans progression et globale plus longues (9 mois et 

27,7 mois respectivement), par rapport aux patients avec des taux élevés d’ADNct (3 mois et 

8,6 mois respectivement). De plus, les variations d’ADNct un mois après l’introduction du 

traitement permettraient de prédire la réponse. En effet, Syeda et al. (33) montraient que des 

taux d’ADNct devenus indétectables après un mois de thérapie ciblée étaient associés à un 

allongement des survies sans progression et globale pour 201 patients. De même, lors de 

l’instauration d’une immunothérapie, Keller et al. (28) ont montré que les variations précoces 

de l’ADNct (six semaines) étaient significativement associées à l’évolution tumorale. La 

médiane de survie sans progression était de 21 jours pour les patients présentant une 

augmentation de l’ADNct, contre 145 jours pour les patients avec une diminution de l’ADNct.  

Ces données soulignent l’intérêt des biopsies liquides pour la décision thérapeutique. En effet, 

en raison de la bonne concordance entre le statut mutationnel des ADN tissulaire et 

plasmatique, l’ADNct pourrait avoir un intérêt diagnostique et être un substitut au 

prélèvement tissulaire pour déterminer les mutations tumorales. Par rapport aux biopsies 

tissulaires, les biopsies liquides présentent l’avantage d’être non invasives, facilement 

reproductibles, et la technique de PCR digitale permet d’obtenir des résultats rapides en 24 

heures. Dans la littérature, cette technique apparait comme la plus appropriée pour détecter 

et quantifier les mutations de l’ADN circulant, en raison de sa haute sensibilité de détection 

qui peut aller jusqu’à 0,005% (20). D’autre part, plusieurs études ont montré une élévation du 

taux d’ADNct avant la détection sur l’imagerie de la progression tumorale (23,24,34). 

Haselmann et al. retrouvaient, sur 18 patients progresseurs, 11 cas où l’ADNct augmentait 

avant l’imagerie, en moyenne 177 jours plus tôt. Dans l’étude de Schreuer et al., la 

concentration d’ADNct augmentait chez 12 patients sur 27 avant le constat de la progression 
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tumorale (intervalle médian de 25 jours plus tôt).  En outre, les examens d’imagerie sont 

parfois difficiles d’interprétation, notamment dans le cas de pseudoprogressions 

(augmentation initiale de la masse tumorale puis réponse secondaire) ou de réponse dissociée 

(diminution de certaines tumeurs alors que d’autres augmentent en taille) sous 

immunothérapie. Une étude a récemment démontré l’utilité de l’ADNct pour identifier les 

pseudoprogressions scanographiques chez les patients ayant des mélanomes métastatiques 

traités par anti-PD1 (35). La sensibilité de l’ADNct pour différencier une pseudoprogression 

d’une vraie progression tumorale était de 90%, et la spécificité de 100%. 

Cependant, notre travail mettait en évidence plusieurs cas discordants. Tout d’abord, deux de 

nos patients présentaient des progressions cérébrales exclusives conduisant au décès, sans 

que des mutations de l’ADN circulant ne soient détectées. Cette situation était également 

retrouvée dans plusieurs études publiées (23,28,34). La barrière hémato-encéphalique 

pourrait limiter la diffusion sanguine de l’ADN tumoral (36). Dans ces situations, les biopsies 

liquides sanguines pourraient être moins contributives et l’analyse des mutations dans le 

liquide céphalo-rachidien pourrait être une alternative (37). Dans notre étude, deux patients 

présentaient également des oligoprogressions avec biopsies liquides négatives : une 

progression cutanée exclusive et une progression pulmonaire exclusive. En 2011, Yancovitz et 

al. (38) mettaient en avant l’hétérogénéité de la mutation BRAF dans le mélanome, 

hétérogénéité à la fois intra-tumorale (différentes proportions de cellules BRAF mutées et 

BRAF sauvages au sein d’une même tumeur) et inter-tumorale (entre les différentes 

métastases). Les biopsies liquides pourraient être le reflet global de ces mutations. De plus, 

en raison de la pression de sélection des traitements, l’émergence de nouveaux clones 

tumoraux avec des mutations distinctes de celle recherchée initialement pourrait expliquer 

l’absence de détection des mutations BRAF V600 de l’ADN circulant lors de certaines 

progressions métastatiques (39). Cette limite pourrait être dépassée par une caractérisation 

plus large du génome tumoral sur biopsie liquide par la technologie Next Generation 

Sequencing. 

Notre étude comportait des biais de par son caractère rétrospectif, l’hétérogénéité de la 

population et des traitements entrepris. La technique de PCR digitale étant récente et 

disponible au CHU depuis 2016, les prélèvements de biopsie liquide ont été pratiqués à des 
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fréquences irrégulières et non standardisées, ce qui représentait la principale limite de notre 

travail. Il existait également un manque de puissance en raison du faible nombre de patients. 

Il parait judicieux d’instaurer une fréquence standardisée des prélèvements pour le suivi des 

patients ayant un mélanome métastatique. Les patients traités par thérapie ciblée pourraient 

avoir une biopsie liquide avant le début du traitement puis à un mois et à chaque réévaluation 

tumorale (tous les 2 à 3 mois). Ceci permettrait d’identifier de manière précoce les patients 

non-répondeurs, et ainsi d’adapter le traitement rapidement.  

 

En conclusion, notre étude confirme la fiabilité de l’analyse de l’ADNct par PCR digitale avec 

une bonne concordance entre mutations tissulaires et plasmatiques. Les biopsies liquides 

présentent un intérêt dynamique pour le suivi des patients avec des mélanomes 

métastatiques puisque les variations des taux d’ADNct étaient corrélées à l’évolution 

tumorale. Elles ont également un intérêt pronostique pour prédire la réponse au traitement 

et aider aux décisions thérapeutiques. Toutefois, il est nécessaire de tenir compte du site 

métastatique pour interpréter ces résultats, en particulier en cas de métastases cérébrales ou 

cutanées exclusives. Enfin, les indications des biopsies liquides pourraient s’élargir à la 

surveillance des patients à un stade moins avancé de la maladie, pour lesquels un traitement 

adjuvant est indiqué. 

 

 

 

 

 

 
 



    
 

29 
 

 Université de Bourgogne 

UFR des Sciences de Santé 

Circonscription Médecine 

 

 

THESE SOUTENUE PAR Mlle Elsa MARION 

 

CONCLUSIONS 
 

 

Notre étude confirme la fiabilité de l’analyse de l’ADN circulant tumoral par PCR digitale avec 

une bonne concordance entre mutations tissulaires et plasmatiques. Les biopsies liquides 

présentent un intérêt dynamique pour le suivi des patients avec des mélanomes 

métastatiques puisque les variations de taux d’ADN circulant muté étaient corrélées à 

l’évolution tumorale. Elles ont également un intérêt pronostique pour prédire la réponse au 

traitement et aider aux décisions thérapeutiques. Toutefois, il est nécessaire de tenir compte 

du site métastatique pour interpréter ces résultats, en particulier en cas de métastases 

cérébrales ou cutanées exclusives. Enfin, les indications des biopsies liquides pourraient 

s’élargir à la surveillance des patients à un stade moins avancé de la maladie, pour lesquels un 

traitement adjuvant est indiqué. 
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ANNEXES 
 

 

Tableau 1: Volume de l'échantillon en fonction de la concentration d'ADN extrait 

Concentration de l’échantillon (ng/µL) Volume de prise d’échantillon (µL) pour recherche 

mutationnelle 

0 – 1,5 14,3 

1,5 – 2,5 14,3 

2,5 – 4 14,3 

4 – 6 10 

6 – 8 10 

> 8 10 
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Tableau 2: Liste des sondes utilisées 

Nom 5’ fluorochrome Séquence 

BRAF WT V600 FAM (canal bleu) CTA GCT ACA GTG AAA TCT CG 

BRAF V600E Cy5 (canal rouge) CTA GCT ACA GAG AAA TCT CG 

BRAV V600K HEX (canal vert) CTA GCT ACA AAG AAA TCT CG 
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Tableau 3 : Canaux de détection du Naica Prism, temps d’exposition, seuils de fluorescence 
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Tableau 4 : Caractéristiques cliniques et biologiques de la population totale étudiée 
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Tableau 5 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients avec un suivi régulier sous 

traitement 
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Tableau 6 : Evolution du nombre de copies mutées BRAF sous traitement 
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Tableau 7 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients en rémission complète / 

surveillance 
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Tableau 8 : Caractéristiques cliniques des patients avec des biopsies liquides irrégulières ou 

faites sous traitement 
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Figure 1 : Sous-groupes au sein de la population totale 
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Figure 2 : Evolution du nombre de copies mutées BRAF entre M0 et M1 
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Figure 3 : Evolution de l’ADN circulant muté de la patiente 30, sous dabrafenib et trametinib 
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Figure 4: Classification TNM du mélanome (8ième édition de l’AJCC) (14) 
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Regroupement par stades (Classification TNM du mélanome, 8ième édition) (14) 
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Figure 5: Critères RECIST version 1.1 permettant de classer l’évolution tumorale en réponse 

complète (RC), réponse partielle (RP), stabilisation (SD), progression (PD). (21)
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RESUME : 
 
Introduction : Il n’existe pas de biomarqueur établi pour suivre l’évolution des mélanomes. L’analyse 

de l’ADN tumoral circulant (ADNct) détecte les mutations spécifiques des tumeurs et pourrait 

permettre d’évaluer la réponse au traitement des mélanomes mutés BRAF. L’objectif de notre étude 

était d’évaluer si les variations de taux d’ADNct étaient ou non corrélées à l’évolution de la maladie. 

Patients et méthodes : Dans cette étude rétrospective, les patients avec des mélanomes mutés BRAF 

et 2 biopsies liquides (BL) analysées par PCR digitale entre 01/2016 et 05/2019 étaient inclus. 

Résultats : Au total, 35 patients étaient inclus. La mutation détectée sur l’ADNct était identique à la 

mutation tissulaire pour tous les patients. Dix patients étaient prélevés avant l’initiation thérapeutique 

puis régulièrement. Les médianes de survie sans progression et globale étaient de 7 mois et 9 mois 

respectivement. Avant traitement, l’ADNct était détecté chez 90% de ces patients avec une médiane 

de 78,7 copies mutées BRAF/mL de plasma [écart interquartile: 15,51–504,41]. A un mois, l’ADNct était 

indétectable chez tous les patients qui répondaient au traitement. Treize patients étaient en rémission 

complète et les BL restaient négatives. Les variations de l’ADNct étaient toujours corrélées à l’évolution 

du mélanome, sauf pour 4 patients (progression cérébrale, cutanée ou pulmonaire exclusives). 

Conclusion : L’analyse de l’ADNct par PCR digitale est fiable avec une bonne concordance des mutations 

plasmatiques et tissulaires. Pour les mélanomes BRAF mutés, les BL ont un intérêt dynamique et 

pronostique permettant de prédire la réponse au traitement et d’aider aux décisions thérapeutiques. 
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