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Résumé

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) est largement utilisée dans le traitement du
syndrome de Sézary ou plus récemment du rejet aigu chez les transplantés cardiaques, mais
son efficacité est variable et aucun biomarqueur n'a fait la preuve d’une prédictivité
d’efficacité. L'apoptose étant au centre du mécanisme d'action de la PCE, nous avons cherché
a apprécier son efficacité via un biomarqueur indirecte d’apoptose, ' ADN circulant (ADNCcf).

L’extracteur semi-automatique (IDEAL, ID solution ®) utilisant le kit IDXTRACT-MAG a
¢été retenu parmi 3 autres candidats car permettant une extraction d’ADNcf quantitativement
¢levé avec I’obtention reproductible de petites tailles de fragments. Les valeurs normales
d’extraction ont ensuite été déterminées a partir de 120 sujets. Le taux moyen d’ADNcf
mesuré par digital PCR (ddPCR) est de 5,6 = 3 U.A (CV = 53%). Un analyseur innovant de
taille de fragment d’ ADNCcf, Biabooster(Picometrics®) a mis en évidence que 73 + 6 % (CV =
8%) des fragments étaient < 239 pB.

Le suivi de 12 patients dont 4 transplantés cardiaques traités par PCE a mis en évidence une
tendance statistique a I'augmentation du taux d'ADNcf a une heure apres séance de PCE avec
augmentation des fractions de moyennes et de grandes tailles. Cependant, les taux sont
variables, en fonction du patient et de son évolution clinique. Nos résultats préliminaires
suggerent que 'ADNecf n'est pas un marqueur pertinent de suivi de I’efficacité de la PCE.
Cependant, notre cohorte étant de faible taille, une étude plus large, multicentrique est en

perspective afin de finaliser la pertinence de I'analyse de I’ADNcf dans la procédure de PCE.

Mots clefs : ADN circulant, Photochimiothérapie extracorporelle, Apoptose, marqueur,

Transplantation cardiaque.



I- Introduction

1- Acides nucléiques circulants (ADNCcf)

Depuis les travaux de P. Mandel et P. Métais en 1948, il est clairement établi que le sang
véhicule une petite quantité d’ADN libre circulant provenant de la libération de matériel
génétique par les tissus. Cet ADN libre circulant sans cellule (ADNcf) est sous la forme d’ADN
double-brin d’une taille moyenne de 150-180pb correspondant a I’enroulement de ’ADN
autour du nucléosome (Figure 1). Sa durée de vie est de moins de deux heures, avant qu’il ne
soit filtré et ¢liminé de la circulation sanguine par la rate, le foie et les reins.

Son origine n’est pas encore parfaitement élucidée mais serait liés a 3 phénomenes : I’apoptose,
la nécrose et dans une moindre mesure la sécrétion active. Chez les individus sains, I’ADNcf
provient essentiellement des cellules en apoptose (1). Les longueurs des fragments d’ADN sont
dans ce cas généralement comprises entre 185-200 pb (2). En revanche, dans les tissus
cancéreux, la taille de I’ADN circulant varie beaucoup, car outre I’apoptose, la nécrose et
I’autophagie sont responsables de la mort des cellules cancéreuses, les fragments peuvent

atteindre jusqu’a des tailles telles que 450-500 pb (3, 4 et 5).

Mono-nucleosomal
<fDNA

163,3+/- 1.8 bp
44 1 A
l

. Di-nucleosomal
‘ . <fDNA
|

\. 307,4+/-3bp Tri-nucleosomal
104+ | A <fDNA

75 250 425 600 1649
cfDNA size (bp)

cfDNA concentration (pg/uL)

144 bp
nucleosome core

Figure 1. Enroulement de 'ADNcf autour du nucléosome en fonction de sa taille

Toutes les études s’accordent en une détection faible d’ADNecf chez les individus sains et en
son augmentation dans différentes situations cliniques telles que les accidents vasculaires
cérébraux et infarctus du myocarde, les exercices musculaires intensifs, 1’insuffisance rénale
aigue, la cytolyse hépatique, les traumatismes, la chirurgie et le cancer. S. Jahr et al. (6) ont

rapporté des concentrations comprises entre 10 -1 200 ng/ml pour les patients atteints de cancer,
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avec une moyenne de 219 ng/ml. En comparaison, le sang des individus sains inclus dans cette
¢tude contenait en moyenne 3,7 ng/ml d’ADNcf. On retrouve ¢galement de I’ADN circulant

feetal circulant chez les femmes enceintes.

Actuellement, la quantification de I'ADNcf est réalisée par des techniques
spectrophotométriques et/ou fluorométriques, par PCR quantitative (7), ou par des techniques
plus récentes et innovantes comme le séquencage de nouvelle génération (NGS) ou la PCR
digitale (ddPCR). Au laboratoire HLA de ’EFS PACA, la technologie de PCR digitale a été
retenue car plus sensible (sensibilité : 1 a 10% pour la NGS versus 2 % pour la ddPCR (8)) et
plus rapide (temps d'analyse : 24-36h pour la NGS versus 1h pour la ddPCR). Le principe de la
ddPCR repose sur une dilution limite de 1’échantillon d’ADN dans des millions de
microgouttelettes. L’échantillon est partitionné pour que chaque goutte contienne tout au plus
une molécule d’ADN et le mélange réactionnel nécessaire a la réaction de PCR. Chaque

microgouttelette est analysée individuellement.

L'analyse des tailles de I'ADNCcf se fait par des techniques électrophorétiques. Parmi les plus
communément répandus, I’Experion (BIORAD), le Bioanalyzer et le Tapestation (Agilent), le
QIAxcel (Qiagen), le LabChip® GX Touch™ (PerkinElmer) peuvent étre cités. Les dispositifs
les plus sensibles détectent des concentrations inférieures au ng/uL (9, 10, 11). Dans notre
laboratoire nous utilisons un systeme innovant d’électrophorese capillaire, nommeée
BIABooster. Ce systéme basé sur la technologie pLLAS, permet de réaliser simultanément des
opérations de concentration et de séparation de I’ADN. Avec ce systéme, la limite de détection

est de 10 fg/uL (12).

2- Photochimiothérapie extracorporelle

La PCE s’est développée au début des années 1980 suite aux travaux de recherche d’Edelson,
un dermatologue américain, sur le traitement du lymphome cutané a cellules T (LCTC) (13). 1l
s’agit de la premiére immunothérapie ciblée contre un cancer autorisée par la Food and Drug
Administration (FDA). La premicre indication était donc le LCTC érythrodermique a un stade
avancé présentant des cellules malignes circulantes (14). Depuis, il y a eu extensions a plusieurs
autres pathologies (maladies auto-immune (MAI), maladie du greffon contre 1’hote (GvH), rejet

de greffe d’organe solide etc. (15).

La photophoréese se déroule en plusieurs étapes successives (Figure 2). Apres le prélévement
par aphérése des cellules mononucléées, ces dernieres sont mises en présence d’un agent
photosensibilisant, le 8-Methoxypsoraléne (8-MOP), et irradiées ex vivo par rayonnement UV-
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A (320-400nm) (2J/cm?2) avant leur réinjection par voie intraveineuse au patient (14). Le tout
peut étre réalisé en systéme fermé ou en systéeme ouvert. Dans un systéme fermé, toutes les
¢tapes sont réalisées en ligne, en une seule opération et au sein d’un méme dispositif. Dans un

systeme ouvert, I’aphérese cellulaire et I’irradiation sont réalisées par deux appareils distincts.

Irradiation
Aphérése
T Poche de Poche aprés
leukophérése l Photoactivation
/ ] Injection
» de 8-MOP

-

l

Réinjection
au patient

ad

Figure 2. Schéma représentant le déroulement d'une séance de PCE.

Le prélevement des cellules mononucléées se fait par aphérese. Elles sont ensuite mises en présence d’'un agent
photosensibilisant (8-MOP), et irradiées ex vivo par rayonnement UV-A (320-400nm) (2J/cm2) pour étre

réinjecter au patient par voie intraveineuse.

Encore a ce jour, les mécanismes d’action de la PCE ne sont pas complétement €lucidés. I1
semblerait, que la PCE induit un effet anti-mitotique et pro-apoptotique sur les lymphocytes
traités. Apres ré-infusion, les lymphocytes traités subissent une apoptose dans les 48 a 72h (16,
17, 18 et 19). Les lymphocytes T apoptotiques, seraient pris en charge par les cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) non traitées du patient. Ceci serait 1’¢lément initial, car

induisant une immunomodulation spécifique (20, 21 et 22).

3- Contexte

Aujourd’hui, il n’existe pas d’étude clinique prospective, contre placébo et randomisée
permettant d’évaluer I’impact de la PCE dans le traitement du LCTC (23). Etant une maladie
orpheline, la mise en place d’études cliniques de haut niveau de preuve est difficile. Les études
menées suggerent cependant que la PCE, seule ou en combinaison avec d’autres
immunomodulateurs, est le traitement le plus efficace contre le LCTC et les formes
érythrodermique du mycosis fongoide avec 25 a 88 % de réponse globale dont 10 a 20% sont

des réponses completes (24). Le rapport de la HAS en 2010 a conclu que la PCE améliore la



rémission clinique et hématologique ainsi que la qualité de vie des patients. Le choix du nombre
et de la fréquence des séances dépend de 1’¢évolutivité, de la masse tumorale et de la réponse du
patient au traitement. Actuellement, selon les centres, le nombre de séances varie de 2 a 10
séances par mois (HAS, 2010).

Les critéres d’évaluation de la réponse a la PCE dans le LCTC sont cliniques (régression des
atteintes cutanées et ganglionnaire) et biologique (diminution du clone T) (25, 26). La réponse
a la PCE doit étre évaluée tous les trois mois en vue du maintien ou de la modification du
traitement (15, 23). Un délai de six mois est nécessaire avant que 1’on puisse se prononcer sur
I’absence d’efficacité de la PCE (23). En effet le délai moyen de réponse observé est de 5 a 6
mois et certains patients ne montrent une réponse clinique qu’aprés 10 mois de traitement (24,

INESS 2016).

L’efficacité de la PCE lors de la GVH aigu varie selon le type d’organe atteint. Dans leur revue
systématique, Abu-Dalle et coll. [2014] (portant sur 9 études prospectives regroupant 323
patients ) et Zhang et coll. [2015] (portant sur 7 études prospectives regroupant 121 patients)
rapportent un taux de réponse globale de 69% (IC 95 % 34-95) et 71% [IC a 95 % : 54-89] et
un taux de réponse compléte de 53 % [IC a 95 % : 31-74] et 71 % (IC 95 % 58-84),
respectivement (27, 28).

Lors d’une GVH chronique, le taux de réponse a la PCE varie également selon le type d’atteinte.
En effet, le taux de réponse est d’environ 70 % concernant la peau et les muqueuses et d’environ
50 % concernant les autres types d’atteinte, excepté le poumon (15 a 48%).

Les critéres d’évaluation de la réponse thérapeutique de la GvH a la PCE sont appréciés en
termes de diminution du traitement immunosuppresseur et de la régression des atteintes
organiques (25).

En ce qui concerne les transplantations d’organe, la PCE est indiquée pour le traitement et la
prévention du rejet aigu récidivant et réfractaire, I’épargne des immunosuppresseurs chez les
patients infectés et chez les patients présentant une lymphoprolifération post transplantation
comme traitement complémentaire de I’immunosuppression standard [HAS, 2010]. L’efficacité
de la PCE est évaluée en termes de diminution des immunosuppresseurs, de I’amélioration ou
de la régression du stade de rejet (29, HAS 2010, INESS 2016).

Ainsi, I’efficacité de la PCE est trés variable ; elle est en fonction de la pathologie, du type
d’atteinte, des patients...

Les critéres d'évaluation sont archaiques et relévent essentiellement de l'appréciation de
I'évolution clinique du patient. De plus, plusieurs semaines, voire plusieurs mois, sont
nécessaire afin d’en évaluer I’efficacité, or il s’agit d une thérapeutique cotiteuse (environ 1200

Euros/séance (coit AP-HM)) et lourde nécessitant un milieu hospitalier.



Lorsque la PCE est réalisée en systeme ouvert, des contrdles qualité biologiques sont en sus
menés sur la poche d’aphérese cellulaire. De nombreuses études ont donc tentées d'identifier
des facteurs prédictifs de la réponse a la PCE. Dans le LCTC, le taux de cellules de Sézary
circulantes des patients constitue un critére important avant traitement par PCE, car leur taux
est corrélé a la réponse thérapeutique (30). Des auteurs rapportent que le meilleur indice
prédictif de la réponse a la PCE est le stade de GvH aigué (31, 32). Il est considéré que les
patients souffrant d’une réaction de GvH aigué a un stade III ou IV, ou ayant un plus grand
nombre d’organes atteints, ou des doses plus élevées de corticostéroides administrées en
premicre intention ou n’étant pas en rémission compléte apres 3 mois de PCE sont généralement
non répondeurs a la PCE (33). Dans le traitement de la réaction GVH chronique, une atteinte
généralisée, une atteinte pulmonaire et des antécédents de réaction GvH aigu€ ou de
thrombopénie sont des facteurs prédictifs d’une moins bonne réponse a la PCE (31, 33). Dans
le traitement du rejet chronique de transplantation pulmonaire, les patients atteints d’une
Bronchiolite oblitérante de moins de 3 ans apres la transplantation semblent mieux répondre a

la PCE (29).

Ces facteurs prédictifs clinico-biologiques sont approximatifs et tardifs. D'autres auteurs ont
tenté d'identifier un marqueur biologique pertinent de suivi et/ou d'évaluation de 1’efficacité de
la PCE. Rao et al [2006], avaient cherché a déterminer si des marqueurs, tels que la lactate
déshydrogenase (LDH), le récepteur a l'interleukine 2, la néoptérine, la B2-microglobuline et le
granzyme B pourraient étre prédictifs de la réponse a la PCE. Mais aucune corrélation positive
ou négative n’a pu étre établie (34). Suite a son étude publi¢e en 2013, M.-T. Dieterlen et al
recommande un monitoring immunologique incluant la quantification et 1’analyse des
lymphocytes T régulateurs (Treg), des cellules dendritiques plasmocytoides et d’établir un
profil d’expression cytokinique (IL-2, INF vy, IL-4, IL-10 et IL-17) avant et jusqu'a 12 mois
apres le début de la PCE. Cette étude menée sur 25 patients suggere que le monitoring
cytokinique pourrait fournir des informations sur 1’efficacité de la PCE et permettre d’adapté la
thérapie a chaque patient (délai de début de la PCE par rapport a la transplantation,
détermination de la fréquence et du nombre de séance nécessaire etc.) (35). Mais cette étude
nécessite d’étre complétée et approfondi par un essai clinique plus large afin d’identifier les
éventuels marqueurs prédictifs de 1'efficacité de la PCE. De plus, I’augmentation des Tregs

circulant n’a pas été retrouvée corrélée a la réponse clinique a la PCE (36).

Ainsi, a ce jour, il n’a pas été identifié de marqueur biologique permettant d’évaluer I’efficacité
de la PCE. Notre postulat est que I’apoptose est au centre du mécanisme d’action de la PCE et
que cette dernicre signe ’efficacité de la PCE. Notre stratégie est donc d’apprécier 1’efficacité
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de la PCE par la quantification et la qualification de I’ADNCcf, marqueur indirect de I’induction
de I’apoptose cellulaire. De plus, I’ADNcf pourrait au cours des séances de photophorése
identifier les patients répondeurs des non répondeurs. Il pourrait tre ainsi un marqueur

biologique unique, peu colteux et facilement réalisable dans tous les laboratoires.
4- Objectifs

L'objectif principal de cette étude est de déterminer si la quantification et/ou la qualification de
I’ADNcf, mesurée par des techniques innovantes telles que la ddPCR et le Biabooster, est un

marqueur pertinent de 1’efficacité thérapeutique de la PCE.

Les objectifs secondaires sont de déterminer
- des valeurs normales des taux d'ADNcf mesurés par ddPCR et par BiaBooster,
- d’identifier les variations quantitatives et qualitatives d’ADNcf des pathologies traitées
- d’identifier les variations quantitatives et qualitatives d’ADNcf associées a I’efficacité
de la PCE
- d’identifier les variations quantitatives et qualitatives d’ADNcf associées a

I’identification des patients répondeurs ou non a la PCE

Pour cela, nous avons tout d’abord sélectionné une méthode d’extraction semi-automatique
d’ADNcf, a partir d’'une étude comparant 4 extracteurs d’ADNcf. Puis, nous avons déterminé
les valeurs normales quantitatives et qualitatives d’ADNecf extraits par cette méthode, & partir
de mesures issues de différentes techniques (ddPCR et Qubit). Enfin, nous avons

étudi¢ les variations quantitatives et qualitatives de I’ ADNCcf chez les patients traités par PCE.


http://www.rapport-gratuit.com/

II- Matériels et Méthodes

1- Sujets

Le protocole expérimental est mis en place le 15 mai 2018 en collaboration avec le service de
plasmaphérese et photochimiothérapie extracorporelle de 1'hdpital de la conception, le service
de culture et thérapie cellulaire de 1'hopital de la conception, le service de médecine interne et
le service de transplantation cardiaque de 1'hdpital de la Timone (Assistance publique des
hopitaux de Marseille, Marseille).

Les patients sont recrutés par les services de plasmaphérese et de transplantation cardiaque
apres information et consentement des patients.

Une base de données est constituée par les cliniciens du service de transplantation cardiaque et
de prélévement cellulaire afin de recueillir les données relatives aux patients recrutés. Cette
base de données comprend 1’ensemble des informations relatives a la pathologie initiale de
chaque patient (date de diagnostic, stade clinique, marqueurs biologiques de suivi et
d'évaluation, traitements), la date de début de la thérapie par PCE, date d'inclusion dans le
protocole, phénomenes interférents durant 1'étude (infection, prise médicamenteuse, €pisodes
de rejets...) et 1'évolution des patients durant le protocole a partir des comptes rendus

standardisés du Service (table 12, 13 et 14)

Afin de comparer les extracteurs d’ADNcf, deux échantillons issus de deux sujets sains, un
échantillon issu d’un sujet en rejet de transplant cardiaque traité par PCE et deux mélanges de

sang de deux sujets sains (chimérisme) ont été testés sur cinq extracteurs différents.

Afin de déterminer les valeurs normales d'ADNCcf, 120 volontaires sains ont été préleveés apres
information et consentement au sein de la maison du don de Marseille (Marseille, France). La
cohorte est composée de 53 hommes et 67 femmes, dont la moyenne d’age est de 41 + 15 ans

(CV =37%) et la médiane 41 ans (Table 6).

2- Réalisation des préléevements

Les patients sont prélevés par ponctions veineuses au pli du coude par les infirmiéres du service
de photochimiothérapie extracorporelle et d'aphérese avant et aprés chaque séance de PCE. Les
volontaires sains, sont ¢galement prélevés par ponctions veineuses au pli du coude, par les
infirmieres de la maison du don. Les prélévements sont réalisés sur un tube spécifique (Tube
Streck®, Roche). L’utilisation de ces tubes simplifie les étapes pré analytiques avec un délai

moyen de conservation de 7 jours a température ambiante, avant la premicre centrifugation.



3- Extraction de ’ADNCcf a partir du plasma
Quatre méthodes d’extraction ont été testés : (A) MagNA Pure 24 (Roche®), (B) IDEAL
(IDSolution®), (C) LabTurbo 24 (Taigen®) et (D) Chemagic 360 (Perkin Elmer®).

Les kits d’extractions utilisés sont MagNA Pure 24 Total NA Isolation, NextPrep-Mag cfDNA
(Perkin Elmer®), IDXTRACT-MAG (IDSolution®) et combo Virus 24C-LVX480-1000
(Taigen®) pour les automates MagNA Pure 24 (Roche®), Chemagic 360, IDEAL et LABTurbo

respectivement.

Les caractéristiques de chaque méthode d’extraction sont décrites dans le tableau 1. Les

¢échantillons ont été traités selon les protocoles fournis par les fournisseurs.

MagNA Pure 24, Chemagic 360 et IDEAL sont des automates d’extraction sur billes

magnétiques alors que LABTurbo est un automate d’extraction sur colonnes.

Dans tous les cas, I’ADNcf a été isolé a partir de 2 ml de plasma obtenu aprés double
centrifugation du prélévement sanguin initial (1600g, 10 min a température ambiante puis
4500g, 10 min a température ambiante) et ont ensuite été élués avec 100 uL, 100uL, 120 uL et
50 uL de tampon pour les kits MagNA Pure 24 Total NA Isolation, NextPrep-Mag cfDNA
isolation, IDXTRACT-MAG et le kit 24C-LVX480-1000 respectivement selon les
recommandations du fournisseur.

Les ¢luat ont été conservés a -20°C jusqu’a utilisation. Tous les échantillons de plasma congelés

ont été utilisés dans un délai d’un mois suivant le recueil.



FABRICANT ROCHE ID-SOLUTION TAIGEN PERKIN ELMER
AUTOMATE MagNA Pure 24 IDEAL LabTurbo 24 AB Chemagic 360D
KIT D’EXTRACTION MagNA Pure 24 IDXTRACT-MAG combo virus NextPrep-Mag cf DNA

Total NA 24C-LVX480-
Isolation 1000
TECHNIQUE Billes Billes magnétiques Colonne Billes magnétiques
D’EXTRACTION magnétiques
VOLUMES 2-4 0.5-5 03-3 0.5-10
ECHANTILLON (mL)
VOLUME ELUTION 30-200 30-120 30-200 30-100
(nL) (adaptable)
TECHNIQUE Complétement semi Complétement semi
AUTOMATIQUE
PRE-TRAITEMENT Reconstitution de la PK et Ajout des billes magnétiques,
MANUEL incubation (15 minutes a du réactif d’élution.

température ambiante),
ajout des billes magnétiques
et du tampon (incubation
sous agitation 30 minutes a
56°C). Ajout du tampon et
du réactif d’élution.

Reconstitution de la PK.

DUREE DU PRE- 0 45 0 20
TRAITEMENT MANUEL
(minutes)
DUREE DE LA PARTIE 90 45 70 70
AUTOMATISE
(minutes)
DUREE TOTALE DE 90 90 70 90
L’EXTRACTION
(minutes)
ECHANTILLONS 24 24 24 12
UNITAIRE Oui Oui Oui Oui

4- Evaluation de la quantité d’ADNcf extrait
4.1- Quantification de ’ADNcf par ddPCR
Nous avons utilisé le kit ddPCR IDQUANT (ID-Solutions®, Grabels France) permettant la co

Tableau 1. Caractéristiques des différents Kit d’extraction utilisés.

amplification de la séquence « Alien » (ICE) ainsi que d’un géne humain (ADNh). Les résultats

sont exprimés par le ratio ADNh/ICE exprimé par ml de plasma. La préparation des mix

réactionnels est la suivante : 13 ul d’ARM-IDQUANT + 8uL d’ADNcf (dont un contrdle positif

et négatif d’extraction (ICE et NEC) et un controle positif et négatif de quantification (TPC-
IDQUANT et NAC)).

Parallelement, nous avons amplifi¢ le gene RPP30. Ce géne est non polymorphique, ne possede

pas de pseudogene, code pour la Ribonuclease P protein subunit p30 et se localise sur le

chromosome 10q. Il s’agit d’une amplification de 123 pb (position sur le génome
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hg38:chr10:90,900,616-90,900,739). Le volume réactionnel est de 21uL. composé de 11 uL de
SuperMix (ddPCR ™ Supermix for Probes (No dUTP)), 1 uL. de mélange RPP30, 3 pL d'eau
additionné de 6 pL d'ADNCc (ou 6 pL d'eau pour le controle négatif (NTC)).

Aprées la préparation des mix (figure 3) :
— Création des émulsions eau/huile pour chaque point (70uL d’huile + 20uL de mix/ADN)
grace au générateur de gouttelettes Biorad®.
— Amplification génique (10min a 95°C x 1 cycle, 10 secondes 94°C + 60 secondes 60°C
x 40 cycles, 10 min 98°C x 1 cycle, refroidissement a 12°C).

— Lecture des gouttelettes avec QX200 (Biorad®) en sélectionnant les canaux de lecture

(FAM/HEX)
° PARTITIONNER Q AMPLIFIER e DETECTER
Chaque mélange de réactifs |, (ple nucléique est La fluorescence franchissant un seuil sera
PCR et de cibles est spécifiquement  amplifie associée a un résultat de PCR positif. La
aléatoirement distribué dans e dans une PCR fraction de réactions positives permettra
plusieurs dizaines de milliers de .1\ 4ard d'estimer finement la quantité de cibles
microréacteursdistincts introduitesinitialement

|

T
o “ S
o 3 | (Coo— — " Analyze Results —
S \\-!- s P

Figure 3. Schéma représentant le déroulement de la ddPCR

Le test est validé selon les critéres suivants (si I’un des critéres n’est pas accepté, 1’analyse ne
peut pas étre interprétée de manicére fiable) :

- Controle positif d’extraction (ICE) : détecté¢ dans chaque échantillon en HEX a une
valeur attendue de nombre de gouttelettes positives

— Controle positif de quantification (TPC-IDQUANT) : signal présent en FAM et HEX a
une valeur attendue de nombre de gouttelettes positives

— Controle négatif d’extraction (NEC) : signal ICE détecté¢ en HEX mais aucun signal en
FAM

— Controle négatif de quantification (NAC) : absence totale de gouttelettes positives

— Nombre total d’événements > 8 000

Le taux d'ADNCcf est exprimé en U.A.
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Afin d'évaluer l'efficacité de la procédure de PCE, les taux d'ADNcf avant et apres séance de
PCE sont observés. Un ratio est effectué entre le taux d'ADNcf avant la séance et le taux

d'ADNCcf apres la séance de PCE.

Le suivi au long court de la thérapie par PCE est évalué par les mesures effectuées avant chaque
séance de PCE.

Les patients inclus dans le cadre de rejet du transplant cardiaque ainsi que les patients 11 et 12,
ont débuté les séances de PCE simultanément a l'inclusion dans I'étude. Le taux de base
d'ADNCcf de ces patients, correspond donc au taux mesuré lors du premier prélévement. Pour
ces patients, le ratio du taux d'ADNcf a la séance de PCE numéro x rapporté au taux d'ADNcf
initial du patient est calculé. Ce ratio permet de voir I'effet de la PCE sur le taux initial ' ADNcf

du patient tout au long des séances.

4.2 Quantification de I’ADNcf par Qubit
L’ADNcf est quantifié a ’aide du kit QUBIT dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific,
Aalst, Belgium), selon les recommandations du fournisseur. Les résultats sont exprimés en

ng/mL.

5- Quantification et Evaluation du profil de taille des ADNcf

Le profil de taille des fragments d’ADNcf sera évalué en utilisant 1’analyseur BIABooster
(Picometrics Technologies), systéme capillaire d’exploitation exclusive de la technologie
nLAS. Il s’agit d’une technique sans amplification ou hybridation qui permet 1’enrichissement,
la séparation et la détection spécifique en séquence d’acides nucléiques par voie optique. Le
mode mis en ceuvre actuel se fait sur ADN extrait. Cet instrument utilise un champ électrique
et un écoulement hydrodynamique de contrecourant pour des liquides viscoélastiques, dans
lequel on montre 1’occurrence de forces transversales orientées vers les parois. Ces forces
augmentent avec le poids moléculaire de I’ADN et induisent ainsi une réduction progressive de
la vitesse de migration de ’ADN qui déclenche la séparation en taille de fragments d’ADN
(Figure 4.). Cette innovation est décrite dans 1’article Ranchon et al. (37). Une premicre étape
de concentration de 'ADN par application d'un flux électrohydrodynamique est menée (Figure
4.). L'ADN est dirigé vers une constriction grace a un flux hydrodynamique a la pression de 5
bars durant 80 secondes (fleches bleu), un champ ¢électrophorétique de 25 kV et a la pression
de 10 bars est ensuite appliqué durant 6,5 minutes (fleches rouges). Ainsi I'ADN se concentre

au niveau de la constriction. La séparation de I'ADN se fait par la diminution progressive du
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voltage de 25 a 0,1 kV durant 15 minutes. L’analyse BIAbooster est réalisée a partir de 10uL
de I’¢luat.

Ainsi, cette technologie nous permet de distinguer 'ADNcf de petite taille (75 a 239 pb), de
taille moyenne (240 a 369 pb et 370 a 579 pb) et de grande taille (580 a 1649 pb). Les différentes
tranches de taille d'ADNcf sont exprimés en proportion (%). La concentration totale d’ADNcf
ainsi que de chaque portion des fragments est mesurée. Le taux de 'ADNcf est exprimé en

ng/mL.

Counter-electrophoresis
OpNC

t444

1‘TT
hr '

Pressure driyen flow ‘ Flucrescence
DMA, Detector
Concentration

Cassette of CE

Ot Ine' ‘ . | _I"‘__

Ravey prafile with Gase line Concarbration werius size profile

Figure 4. Schéma représentant le principe de la technologie BiABooster
Premiere étape : I'ADNCcf est dirigé vers une constriction grdce a un flux hydrodynamique a la
pression de 5 bars durant 80 secondes (fleches bleu), un champ électrophorétique de 25 kV et
a la pression de 10 bars est ensuite appliqué durant 6,5 minutes (fleches rouges). Ainsi l'ADN
se concentre au niveau de la constriction.
Deuxieme étape : Séparation de I'ADNcf par diminution progressive du voltage de 25 a 0,1 kV

durant 15 minutes.

6- Analyses statistiques

Afin d’étudier I’influence de I’extracteur sur la quantification et la qualification de I’ADNcf
nous avons eu recours au test ANOVA.

Afin d'évaluer les valeurs normales des taux d'ADNcf, la moyenne globale ainsi que le
coefficient de variation (CV) sont déterminées. Le CV étant I'écart type rapporté a la moyenne.
La concordance de résultats entre les méthodes d’extraction et entre les méthodes de mesures a
¢été évaluée par un test de corrélation. Les différences de concentrations d'ADNcf en fonction
du sexe et de 1'age des volontaires sains mesurées par les différentes méthodes de I’étude ont

été comparées en utilisant le test de Student.
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Pour les patients traités par PCE dont nous disposons du taux initial d'ADNcf, le ratio de la
concentration d'ADNcf par rapport a la concentration initiale du patient a été calculé. Les
variations des moyennes de la quantité totale d'ADNcf et de la quantité des différentes portions
de fragments de tailles aprés PCE ont été comparées aux moyennes de quantités avant PCE et

ont été analysées par un test de Student.

11I- Résultats

1- Sujets

1.1- Evaluation de ’impact de ’extracteur utilisé

1.1.1- Impact de I’extracteur sur la quantification de ’ADNcf

Tous les extracteurs donnent des résultats d’extraction comparables en termes de concentration
d’ ADNCcf (p-value = 0.827, 0.907, 0.438 et 0.0706 mesurées par ddPCR, RPP30, Biabooster et
Qubit respectivement) Table 1. Le taux d'ADNcf obtenu par les différentes techniques
d'extraction variait entre des taux moyens allant de 82.6 a 122.2 ng / ml mesuré par ddPCR,
7.22 212.93 ng / ml mesuré par RPP30, 66.8 & 304.2 ng / ml mesuré QUBIT et 34.46 & 136.88
ng / ml mesuré par BIABooster. Table 1

Les concentrations d'ADNcf mesurées par QUBIT HS étaient statistiquement différentes de
celles mesurées par ddPCR et BiaBooster (QUBIT HS vs ddPCR, p = 0,009; QUBIT HS vs
BIABooster, p = 0,012; ddPCR vs BIABooster, p = 0,787). Table 2

Mesuré par Qubit, le taux d’ADNcf est plus faible lorsque 1’extraction a été réalisée par

I’extracteur A que par les extracteurs B, C et D (p-value = 0.032) Table 1.

ddPCR (pg/uL) RPP30 (pg/uL) BiaBooster (pg/ulL QUBIT (pg/uL)
Extracteur A B C D A B C D A B C D A B C D
Moyenne 82,6 68,6 122,2 | 81,6 9,58 | 7,22 [12,93(10,80| 34,46 | 122,92 | 21,28 | 136,88 | 66,8 | 302,2 | 304,2 | 164,2
EC 86,12 94,86 | 84,65 | 112,62 |12,21| 9,60 (10,79 (16,49] 38,99 | 165,51 | 13,67 | 211,96 | 43,75| 170,12 | 100,32 | 236,23
Ccv 104% 138% 69% 138% |127% |133% | 83% [153%| 113% 135% 64% 155% | 65% | 56% 33% 144%
concentration Min 35,0 13,0 60,0 20,0 2,57 (1,03 | 445 | 1,08 1,80 24,40 9,20 22,40 24 147 208 25
(pg/uL) Max 235,0 236,0 | 266,0 | 281,0 |31,17|23,95(31,37(40,09] 100,00 | 412,00 | 43,60 | 515,20 | 128 575 472 581
0,827 0,438 0,076
pvalue | wseto) 0,349 0907 ety 0,024 T{?ﬁ 0,032

Table 1. Taux d’ADNcf en fonction de la méthode d’extraction

(4) MagNA Pure 24 (Roche®), (B) IDEAL (IDSolution®), (C) LabTurbo 24 (Taigen®) et (D) Chemagic 360 (Perkin Elmer®).

13



_ ddPCR (pg/ul) | BiaBooster (pg/ul) [Qubit (pg/ul)
Moyenne 89 79 209
EC 89,78 135,55 175,74

cVv 101% 172% 84%

Min 13 2 24

Max 281 515 581
p-value 0,006
p-value ddPCR vs BiaBooster 0,787
p-value ddPCR vs Qubit 0,009
p-value BiaBooster vs Qubit 0,012

Table 2. Taux d’ADNcf en fonction de méthode d’analyse

1.1.2- Impact de ’extracteur sur la qualification de I’ ADNcf

La taille du pic 1 est différente en fonction de I’extracteur utilisé (p-value < 0.005, table 3).

Extracteur A B C D

Moyenne 119,75 164,40 165,20 166,00

EC 17,84 1,14 1,10 1,00

Pic1 cv 0,15 0,01 0,01 0,01
Min 93,00 163,00 164,00 165,00
Max 129,00 166,00 167,00 167,00

p-value <0,005
pvalue 8-c-0 |Gz 0,104

Table 3. Taille du Pic 1 en fonction de la méthode d’extraction

(4) MagNA Pure 24 (Roche®), (B) IDEAL (IDSolution®), (C) LabTurbo 24 (Taigen®) et (D) Chemagic 360 (Perkin Elmer®).

L’extracteur A, donne un pic 1 sensiblement différent des autres extracteurs (119.75+17.9 (CV

=15%) vs 165.2+1.21 (CV = 1%), p-value = 0.014) Table 3 et 4.

Extracteur A B-C-D
Moyenne 119,75 165,20
EC 17,84 1,21
Ccv 0,15 0,01
Min 93,00 163,00
Max 129,00 167,00
p-value 0,014

Table 4. Taille du Pic 1 en fonction de I’extracteur utilisé

La taille du pic 2 est également différente en fonction de 1’extracteur utilisé (p-value < 0.005,

table 5).
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Extracteur B C D
Moyenne 306,80 310,00 315,40
EC 4,15 1,58 2,19
Pic2 CcVv 0,01 0,01 0,01
Min 301,00 308,00 314,00
Max 312,00 312,00 319,00
p-value B-C-D 0,00158

Table 5. Taille du Pic 2 en fonction de la méthode d’extraction

(4) MagNA Pure 24 (Roche®), (B) IDEAL (IDSolution®), (C) LabTurbo 24 (Taigen®) et (D) Chemagic 360 (Perkin Elmer®).

L’analyse des profils de tailles montre que 1’extracteur A fourni un profil de tailles sensiblement
différent des autres extracteurs (p-value = 0.008, Table 6). En effet, son profil de taille a une

forte proportion de petits ADNcf (75-239 pb) (90% £ 9 % (CV = 10%)).

Extracteur A B-C-D
Moyenne 90% 74%
EC 9% 8%
75-239bp C_V 10% 11%
Min 79% 61%
Max 100% 85%
p-value 0,008

Table 6. Proportion d’ ADNCcf de petites tailles en fonction de la méthode d’extraction

(4) MagNA Pure 24 (Roche®), (B) IDEAL (IDSolution®), (C) LabTurbo 24 (Taigen®) et (D) Chemagic 360 (Perkin Elmer®).

Pour les extracteurs B, C et D, des profils typiques d’ADNcf sont obtenus (Table 7) et ne sont
pas statistiquement différents. En effet, I’extracteur B extrait 79+7 % (CV=9%) d’ADNcf de
tailles comprises entre 75 et 235 pb, 1543 % (CV = 18%) d’ADNcf de tailles comprises entre
240 et 369 pb, 3+3 % (CV = 114%) d’ ADNCcf de tailles comprises entre 370 et 579 pb et 4+2 %
(CV =54%). L’extracteur C extrait 73+9 % (CV=13%) d’ ADNCcf de tailles comprises entre 75
et 235 pb, 15£3 % (CV = 19%) d’ADNcf de tailles comprises entre 240 et 369 pb, 6+£2 % (CV
=40%) d’ADNcf de tailles comprises entre 370 et 579 pb et 64 % (CV = 68%). L’extracteur
D extrait 71+8 % (CV=12%) d’ADNCcf de tailles comprises entre 75 et 235 pb, 15+£3 % (CV =
18%) d’ ADNCcf de tailles comprises entre 240 et 369 pb, 7+3 % (CV =47%) d’ADNcf de tailles
comprises entre 370 et 579 pb et 7+3 % (CV =41%). Table 7
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Extracteur A B C D
Moyenne 90% 79% 73% 71%
EC 9% 7% 9% 8%
75-239bp CcV 10% 9% 13% 12%
Min 79% 68% 61% 62%
Max 100% 85% 84% 84%
p-value 0,97
p-value B-C-D - 0,995
Extracteur A B C D
Moyenne 5% 15% 15% 15%
EC 5% 3% 3% 3%
CcV 99% 18% 19% 18%
240-365bp Min 0% 11% 10% 11%
Max 10% 17% 17% 18%
p-value 0,81
p-value B-C-D - 0,998
Extracteur A B C D
Moyenne 1% 3% 6% 7%
EC 2% 3% 2% 3%
CcV 148% 114% 40% 47%
370-579bp Min 0% 1% 3% 2%
Max 5% 8% 9% 10%
p-value 0,869
p-value B-C-D 0,762
Extracteur A B C D
Moyenne 3% 4% 6% 7%
EC 3% 2% 4% 3%
580-1649bp cv 83% 54% 68% 41%
Min 0% 2% 2% 4%
Max 7% 7% 13% 10%
p-value 0,203

p-value 8-C-0__ | EGN 0,915
Table 7. Profils de tailles de I’ADNCcf en fonction de la méthode d’extraction

(4) MagNA Pure 24 (Roche®), (B) IDEAL (IDSolution®), (C) LabTurbo 24 (Taigen®) et (D) Chemagic 360 (Perkin Elmer®).

1.1.3- Corrélation des taux d’ADNcf mesuré par les différentes méthodes de
quantification

1.1.3.1- Corrélation entre le taux d’ ADNcf mesuré par Qubit et par ddPCR

Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et celui mesuré par ddPCR

est de 0.63, 0.72, 0.81 et 0.99 pour les extracteurs A, B, C et D respectivement. (Figure 5)
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Figure 5. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par Qubit et par ddPCR

1.1.3.2- Corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et par le BiaBooster
1.1.3.2.1- Corrélation technique entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et par le
BiaBooster

Le facteur de corrélation entre la concentration totale d’ADNcf mesuré par ddPCR et celui
mesuré par BiaBooster est de 0.91, 0.99, 0.94 et 0.96 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. (Figure 6)
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Figure 6. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par BiaBooster et par ddPCR
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1.1.3.2.2- Corrélation technique entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et les

différentes fractions de tailles d’ADNcf mesurés par BiaBooster

Le facteur de corrélation entre le taux d’ ADNcf mesuré par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 75 a 239 pb est de 0.92, 0.98, 0.89 et 0.96 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. Figure 7
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Figure 7. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 75 4 239 pb

Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 240 a 369 pb est de 0.91, 0.99, 0.90 et 0.95 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. Figure 8
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Figure 8. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 240 a 369 pb

Le facteur de corrélation entre le taux d’ ADNcf mesuré par ddPCR et la fraction d’ADNcf de

tailles 370 a 579 pb est de 0.59, 0.97, 0.82, 0.96 pour les extracteurs A, B, C et D respectivement.

Figure 9
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Figure 9. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 370 a 579 pb
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Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 580 a 1649 pb est de 0.33, 0.99, 0.65 et 0.96 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. Figure 10
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Figure 10. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par ddPCR et la fraction d’ADNcf de
tailles 580 a 1649 pb

1.1.3.3- Corrélation technique entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et par le

BiaBooster

1.1.3.3.1- Corrélation technique entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et par le

BiaBooster

Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et celui mesuré par
BiaBooster est de 0.88, 0.67, 0.80, 0.954 pour les extracteurs A, B, C et D respectivement.
(Figure 11)
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Figure 11. Corrélation de mesure du taux d’ ADNcf par BiaBooster et par Qubit

1.1.3.3.2- Corrélation technique entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et les différentes
fractions de tailles d’ADNcf mesurés par BiaBooster
Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et la fraction d’ADNcf de

tailles 75 a 239 pb est de 0.86, 0.61, 0.71 et 0.95 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. (Figure 12)
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Figure 12. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par Qubit et la fraction d’ADNcf de
tailles 75 a 239 pb

Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et la fraction d’ADNcf de

tailles 240 a 369 pb est de 0.86, 0.74, 0.88 et 0.95 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. (Figure 13)
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Figure 13. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par Qubit et la fraction d’ADNcf de
tailles 240 a 369 pb
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Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et la fraction d’ADNcf de
tailles 370 a 579 pb est de 0.85, 0.79, 0.81 et 0.95 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. (Figure 14)
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Figure 14. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par Qubit et la fraction d’ADNcf de
tailles 370 a 579 pb

Le facteur de corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et la fraction d’ADNcf de
tailles 580 a 1649 pb est de 0.86, 0.75, 0.69 et 0.95 pour les extracteurs A, B, C et D

respectivement. (Figure 15)
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Figure 15. Corrélation de mesure du taux d’ADNcf par Qubit et la fraction d’ADNcf de
tailles 580 a 1649 pb
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Ainsi, le taux d’ADNCcf est supérieur lorsque mesuré par Qubit mais similaire lorsque mesuré
par ddPCR ou BiaBooster. Mesuré par Qubit, le taux d’ADNcf est plus faible lorsque extrait
par MagNa Pure 24. Mesuré par ddPCR et BiaBooster, le taux d’ADNcf est similaire quel que
soit la méthode d’extraction.

Les mesures de taux d’ADNcf par ddPCR, BiaBooster et Qubit sont toutes corrélées.

Les extracteurs ont également une influence sur 1’intégrit¢ de I’ADNCcf, en effet, extrait par
MagNa Pure 24, la taille du pic 1 est nettement plus faible et présente un profil de tailles avec
une forte proportion de petits ADNcf (75-239 pb). La taille du pic 2 est variable fonction de

I’extracteur utilisé. Pour les extracteurs B, C et D des profils typiques sont obtenus.

Pour la suite de nos travaux, nous avons retenu l’extracteur semi-automatique IDEAL (ID
solution ®) utilisant le kit IDXTRACT-MAG car permettant une extraction d’ADNcf
plasmatique quantitativement élevé avec des tailles de fragments répartis comme classiquement

décrits (4, 6, 38)

1.2- Détermination des valeurs normales de quantification de I’ADNcf

1.2.1- Valeurs normales de I’ADNcf mesuré par ddPCR

Au total 120 échantillons ont été prélevés, 53 de sexe féminin et 67 de sexe masculin. Le taux
moyen d'ADNcf est de 5,6 = 3 U.A (CV = 53%), soit 23,1+ 12 pg/uL (CV = 53%) (Table 8).
Cinq volontaires sains présentent un taux d’ADNcf supérieur a un taux équivalent a la

[moyenne + deux écarts type] soit 47,36 pg/uL.

Quantificati concentration | quantificati
Age | onddPCR ADNcf onddPCR | - quantification ddPCR ler pic(bp) | 2&me pic (bp) Quantification 75-239bp pg/uL 240-369bp pg/uL 370-57%p pg/uL 580-1649bp pg/ul Qubit
(copies/ul) échantillon RPP30 RPP30 (pg/pL) BiaBooster (pg/uL) png/uL)
(pg/pt) | (copies/pL)
moyenne 41 557 23,12 526 36,23 163,26 307,40 59,92 73% 43,94 16% 9,10 6% 3,20 6% 3,40 90,10
ecart type 15 2,97 12,12 2,42 21,02 1,80 3,04 32,2 6% 24,38 2% 4,67 2% 183 3% 1,89 33,90
cv 37 53,36 52,43 45,97 57,80 1,10 0,99 53,77 8% 55,49 12,00{ 51,31 29,00{ 56,00 52,58| 5579 37,65
ini 19 0,70 3,00 0,55 5,00 160,00 301,00 8,40 46% 5,60 9% 1,40 2% 0,60 2% 0,60 17,00
70 17,74 73,00 10,88 90,00 167,00 315,00 205,00 88% 149,00 19% 26,80 10% 10,40 32% 10,20 187,00
25° percentile 26 3,63 15,00 328 17,75 162,00 305,00 36,80 0,69 26,40 0,15 5,55 0,04 1,80 0,04 2,00 65,00
75° percentile 54 6,68 28,00 6,94 50,5022 165,00 309,00 76,00 0,76 58,00 0,17 11,70 0,07 4,20 0,07 4,40 112,00
mediane 4

Table 8. Taux d’ ADNcf mesuré au sein de la cohorte de volontaires sains par différentes

techniques (ddPCR, RPP30, Biabooster, Qubit).

De maniére globale, les femmes présentent un taux d’ ADNcf similaire aux hommes (5,5 + 3,3

UA (CV = 60%) versus 5,65 + 2,13 UA (CV =47%), p-value = 0.67). Mais le taux d’ADNcf
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est plus ¢élevé dans les échantillons issus de volontaires sains d'age supérieur a 41 ans (6,3+3,2

(51%) versus 4,9+2.7 (55%). p-value = 0,007). (Table 9)

Les hommes et les femmes ayant un age supérieur a 41 ans présentent un taux similaire

d’ADNcf (5,843 (48%) versus 7,5+4,6 (55%). p-value = 0.34). Mais les hommes agés de moins

de 41 ans présentent un taux d’ADNcf supérieur au taux des femmes de moins de 41 ans

(5,9+2.,9 (49%) versus 4,26+2,36 (56%) (p-value = 0.04). (Table 9)

Hommes vs Femmes

hommes

age (mz ET (CV))

ADNcf (m + ET (CV))

p-value

67

41,8+15,8 (38%)

5,7+2,13 (47%)

femmes

53

39,1+14,6 (37%)

5,5+3,3 (60%)

0,67

>41 ans vs <41 ans

>41 ans

59

54+8,4 (15%)

6,3+3,23 (51%)

<41ans

61

266 (23%)

4,9+2,7 (55%)

0,007

Hommes > 41 ans vs
Femmes > 41 ans

Hommes > 41 ans

34

55+8,7 (16%)

5,8+3 (48%)

Femmes > 41 ans

25

52,5¢8,2 (16%)

7,544,6 (55%)

0,34

Femmes < 41 ans vs
Hommes < 41 ans

Hommes < 41 ans

33

27,146,34 (23%)

5,9+2,9 (49%)

Femmes < 41 ans

28

24,7+5,6 (23%)

4,26+2,36 (56%)

0,036

Table 9. Taux moyen d’ ADNcf mesuré par ddPCR en fonction de I’age et du sexe

1.2.2- Valeurs normales de I’ADNcf mesuré par RPP30
Le taux moyen d’ADNcf est de 36.2+21 pg/uL (CV=58%). La variation des mesures du taux

d’ADNCcf par RPP30 est équivalente a celles obtenues par ddPCR et BiaBooster (58% versus

53.4% et 53.7% respectivement) (Table 8).

Deux volontaires sains présentent un taux d’ADNcf supérieur a un taux équivalent a la

[moyenne + deux écarts type] soit 78.13 pg/uL, tous deux communs a ceux retrouvés par

ddPCR et un commun a ceux retrouvés par BiaBooster.

Le taux d’ADNcf ne varie pas en fonction de I’age ou du sexe des individus (Table 10).

I [ cce(mifT(Cv) | DN (mifT(CV) p-value
0, 0,
Hommes vs Femmes hommes 22 41,8+15,8 (38%) 5,7+2,13 (47%) 0,44
femmes 21 39,1+14,6 (37%) 5,11+2,8 (54%)
0, 0,
>41 ans vs < 41 ans >41ans 22 54+8,4 (15%) 5,7+2,6 (46%) 0,43
<4lans 22 2616 (23%) 5,4+2,36 (44%)
Hommes > 41 ans vs femmes > | Hommes >41ans 10 55+8,7 (16%) 5,742 (34%) 0.92
41 ans !
Femmes >41ans 11 52,5+8,2 (16%) 5,8+3,4 (59%)
Femmes <41ans vs hommes< [ Hommes<41ans 12 27,1+6,34 (23%) 6,612,2 (33%) 02
41 ans !
Femmes <41lans 10 24,7+5,6 (23%) 4,44+2,11 (48%)

Table 10. Taux moyen d’ ADNcf mesuré par RPP30 en fonction de I’age et du sexe
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1.2.3- Valeurs normales de I’ADNcf mesuré par BiaBooster

Le taux moyen d’ADNcf 59.9+32.2 pg/uL (CV = 54%) dont 73+6% (CV=8%) sont de taille
comprise entre 75 et 239 pb, 16+2% (CV = 12%) est de taille comprise entre 240 et 369 pb,
6+2% (CV = 29%) sont de taille comprise entre 370 et 579 pb et 6£3% (CV = 53%) sont de
taille comprise entre 580 et 1649 pb (Table 8). Ainsi, mesuré par BiaBooster, le taux d’ADNcf
est 2.56 fois plus ¢levé en moyenne que lorsqu’il est mesuré par ddPCR. (Table 6)

La variation des mesures est meilleure pour les fractions d’ADNcf de taille 75-249 pb (CV=
8%). Plus les fragments d’ ADNcf sont grand, plus la variation est importante (CV = 12%, 29%
et 53% pour les fractions de tailles 240 4 369 pb, 370 2 579 pb et 580 a 1649 pb respectivement)
(Table 8).

Quatre volontaires sains présentent un taux d’ADNcf supérieur a un taux équivalent a la
[moyenne + deux écarts type] soit 124.36 pg/uL, dont deux sont communs a ceux retrouvé par
ddPCR.

Les hommes et les femmes présentent un taux d’ADNecf similaire (59,8428,3 (47%) versus
60+£37 (61%), p-value = 0.65), mais le taux est plus élevé chez les volontaires sains d’age
supérieur a 51 ans (71.3+£33.8 (47%) versus 54.5+£30 (55%), p-value = 0.011). Le profil de taille

ne varie pas en fonction de I’age ou du sexe des individus. Table 11

26



N age M+ ET (CV)) ADNcf (M+ET (CV) | p-value
) hommes 67 41,8+15,8 (38%) 59,8+28,3 (47%)
BiaBoostt 0,65
1aBO0OSIEr femmes 53 39,1£14,6 (37%) 60237 (61%) :
hommes 67 41,8+15,8 (38%) 726 (8%)
75-2: 0.
5-239 pb femmes 53 39,1+14.6 (37%) 735 (1%) 35
hommes 67 41,8+15,8 (38%) 15,622 (12%)
H F 240-
OMITES VS Femmmes 0-369 pb femmes 53 39,1£14,6 (37%) 1552 (13%) 06
hommes 67 41,8+15,8 (38%) 5,772 (28%)
70- 2!
$70-580pb femmes 53 39,1+14.6 (37%) 5,5+2 (30%) 029
hommes 67 41,8+15,8 (38%) 6,4+4 (61%)
-164 41
580-1649 pb femmes 53 39,1+14.6 (37%) 5,0+2 (38%) 0
) >41ans 59 54+8 4 (15%) 67,23+32 (47%)
BiaBoostt 0,3
aBooster <4lams 61 2646 (23%) 54+33 (61%) '
>4lans 59 54+8 4 (15%) 736 (8%)
75-239 pb 0,15
P <4lans 61 266 (23%) 71,846 (8%) ’
>4lans 59 54+8 4 (15%) 15,3+2 (12%)
240-369 0,11
> 41 ans vs < 41 ans 365 pb <41 ans 61 2616 (23%) 15,8+2 13%) '
>4lans 59 54184 (15%) 5,442 (29%)
370-580 pb 0,138
<41 ans 61 2616 (23%) 5,85+2 (31%)
>41ans 59 54484 (15%) 5,9+4 (68%)
580-1649 pb 0,39
<4lans 61 266 (23%) 6,492 (36%)
9 9
BiaBooster >51 ans 38 59,5%5,06 (8%) 71,3+33,8 (47%) 0,011
<51 ans 79 32,1%9,24(29%) 54,5+30 (55%)
> 51 ans 39 59,545,06 (8%) 736 (9%)
75-239 pb 0,495
<5lans 81 32,1+9,24(29%) 7245 (%)
> 51 ans vs < 51 ans 240-369 pb >51ans 39 59,5+5,06 (8%) 15+2 (11%) 0302
<51 ans 81 32,1+9,24(29%) 16:+2 (13%)
0, 0,
370-580 pb >51ans 39 59,5+5,06 (8%) 5+2 (29%) 0,484
<5Lans 81 32,1£9,24(29%) 6+2 (29%)
0,
580-1649 pb > 51 ans 39 59,5+5,06 (8%) 65 (77%) 077
<51 ans 81 32,1%9,24(29%) 612 (37%)
BiaBooster Hommes > 41 ans 34 55+8,7 (16%) 61,323 (37%) 016
Femmes > 41 ans 25 52,5+8,2 (16%) 78,645 (57%) '
75-239 pb Hommes > 41 ans 34 5548,7 (16%) 72£7(10%) 0.16
Femmes > 41 ans 25 52,5+8,2 (16%) 75+4 (5%) '
Hommes > 41 ans vs femmes > 240-369 pb Hommes > 41 ans 34 55+8,7 (16%) 152 (12%) 028
4lans Femmes > 41 ans 25 52,5+8,2 (16%) 15+2(12%) '
370-580 pb Hommes > 41 ans 34 55+8,7 (16%) 6+2 (31%) 0.09
Femmes > 41 ans 25 52,5+8,2 (16%) 5+1 (25%) '
580-1649 pb Hommes > 41 ans 34 55+8,7 (16%) 65 (81%) 037
Femmes > 41 ans 25 52,5482 (16%) 542 (34%) '
) Hommes < 41 ans 33 27,16,34 (23%) 64,8437 (57%)
BiaBoostt 0,077
1aB00SIer Fermmes < 41 ans 28 24,7556 (23%) 46+27,5(60%)
Hommes < 41 ans 33 27,1+6,34 (23%) 7345 (1%)
75-239 pb 0,96
P Femmes < 41 ans 28 24,745 6 (23%) 726 (8%) '
Femmes < 41 ans vs hommes < 240-369 pb Hommes < 41 ans 33 27,1+6,34 (23%) 1542 (13%) 0.88
41 ans P Femmes < 41 ans 28 24,7456 (23%) 16+2 (14%) '
Hommes < 41 ans 33 27,16,34 (23%) 62 (30%)
370-580 pb 0,99
P Femmes < 41 ans 28 24,7+5,6 (23%) 62 (32%) '
Hommes < 41 ans 33 27,1+6,34 (23%) 62 (32%)
580-1649 pb 0,82
P Fermmes < 41 ans 28 24,75 6 (23%) 6+3 (32%)

Table 11. Quantification et qualification de I’ADNcf de la cohorte de volontaire sain par

BiaBooster en fonction de I’age et du sexe

1.2.4- Valeurs normales de ’ADNcf mesuré par Qubit

Le taux moyen d’ADNCcf est de 90,1£33.9 pg/uL (CV 38%), soit 3.9 fois le taux mesuré par
ddPCR et 1.51 fois celui mesuré par BiaBooster. Les mesures du taux d’ADNcf par Qubit est
moins variable que celles obtenues par ddPCR et par BiaBooster (CV 38% versus 53.4% et
53.7% respectivement) Table 8.

Quatre volontaires sains présentent un taux d’ADNcf supérieur a un taux équivalent a la
[moyenne + deux écarts type] soit 157,8 pg/uL, dont un commun a ceux retrouvé par ddPCR et
un commun a ceux retrouvé par BiaBooster.

Le taux d’ADNCcf ne varie pas en fonction de I’age ou du sexe des individus (Table 12).
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 man s (] | vt et ic) | puane
h + % + o
Hommes vs Femmes ommes 67 41,8+15,8 (38%) 89,6+31,3 (35%) 0,853
femmes 53 39,1+14,6 (37%) 90,8+37 (41%)
>41 + 9 + 9
541 ans vs <41 ans ans 59 5418,4 (15%) 88+37 (41%) 0,911
<41ans 61 2616 (23%) 89,4+31 (35%)
Hommes >41ans vs Hommes >41ans 34 5518,7 (16%) 84,6132 (38%) 0.55
femmes >41ans Femmes >41ans 25 52,5+8,2 (16%) 107439 (37%) ’
Femmes <41 ans vs Hommes <41 ans 33 27,1+6,34 (23%) 91,9+29,5 (32%) 0.65
hommes <41 ans Femmes <41ans 28 24,7+5,6 (23%) 87,6133 (38%) ’

Table 12. Taux moyen d’ADNcf mesuré par Qubit en fonction de I’age et du sexe

1.3- Corrélation de la concentration d’ADNcf entre les différentes méthodes de mesures
1.3.1 — Evaluation du profil normal de taille d’ADNcf obtenu par le Biabooster

1.3.1.1 - Corrélation entre la taille des pics 1 et 2 et la concentration d’ADNcf mesurée par
BiaBooster

La taille du premier pic est de 163,26+1,8 (CV=110%) pb, la taille du deuxiéme pic est de
307,4+3,04 (CV=99%) pb (Table 8).

11 est observé une corrélation entre la taille du pic 1 et la taille du pic 2 (1> = 0.473) (Figure 16A)
mais il n’existe aucune corrélation entre la concentration totale mesurée par BiaBooster et les

tailles des pic 1 ou 2 (r? = 0.144 et 0.138 pour le pic 1 et le pic 2 respectivement). Figure 16B
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A. Corrélation de mesure entre la taille du pic 1 et la taille du pic 2 mesuré par BiaBooster
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B. Corrélation de mesure entre la taille des pics 1 et 2 et la concentration totale en ADNcf
mesuré par BiaBooster

Figure 16. Corrélation de mesure de la taille des pics obtenus par BiaBooster
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1.3.1.2- Corrélation entre la taille des pics 1 et 2 et les différentes proportions de tailles
d’ADNcf

Il n’existe aucune corrélation entre la taille du pic 1 et les proportions des différentes fractions
de tailles de I’ADNcf (1> = 0.014, 0.037, 0.026 et 0.003 pour les fractions de tailles 75-239pb,
240-369 pb, 370-579 pb et 580-1640 pb respectivement) Figure 17A.

Il n’existe aucune corrélation entre la taille du pic 2 et les proportions des différentes fractions
de tailles de I’ADNcf (r? = 0.357, 0.354, 0.446 et 0.139 pour les fractions de tailles 75-239pb,
240-369 pb, 370-579 pb et 580-1640 pb respectivement). Figure 17B
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A. Corrélation de mesure entre la taille du pic 1 et les proportions des différentes fractions de
tailles d’ADNcf
Figure 17. Corrélation de mesure entre la taille des pics et la proportion des differentes

fractions de tailles d’ADNcf obtenus par BiaBooster
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B. Corrélation de mesure entre la taille du pic 2 et les proportions des différentes fractions de
tailles d’ADNcf
Figure 17. Corrélation de mesure entre la taille des pics et la proportion des differentes

fractions de tailles d’ADNcf obtenus par BiaBooster

1.3.2- Corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et par RPP30
Le facteur de corrélation entre la mesure de la concentration totale d'ADNcf par ddPCR et celle

par RPP30 est de 0,54. (Figure 18)
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Figure 18. Corrélation de mesure de la concentration d’ADNcf par ddPCR et par RPP30
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1.3.3- Corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et par BiaBooster

Le facteur de corrélation entre la mesure de la concentration totale d'ADNcf par ddPCR et celle
par BiaBooster est de 0,75. Le meilleure corrélation observée est celle obtenue concernant les
mesures de la concentration totale en ADNcf par ddPCR et les mesures de concentration de la
fraction d’ADNcf de tailles comprises entre 75 et 239 pb (r* = 0,74, versus 1?2 = 0,68, 0,53 et
0,35 pour la concentration des fraction d’ADNcf de tailles comprise entre 240 et 369 pb, entre

370 et 569 pb et entre 570 et 1649 pb respectivement). (Figure 19)
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Figure 19. Corrélation de mesure de la concentration d’ADNcf par ddPCR et par BiaBooster

1.3.4- Corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par ddPCR et par Qubit
Les concentrations d'ADNcf obtenues par Qubit ne sont pas fortement corrélées a celles

obtenues par ddPCR (1> = 0.38).

1.3.5- Corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et par BiaBooster

Les concentrations d'ADNcf obtenues par Qubit ne sont pas fortement corrélées a celles
obtenues par BiaBooster (1> = 0.36). Les mesures de la concentration totale en ADNcf par Qubit
et les mesures de concentration des fractions de taille d’ADNcf par BiaBooster ne sont pas
fortement corrélées (> = 0.36, 0.34, 0.22 et 0.16 pour la concentration des fraction d’ADNcf de
tailles comprises entre 75 et 239 pb, 240 et 369 pb, entre 370 et 569 pb et entre 570 et 1649 pb

respectivement).

1.3.6- Corrélation entre le taux d’ADNcf mesuré par Qubit et par RPP30
Les concentrations d'ADNcf obtenues par Qubit ne sont pas fortement corrélées a celles

obtenues par RPP30 (r> = 0.25).

1.3.7- Corrélation technique entre le taux d’ADNcf mesuré par BiaBooster et par RPP30

Le facteur de corrélation entre les concentrations d'’ADNcf obtenues par RPP30 et celles
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obtenues par BiaBooster est de 0,69. La meilleure corrélation observée est celle entre les
concentrations ADNcf obtenues par RPP30 et celles de la fraction d’ADNcf de tailles comprises
entre 75 et 239 pb (> = 0,68, versus > = 0,59, 0,38 et 0,23 pour la concentration des fraction
d’ ADNCcf de tailles comprises entre 240 et 369 pb, entre 370 et 569 pb et entre 570 et 1649 pb

respectivement). (Figure 20)

concentration totale 75-239pb
2 160
180 L
o . 140 °
R? = 0,6945
1 120 R?=0,6817
g e, @ . g1 o o L
'.:i 101 [} . _._. . § 80 . ... 's. °
a ° o d% = ooy .. .
R g M | = o ® SO o’ :
1 40 e
S AT, e o v 0% o %% 0e®
20 5 )

0 2 4 6 8 10 12
RPP30

Figure 20. Corrélation de mesure de la concentration d’ADNcf par ddPCR et par BiaBooster

2- Cohorte
2.1- Inclusions et caractéristiques clinico-biologiques

Le premier patient est inclus le 10/08/2018. Au total, douze patients sont recrutés, sept hommes,
cinq femmes. La moyenne d’age est de 62 ans. Quatre patients regoivent des cures de PCE pour
rejet de greffe cardiaque, quatre pour traitement de LCTC et quatre pour traitement d'un lichen.
Les patients traités pour rejet de greffe cardiaque suivent un protocole au rythme de 2 séances
de PCE par semaines tous les 15 jours. Les patients traités pour LCTC et lichen suivent un
rythme d’une séance de PCE par semaine. Au total 296 prélevements ont été recueillis. Les
patients pour rejet de transplant cardiaque ont été inclus a la premiere cure de la PCE. Deux
patients inclus pour LCTC ont débuté la thérapie par PCE quelques mois avant le début de
I'é¢tude, un patient quatre ans avant et un patient lors du début de 1’é¢tude. Parmi les patients
inclus pour lichen, trois ont débuté la thérapie par PCE plusieurs années avant le début de

I'étude, et un patient lors du début de 1’étude. (Table 13)
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Patients Sexe DDN Pathologie Début PCE Inclusion Protocole PCE Nb de séances
1 M 18/05/69 Rejet de 10/08/18 10/08/18 2 séances / 24
2 M 29/03/90 greffe 20/08/18 20/08/18 . 22
3 M d'organe 29/08/18 20/08/18 | Somaine tous les 8 (dcd)
4 M 0L/04788 solide 12/09/18 12/09/18 15 Jours 17
5 F 3/7/45 12/02/18 13/08/18 13
6 M 4/11/35 LCTC 09/09/14 20/08/18 11
7 M 6/6/84 22/05/18 23/08/18 7
12 F 15/4/32 10/01/19 10/01/19 1 séance/ 6
8 F 23/2/40 24/02/14 13/08/18 semaine 13
9 F 26/7/56 Lichen 14/02/13 03/09/18 11
10 F 17/6/69 15/04/14 20/09/18 8
11 M 9/4/69 13/12/18 13/12/18 12

Table 13. Caractéristiques générales du protocole de PCE de la cohorte de patients.

Les patients inclus pour rejet de transplant cardiaque, présentent un grade 1A/IR selon la

classification ISLHT 4 et AMR. Trois mois apres le début des PCE, le patient 1 est resté stable

a un grade 1A/1R tandis que le patient 2 et le patient 4 se sont améliorés et présentent un grade

0. Le patient 3 s'est vu dégradé son état clinique et est décédé. Table 14

protocole

Date

Patient Date de | Date de immunosupp Date de rejet début echo avant PCE Stade ABMR avant début Coro avant Echographie |Stade ABMR
naissance | greffe greffe PCE debut PCE post PCE post PCE
resseur PCE
neorallmyforti fonction systolique normale,
1 18/05/69 | 08/01/13 | c/solupred 04/11/2013 10/08/18 FE.V(.S 80%, syndrome N 1A/IR sans necrose et sans 10/12/2018 :
10mg restrictif TRIC 108, E/Ea a composante humorale grade 1A/1R
2,9at
24/11/2009 : rejet aigu avec
. fonction systolique normale | necrose. Puis rejet faible FE\_/G 33%' 10/11/2018
prograficertica avec FEVG 80%, syndrome | 1A/1R sans necrose. Le CAVstade 3| amelioration du grade 0.
2 29/03/90 | 10/11/09 | n/solupred 24/11/2009 20/08/18 - ! : ) avec stent |syndrome restrictif .
10mg/Myfortic restrictif avec E/A 3.1, TRV 20/04/2018 rejet avec ¢D avec une E/A 1.8 | 01/04/2019::
127 necrose et rejet humorale ot TRIV & 140 1A/IR
traité par plasmapherese.
3 29/08/18
) fonction systolique normale,
prograf/myforti Plaque 30% N )
4 ovoasss | 10004114 | clsolupred |  26/06/2015 | 12/00/18 | VG 84%, syndrome AR VA (stade 1 | EVC 889%. B/A| 10/12/2018 ;
10mgfcertican restrictif avec E/A 3,6, TRIV CcAV) 1.5, TRIV 140 grade 0

120

Table 14. Caractéristiques des patients en rejet de transplant cardiaque.

Les patients inclus pour LCTC sont tous au stade IVa de leur pathologie. Depuis le début des

PCE, le patient 5 présente une amélioration symptomatique (diminution des prurits) avec une

diminution du clone de sezary de 15%. Le patient 6 est en rémission et ne présente plus de

cellules de sezary circulantes. Le patient 7 présente une amélioration des symptomes cutanés

mais le clone de sezary n'a cessé d'augmenter, passant de 4% a 80% durant I'étude. Le patient

12 est en lente amélioration clinique et a son clone de sezary diminué jusqu'a 1% durant I'étude.

Table 15
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EVOTUTIoTT NUET70

Date Evolution des - traitement . . . .
. . X Marqueurs Etat clinique Cellulede |descellules | cellulesde |, évolution évolution
. Date de . date traitement Date début | inclusion . marqueurs . intercurent | . = . .
Patient R pathologie | . . . clinique au X N avant début sezary au de sezary | sezaryavant clinique durant | biologique durant
naissance diagnostic | pharmaceutique PCE protocole diagnostic clinique aprés rotocole diagnostic 5s début début durant le e protocole e protocole
ADNcf 9 début PCE P 9 apreDs’Te u cou . protocole P P
. . . 03/2019 :
an(?lséllizoori?i;m 6 G/l lympho 02/2018: 6800 13/?3/58 " Slabl;égﬁzlsques persistance
5 3/7145 1/8/17 non 12/02/18 13/08/18 Stade VA N 08/2018: idem lympho (80% Aucun . lymphocytose 5-5,5
symptomatique (90% de Sezary) lympho(85% abdominales
(prurit) Sezary) Sezary) prurigineuses Gllet 75% de
sezary
topiques 11/2014: quasi-rémision 3 G/l lympho 141020/2I)?I:Tl11:)h0 I)(/)g;g;csyt?so interféron 6 rémission 08/2019: 280
6 4/11/35 LcTe umna corticoides 09/09/14 20/08/18 Stade IVA Stagnan?n $ cutanée (229% de Sézary)|  (50% de rares cell de Millions Lle X cutanée Iymph? - pas de
cutanés N M 3/semaine Sézary
Sézary) sézary
nterféro N 09/2018 inconnu 08/2018: 920 | 09/2018: L6 G/l [ 0 o0 11/2018: 1530
7 6/6/84 1/3/17 PHORTEREEL 22105118 23/08/18 Stade IVA amélioration en amélioration | (diagnostic dans| lympho (4% | lympho (31% o progression lympho (80% de
ine < Targretin 4
cutanée un autre CHU) Sezary) Sezary) Sézary)
en amélioration 2600 lympho 28/03/2019: 10/01/2019: lente 05/2019: 730
12 15/4/32 1/11/17 Metotrexate 10/01/19 10/01/19 Stade IVA minime idem initial (18% SyezZr ) 1100 lympho | 1600 lympho Aucun amélioration lympho (1% de
érythrodermie; Y (2% Sezary) | (17% Sezary) Sézary)
e e .
Table 15. Caractéristiques des patients LCTC.
. . . , yqe . .y .
Les patients 8 et 10, inclus pour lichen, présentent une amélioration et une stabilisation
. J4 \ r \ (] :
respectivement avec phénomene de dépendance a l'espacement des PCE. Le patient 9 est en
’1e . . , e . . rqe . . . .
amélioration mais sans rémission. Le patient 11 est en amélioration significative avec
. .. . ;.
disparition de certaines 1ésions. Table 16
Date marqueurs traitement . .
. . . X Marqueurs . - . X . évolution
. Date de . date traitement Date début | inclusion . Evolution des marqueurs | Etat clinique avant | biologique | intercurent -
Patient A pathologie | .. . . clinique au L s . clinique durant
naissance diagnostic [pharmaceutique PCE protocole . A clinique apres début PCE| début protocole au durant le
diagnostic . . le protocole
ADNcf diagnostic protocole
pas de rémission,
8 2312/40 1ong  |corticothérapieMyl o004 | 1308118 | plaques buccales | . 2mélioration avec stable, poussées a | ) Aucun stable
cophenolate phénoméne de dépendance minima
a l'espacement des PCFE
. . en poussée (alors P
Ciclosporine/ lagues buccales amélioration (sans ue les séances amélioration
9 26/7/56 année 1994 |Efalizumab/metotr| année 2009 | 03/09/18 | Padues'! ! P que fes ) non Acitrétine 25 mg/j| (reprise des
o génitales rémission) avaient été espacées . N ;
exate/acitrétine N ) séances a 1/15j)
LICHEN a 1/mois)
Corticothérapie/m plaques buccales, | stabilisation des poussées |en poussée ++ (avait mycophfnolate ! amélioration a la
10 17/6/69 année 2005 |ycophénolate/acitr| 15/4/14 20/09/18 | génitales + atteinte avec dépendance a interrompu les non Corticgtlhéra i reprise des
étine cutanée (pieds) l'interruprion des séances séances ['été) 10 mgjj P séances
corticothérapie/ta atteinte linguale S L -
crolimus/acirétine/ avec dégérescence amélioration significative atteinte linguale, ciclosporine 100 en amélioration
11 enfance ? . . 13/12/18 13/12/18 €9 avec disparition de guale, non P . constatée en
métotrexate/ciclos carcinomateuse en ) o leucoplasie ++ mg x 2/j
porine 1996 certaines lésions (03/2019) mars 2019

Table 16. Caractéristiques des patients atteints de lichen.

2.2- Effet de la procédure de PCE

2.2.1- Variation de l'expression de ' ADNcf a une heure aprés la PCE

Globalement, par rapport au taux mesuré avant séance de PCE, le taux d’ADNcf aprés séance

augmente de 1.63 fois par ddPCR et de 1.74 par BiaBooster. Seul le patient 2 présente un profil

particulier, avec deux phases : une premiere phase (séances de PCE 1a 13) au cours de laquelle

le taux d’ADNcf diminue apres s€éance de PCE et une deuxiéme phase stable (séance de PCE

13 a 22) au cours de laquelle le taux d’ADNcf augmente apres chaque séance de PCE comme

les autres patients de la cohorte.

Une augmentation significative du taux d'ADNcf apres une séance de PCE est observée pour le

patient 1, le patient 5 et le patient 8 par ddPCR (p-value <0.001, <0.005 et 0.024 pour le patient
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1, le patient 5 et le patient 8 respectivement) et chez le patient 1, le patient 4, le patient 5, le
patient 6, le patient 8 et le patient 9 par BiaBooster (p-value < 0,0001, 0,0191, 0,001, < 0.001,
0.035, 0.025 pour le patient I, patient 4, patient 5, patient 6, patient 8 et le patient 9

respectivement). Table 17

Facteur de variation moyen
du taux d'ADNcf aprés PCE p-value
ddPCR BiaBooster ddPCR BiaBooster

Patient 1 2,31 2,08 0,0001 0,0002
Patient 2 1,03 1,16 0,278 0,693
Patient 3 1,46 1,49 0,390 0,471
Patient 4 1,26 2,24 0,383 0,0191
Patient 5 2,34 2,13 0,0016 0,001
Patient 6 1,15 1,63 0,75 0,0009
Patient 8 2,54 2,18 0,024 0,035
Patient 9 1,94 1,84 0,129 0,025
Patient 10 1,41
Patient 11 1,03
Patient 12 1,66
MOYENNE 1,63

Table 17. Facteur de variation moyen du taux d’ADNcf apres séance de PCE

Apres chaque séance de PCE, le taux d'ADNCcf du patient 1 augmente jusqu'a un maximum de
3,9 fois par ddPCR et 4,2 fois par BiaBooster. La moyenne différentielle d'augmentation du
taux d'ADNcfest de + 11,1 U.A par ddPCR et + 93.4 pg/uL par BiaBooster. (Figure 20, Table
18)

Apres chaque séance de PCE, le taux d'ADNcf du patient 5 augmente jusqu'a un maximum de
4.28 fois par ddPCR et 3.24 fois par BiaBooster. La moyenne différentielle d'augmentation du
taux d'ADNcf est de + 6.35 U.A par ddPCR et de + 57.96 pg/uL par BiaBooster. (Table 18)
Lors de la premiére phase, apres séance de PCE, le taux d’ADNcf du patient 2 diminue jusqu’a
un maximum de 0.84 fois par ddPCR et 0.94 fois par BiaBooster. La moyenne différentielle de
variation est de - 32.9 U.A par ddPCR et de -139.1 pg/uL par BiaBooster. Durant la deuxi¢me
phase, apreés séance de PCE, le taux d’ADNcf du patient augmente jusqu’a un maximum de
2.64 par ddPCR et 3.24 fois par BiaBooster. La moyenne différentielle de variation est de +
4.27 U.A par ddPCR et de + 55.65 pg/uL par BiaBooster. (Figure 21, Table 18).

35



taux ADNcf avant PCE Taux ADNcf apres PCE Taux ADNcf aprés ;)CCEE/taUX ADNf avant Taux ADNcf aprés PCE - Taux ADNcf avant PCE
ddPCR BiaBooster ddPCR BiaBooster ddPCR BiaBooster ddPCR BiaBooster
moyenne 11,56 105,11 21,36 202,56 2,31 2,08 11,11 93,35
ecart type 4,81 56,34 10,42 89,01 1,13 1,15 10,40 81,80
PATIENT 1 cv 0,42 0,54 0,49 0,44 0,49 0,56 0,94 0,88
min 4,76 22,20 9,50 46,50 1,03 0,00 0,60 -24,80
max 24,60 217,40 51,20 414,00 3,91 4,17 38,10 307,60
moyenne 55,08 498,47 40,54 421,16 1,03 1,16 -15,39 -47,46
ecart type 46,67 441,77 28,90 287,71 0,63 0,65 27,21 187,46
PATIENT 2 CV 0,85 0,89 0,71 0,68 0,61 0,56 -1,77 -3,95
min 9,39 55,80 13,10 102,00 0,41 0,51 -95,10 -526,00
max 162,00 1505,00 125,00 979,00 2,64 3,24 18,70 235,80
moyenne lere phase 87,47 801,33 57,41 611,20 0,65 0,85 -32,87 -139,11
ecart type lere phase 39,77 381,68 30,80 240,70 0,16 0,18 26,35 190,36
CV lere phase 0,45 0,48 0,54 0,39 0,25 0,21 -0,80 -1,37
min lere phase 40,20 389,20 30,30 260,00 0,41 0,64 -95,10 -526,00
max lere phase 162,00 1505,00 125,00 979,00 0,84 0,94 -8,90 141,00
moyenne phase stable 16,23 135,03 21,55 207,38 1,46 1,47 4,27 55,65
ecartype phase stable 8,54 90,93 6,89 155,95 0,69 0,81 8,00 126,33
CV phase stable 0,53 0,67 0,32 0,75 0,47 0,55 1,87 2,27
min phase stable 9,39 55,80 13,10 102,00 0,90 0,51 -3,10 -147,40
max phase stable 34,90 309,60 31,80 545,40 2,64 3,24 18,70 235,80
moyenne 84,03 661,67 49,70 1048,00 1,46 1,49 13,15 358,50
ecart type 58,57 408,93 0,71 726,01 0,55 0,29 13,93 429,27
PATIENT 3 cv 0,70 0,62 0,01 0,69 0,38 0,19 1,06 1,20
min 27,20 326,00 49,20 519,00 1,07 1,15 3,30 76,00
max 160,00 1204,00 50,20 2202,00 1,85 1,83 23,00 998,00
moyenne 15,60 147,08 20,39 231,20 1,26 2,24 4,84 92,64
ecart type 5,12 78,66 16,76 119,21 0,85 2,63 16,03 105,84
PATIENT 4 cv 0,33 0,53 0,82 0,52 0,67 1,18 3,32 1,14
min 2,22 13,40 3,62 93,00 0,26 0,58 -14,37 -92,00
max 22,20 304,20 74,70 574,00 3,54 11,20 53,60 323,00
moyenne 5,80 58,45 11,49 114,38 2,34 2,13 6,35 57,96
ecart type 1,41 18,78 3,25 36,80 0,97 0,73 3,74 34,94
PATIENT 5 cVv 0,24 0,32 0,28 0,32 0,42 0,34 0,59 0,60
min 3,98 28,80 7,11 49,80 1,29 0,94 1,58 -3,20
max 8,10 91,80 17,60 166,00 4,28 3,24 13,49 114,80
moyenne 20,72 165,42 31,80 271,08 1,15 1,63 3,40 92,92
ecart type 11,22 61,10 13,89 39,64 0,19 0,42 4,10 50,87
PATIENT 6 cv 0,54 0,37 0,44 0,15 0,16 0,26 1,21 0,55
min 9,06 73,60 18,20 227,30 0,98 1,01 -0,30 3,00
max 51,20 268,00 51,20 340,40 1,32 2,23 7,00 143,20
moyenne 135,22 1821,44 181,80 1,47 49,74
ecart type 40,40 1397,60 40,11 0,47 50,31
PATIENT 7 cv 0,30 0,77 0,22 0,32 1,01
min 193,00 3520,00 233,00 2,09 102,00
max 193,00 3520,00 233,00 2,09 102,00
moyenne 21,90 233,98 34,23 452,66 2,54 2,18 20,27 237,11
ecart type 8,48 65,17 7,65 213,57 0,37 0,94 2,83 209,74
PATIENT 8 v 0,39 0,28 0,22 0,47 0,14 0,43 0,14 0,88
min 9,49 134,00 26,50 267,40 2,12 1,14 17,01 33,60
max 37,90 336,20 41,80 905,60 2,79 3,90 22,10 673,40
moyenne 5,73 63,49 9,87 99,48 1,94 1,84 3,83 41,00
ecart type 2,66 21,73 3,15 40,29 0,81 1,12 2,38 44,31
PATIENT 9 v 0,47 0,34 0,32 0,41 0,42 0,61 0,62 1,08
min 2,55 39,20 7,20 52,00 1,13 0,87 1,60 -8,20
max 12,80 113,60 14,40 187,40 2 7,44 148,20
moyenne 8,33
ecart type 2,80
PATIENT10 | ¢V 0,34
min 531
max 12,80
moyenne 16,78
ecart type 5,24
PATIENT 12 cv 0,31
min 11,10
max 25,30

Table 18. Taux ADNcf mesuré avant et apres séance de PCE
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Figure 21. Variation du taux d’ADNcf apres séance de PCE. Exemple de deux patients.

2.2.2- Variation du profil de taille de ' ADNcf a une heure apres séance de PCE
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De maniére globale, une augmentation des fractions d’ADNcf de moyennes et grandes tailles
(239-1649 pb) au profit de la fraction d’ADNcf de petites tailles (75-239 pb) est observée apres
séance de PCE (Table 19, figure 22).

Moyenne avant séance

Moyenne apres séance de

PCE + écart type (%) (CV| PCE + écart type (%) (CV) p-value
75-239bp 77,4 + 7,7 (10%) 64,6 + 12,7 (19%) < 0,001
PATIENT 1
239-1649 pb 23,2 + 8,2 (35%) 35,1 + 13,3 (38%) < 0,001
- 0 0,
PATIENT 2 75-239bp 69,9 + 9,7 (14%) 67,9 + 10,3 (15%) 0,576
239-1649 pb 28,8 + 9,8 (33%) 32 + 10,3 (32%) 0,532
- 0, 0,
PATIENT 3 75-239bp 76,5+ 8,7 (11%) 68 + 11,3 (17%) 0,283
239-1649 pb 23,2 + 8,3 (35%) 31,8 + 11,2 (35%) 0,271
- 0, 0,
PATIENT 4 75-239bp 70,1 + 6,5 (9%) 63,5 + 11,2 (17%) 0,071
239-1649 pb 29,9 + 6,7 (22%) 36,5 + 30,6 (31%) 0,070
PATIENT 5 75-239bp 71,93 +5,45 (7,58%) 65,45 +7,2 (11%) 0,036
239-1649 pb 27,9 +5,5 (19,8%) 34,24 +7,2 (21,2%) 0,022
PATIENT 6 75-239bp 81,37 +4,1 (5,03%) 75,41 +4,23 (5,62%) 0,032
239-1649 pb 35 +38,4 (110%) 24,6 +4,2 (17,2%) 0,539
PATIENT 8 75-239bp 73,76 +5,45 (7,39%) 77,94 +3,26 (4,18%) 0,086
239-1649 pb 26,24 +5,45 (20,8%) 22,06 +3,26 (14,8%) 0,086
75-239bp 77,45 +5,51 (7,11%) 72,53 +4,59 (6,33%) 0,056
PATIENT 9
239-1649 pb 22,3 +4,94 (22%) 27,6 +4,66 (16,86) 0,031
- 0, 0,
PATIENT 11 75-239bp 71,57 +15,89(22,2%) 69,19 +7,06 (10,2%) 0,850
239-1649 pb 31,3 +13,8(44%) 32,2 +5,9 (18,4%) 0,910

Table 19. Taux d’ADNcf une heure avant et apres séance de PCE.
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Les patient 1, 5 et 6 présentent une diminution significative de la fraction d'ADNcf de petite
taille (74-239 pb) aprés chaque séance de PCE (77,4+7,7 % (CV = 10%) versus 64,6£12,7 %
(CV = 19%), P-value < 0.001, 71,93+5,45 (CV = 7,58%) versus 65,45+7,2 (CV = 11%), p-
value = 0.036 et 81,37+4,1 (CV = 5,03%) versus 75,41+4,23 (CV = 5,62%), p-value = 0.032
pour les patients 1, 5 et 6 respectivement). La diminution de la fraction d'ADNCcf de petite taille
aprés PCE est non significative pour les patients 2, 3, 4, 9 et 11 (Table 19).

Les patients 1, 5 et 9 présentent une augmentation significative de la fraction des ADNcf de
moyenne et grande taille (240 — 1649 pb) apres chaque séance de PCE (23,248,2 % (CV =35%)
versus 35,1+13,3 % (CV = 38%), p-value <0,001, 27,9+£5,5 (CV = 19,8%) versus 34,24 +7,2
(CV = 21,2%), p-value = 0.022, 22.3+4,94 (CV = 22%) versus 27,6+4,66 (CV = 16,86%), p-
value = 0.031 pour les patients 1, 5 et 9 respectivement) Table 19.

Les patients 2, 3, 4, 6 et 11 ne présentent pas de variation significative des fractions d'ADNcf
de moyenne et grande taille (Table 19).

Seul le patient 8 présente une variation inverse. En effet, aprés séance de PCE, la fraction
d’ADNcf de petites tailles augmente (73,76 +5,45 (CV = 7,39%) versus 77,94 £3,26 (CV =
4,18%), p-value =0.086) alors que la fraction d’ADNcf de moyennes et grandes tailles diminue
(26,24 £5,45 (CV =20,8%) versus 22,06 £3,26 (CV = 14,8%), p-value =0.086).

PATIENT 4

9 1h 10 1h 12 1h 13 1h 14 1h 15 1h 16 1h
PCE n°

Figure 22. Profils de taille de ' ADNcf avant et apres séance de PCE, exemple d’un patient.

2.3- Cinétique

2.3.1- Cinétique d'expression de ' ADNcf

Les patients inclus dans le cadre de rejet de transplant cardiaque suivent un protocole de thérapie
au rythme de 2 séances de PCE par semaine, soit un cycle, tous les quinze jours. Une cinétique
du taux d'ADNcf aux temps TO, T48h, T72h ou T96h, en fonction du rythme des prélévements,

a pu étre obtenue pour les patients 2, 3 et 4 (Table 20).
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Facteur de variation du taux d'ADNcf par rapport a TO
T48h P-value T72h P-value T96h P-value
moyenne 1,2 2,01 1
ddPCR min 0,81 0,18 0,68 0,22 0,76 0,98
max 1,69 7,93 1,27
GLOBAL moyenne 1,02 0,93 1,37
BiaBooster min 0,21 0,9 0,66 0,34 0,6 0,42
max 1,59 1,24 2,47
moyenne 1,04 1,12 1,18
ddPCR min 0,99 03 0,68 0,32
max 1,08 1,7
PATIENT 2 moyenne 0,96 0,96
BiaBooster min 0,65 0,84
max 1,18 1,12
moyenne 1,45
ddPCR min 121
max 1,69
PATIENT 3 moyenne 1,32
BiaBooster min 1,04
max 1,59
moyenne 1,12
ddPCR min 0,81
PATIENT 4 max 1,42
moyenne 0,82
BiaBooster min 0,21
max 1,43

Table 20. Cinétique d’expression de I’ADNcf

De manicre globale, au temps T48h les patients augmentent leurs taux d'ADNcf de 1,2 fois par
ddPCR et de 1.02 fois par BiaBooster par rapport au T0. Au temps T72h, les patients
augmentent leurs taux d'’ADNcf de 2,01 fois par ddPCR et de 0.93 fois par BiaBooster par
rapport au T0. Au temps T96h, les patients n’augmentent par leur taux d'ADNcf par ddPCR et
augmentent de 1.37 fois par BiaBooster par rapport au TO. Aucune de ces variations n’est
statistiquement significative (Table 20, figure 23.A)

Comme vu précédemment, le taux d'ADNcf du patient 2, diminue a T1h, mais remonte, voire
augmente régulierement par la suite (Figure 23.B).

Le taux d'ADNcf des patients 3 et 4 sont hétérogenes sans cinétique particuliere apres les
différentes séances de PCE (Facteur de variation moyen au temps T48h pour le patient 3 : 1,45.
Facteur de variation moyen du patient 4 : 1,12, 3,85 et 0,83 aux temps T48h, T72h et T96h
respectivement) (figure 23.B, Table 20).
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B. Cinétique d’expression du taux d’ADNCcf, exemple de deux patients (ddPCR)
Figure 23. Cinétique d’expression du taux d’ADNcf

2.3.2- Cinétique de qualification de ' ADNcf

Aux temps T48h, T72h ou T96h apres séance de PCE, aucun profil particulier n'est mis en

évidence quel que soit le patient (figure 24, Table 21).
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B- Cinétique du profil de taille de I’ADNcf. Exemple d'un patient.
Figure 24. Cinétique du profil de taille de I’ADNcf

Facteur de variation par rapport & TO
T48h | P-value [T72h| P-value [T96h| P-value
moyenne 1 1,03 1,03
75-239 pb min 0,83 0,96 |0,83 0,52 0,93 | 0,62
max 1,21 1,26 1,15
GLOBAL moyenne 1,01 0,99 0,96
239 — 1640 pb min 07 0,97 0.32 0,92 0.78 0,58
max 1,18 2
moyenne 1,01 1,06
75-239 pb min 0,83 0,96 |0,91 0,36
max 121 1,26
PATIENT 2 moyenne 0,94 0,88
239 — 1640 pb min 07 032
max 1,12 1,33
moyenne 0,98
75-239 pb min 0,96
max 0,99
PATIENT 3 moyenne 1,16
239 — 1640 pb min 1,14
max 1,18
moyenne 1,01
75-239 pb min 0,98
max 1,04
PATIENT 4 moyenne 0,96
239 — 1640 pb e 0.88
max 1,03

Table 21. Cinétique de variation du profil de tailles
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2.4- Evolution de I’expression et de la qualification de I’ADNCcf au long de la thérapie par
PCE

2.4.1- Patients Lichen/LcTc

Les patients 5, 9, 10, 11 et 12 présentent des faibles variations intra et inter-individuelles avec
des taux d'ADNcf stables au cours du temps et comparables aux valeurs obtenues pour la
cohorte de volontaires sains (Table 22, figure 25). Ces résultats s'associent avec 1'état clinique

des patients. En effet, le patient 5 est stable et les patients 9, 10, 11 et 12 sont en amélioration.

Concentration Concentration d'a'lzjai"tli%rtati Concentration Concentration
initiale d'ADNcf moyenne Ecart type CV (%) on%no en minimale en maximale en
(U.A) d'ADNcf (U.A) C ch)é)) ADNCcf (U.A) ADNcf (U.A)
58 141 24 3,98 81
PATIENT 5 BiaBooster 58,5 18,8 32 28,8 91,8
ddPCR 20,7 11,2 54 9,06 51,2
PATIENT 6 BiaBooster 165,4 62 54 73,6 268
ddPCR 135 40,4 29 84,6 193
PATIENT 7 BiaBooster 3520 1184 33 243 3050
ddPCR 21,9 8,48 39 9,49 37,9
PATIENT 8 BiaBooster 234 65,2 29 134 183
ddPCR 5,73 2,66 47 2,55 12,8
PATIENT 9 BiaBooster 63,5 21,7 34 39,2 113,6
PATIENT 10 ddPCR 8,3 28 34 5,31 12,8
ddPCR 6,85 9,7 4,41 46 1,41 5,15 19,6
PATIENT 11 BiaBooster 51,4 65,9 22,9 35 1,16 34,8 97
PATIENT 12 ddPCR 20,4 16,8 5,24 31 0,82 11,1 253

Table 22. Expression de I'ADNcf au long court des patients lichen et LcTe par ddPCR et par

BiaBooster

Les patients 6 et 8 ont des taux moyen d'ADNcf légérement supérieurs aux taux observés dans
la cohorte de patients sains (taux moyen d'’ADNcf = 20,7 + 11,2 U.A (CV = 54%) par ddPCR
et 165.4+ 62 pg/ulL (CV = 54%) par BiaBooster et 21,9 & 8,48 U.A (CV = 39%) par ddPCR et
234+65.2 (CV = 29%) par BiaBooster pour les patients respectivement) (Table 22). Le patient
6 n'est toujours pas en rémission compléte et le patient 8 présentent des poussées cutanées a
minima.

Le patient 7 présente de forts taux d'ADNcf (taux moyen 135 +40,4 UA (CV =29%) par ddPCR
et 3520+1184 pg/uL (CV=33%)) avec de forte variation au cours du temps (Table 22, figure
25.A). Ces résultats s'associent avec un état clinique du patient en progression (Figure 25.A).
Cependant aucun profil de taille particulier n’est relevé (figure 25.B)

Ayant débuté la PCE simultanément a I'inclusion au sein de I'é¢tude, les concentrations initiales
d'’ADNCcf des patients 11 et 12 sont connus, de ce fait le facteur de variation a pu étre déterminé.
Malgré des taux d'ADNcf similaires aux taux observés chez les volontaires sains (Concentration

maximale d'ADNcf : 19,6 U.A par ddPCR et 97 pg/uL par BiaBooster), le patient 11 voit son
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taux d'ADNcf augmenter jusqu'a 2,86 fois par ddPCR 1,88 fois par BiaBooster (Facteur de
variation moyen par rapport au taux initial : 1,41 par ddPCR et 1.16 par BiaBooster). Le patient
12, ne présente aucune variation de son taux initial d'ADNcf (Facteur de variation moyen par

rapport au taux initial : 0,82). (Table 22)
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B- Cinétique de qualification de I’ADNcf

Figure 25. Evolution du taux d'ADNCcf au long court exemple de deux patients.
Patient 5 : exemple d'un patient stable.

Patient 7 : seul patient présentant de fortes variations, avec des valeurs hautes.

Le profil de taille a pu étre établi pour les patients 5, 6, 7, 8, 9 et 11. Aucun profil de taille
particulier n’a été observé (Figure 25.B, Table 23).
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_ 1 pic (bp) 2™ pic (bp) concentration (pg/uL) 75-239bp 240-369bp 370-579bp 580-1649bp 240-1649 pb
moyenne 163,58 302,75 58,45 73% 42,68 17,13% 9,75 3,71% 2,20 6,56% 3,82 27,41% 15,77
ecart type 1,56 4,69 18,78 6% 15,42 2,82% 2,64 3,07% 1,84 2,63% 175 5,58% 4,95
Patient5 cv 1% 2% 32% 8% 36% 16% 27% 83% 84% 40% 46% 20% 31%
min 161,00 294,00 28,80 64% 21,60 10,74% 5,80 0,88% 0,40 2,08% 0,60 18,89% 7,20
max 166,00 309,00 91,80 81% 74,20 20,83% 13,80 9,48% 5,80 9,92% 7,60 35,55% 23,00
moyenne 162,20 299,60 165,42 81,64% 135,48 13,03% 21,48 2,92% 4,62 2,41% 4,11 18,36% 29,94
ecart type 1,14 2,22 61,10 3,68% 51,66 1,26% 8,13 1,82% 3,08 1,24% 1,87 3,68% 11,22
Patient6 cv 1% 1% 37% 5% 38% 10% 38% 62% 67% 51% 45% 20% 37%
min 161,00 297,00 73,60 75,26% 60,00 10,85% 9,80 0,52% 0,80 0,95% 1,00 13,99% 13,60
max 164,00 304,00 268,00 86,01% 222,60 14,34% 36,60 5,89% 9,80 5,15% 7,00 24,74% 45,60
moyenne 163,00 302,80 1821,44 83,85% 1592,28 10,92% 172,88 2,95% 32,00 2,28% 24,28 16,15% 229,16
ecart type 1,41 164 1397,60 8,94% 1249,41 4,17% 127,60 2,96% 16,67 1,95% 9,80 8,94% 150,60
Patient 7 CcV 1% 1% 77% 11% 78% 38% 74% 100% 52% 86% 40% 55% 66%
min 162,00 301,00 243,20 68,01% 165,40 8,17% 44,40 1,42% 16,00 0,85% 13,40 11,03% 77,80
max 165,00 305,00 3520,00 88,97% 3130,00 18,26% 310,00 8,22% 50,00 5,51% 34,00 31,99% 390,00
moyenne 167,22 303,33 233,98 73,70% 173,16 16,11% 37,56 5,18% 11,58 5,01% 11,69 26,30% 60,82
ecart type 3,73 4,12 65,17 7,15% 55,85 1,68% 10,25 3,72% 9,07 2,29% 5,51 7,15% 20,75
PATIENT 8 cv 2% 1% 28% 10% 32% 10% 27% 72% 78% 46% 47% 27% 34%
min 164,00 299,00 134,00 60,48% 105,00 14,34% 21,20 0,71% 2,40 2,54% 3,40 18,62% 29,00
max 173,00 310,00 336,20 81,38% 273,60 20,19% 48,20 10,78% 25,20 8,55% 20,00 39,52% 92,40
moyenne 163,80 303,70 61,18 78% 48,60 14,67% 8,82 3,12% 1,74 3,88% 2,02 21,67% 12,58
ecart type 1,62 5,58 21,44 6% 20,06 157% 2,45 3,15% 1,51 2,42% 0,90 5,90% 2,83
PATIENT9 CcV 1% 2% 35% 8% 41% 11% 28% 101% 87% 63% 45% 27% 22%
min 162,00 300,00 39,20 66% 30,20 11,97% 5,80 0,51% 0,20 0,70% 0,80 13,73% 8,40
max 167,00 318,00 113,60 86% 98,00 17,17% 13,60 9,44% 4,40 7,65% 3,40 33,91% 15,80
moyenne 163,50 302,13 65,93 72,23% 46,55 13,61% 8,73 5,89% 4,25 8,26% 6,40 27,77% 19,38
ecart type 1,31 7,83 22,89 12,42% 15,06 3,77% 3,50 3,94% 3,71 7,59% 7,85 12,42% 14,41
Patient 11 cv 1% 3% 35% 17% 32% 28% 40% 67% 87% 92% 123% 45% 74%
min 161,00 290,00 34,80 46,60% 22,80 8,70% 5,40 0,43% 0,20 2,33% 1,20 15,81% 8,60
max 165,00 311,00 97,00 84,19% 76,00 20,11% 15,80 11,96% 11,60 25,15% 24,40 53,40% 51,80

Table 23. Qualification de ’ADNcf au long court des patients lichen et LcTe

2.4.2- Patients en rejet de transplant cardiaque

Les patients traités pour rejet de transplant cardiaque présentent trois profils (Figure 26, Table

24) .

Les patients 1 et 4 présentent des taux d'ADNcf stables et similaires aux taux mesurés dans les

échantillons issus de volontaires sains. Le taux moyen d'ADNcf au cours du temps est de 11,6
+ 4,8 U.A(CV =41%) et 15,2 £ 5,1 U.A (CV = 33%) par ddPCR et 105 + 56 pg/uL (CV =
54%) et 147,8 £ 78,7 pg/uL (CV = 53%) par BiaBooster pour les patients 1 et 4 respectivement

(Table 25, figure 26.A). L'analyse des profils de tailles ne montrent pas de profil particulier lié

a la PCE. Ces résultats s'associent avec la clinique stable du patient 1 et en amélioration du

patient 4 (Table 25, figure 26-A).
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Taux ADNcf Facteur de variation
ddPCR | BiaBooster [ ddPCR | BiaBooster
moyenne 11,6 105 1,58 0,72
Ecart type 4,8 56 0,66 0,38
Patient 1 CV (%) 41 54 42 53
min 4,76 22,2 0,65 0,154
max 24,6 2174 3,36 1,507
moyenne 82,8 762,7 2,06 1,88
premiere | Ecart type 41,6 391 1,03 0,96
phase (PCE [ CV (%) 50 51 50 51
1a13) min 27 2998 0,67 074
) max 162 1505 4,02 3,72
Patient 2 moyenne 15 116,7 0,37 0,29
) Ecart type 8,12 74,38 0,2 0,18
de::s:e CV (%) 54 64 54 64,00
min 9,39 55,8 0,233 0,14
max 34,9 309,6 0,868 0,77
moyenne 38,05 4015 1,39 1,23
premiere | Ecart type 8 87,4 0,29 0,26
phase (PCE | CV (%) 21 22 21 22
1a4) min 27,2 326 1 1
. max 45,9 513 1,68 157
Patient 3 moyenne 145,3 1182,00 5,34 3,63
) Ecart type 18,2 31,11 0,67 0,10
de::seeme CV (%) 12 2,60 13 3,00
min 125 1160,00 4,59 3,56
max 160 1204 5,88 3,69
moyenne 15,2 147 0,72 0,58
Ecart type 51 78,7 0,24 0,31
Patient 4 CV (%) 33 53 33 53
min 2,22 13,4 0,105 0,053
max 22,2 304,2 1,052 1,2

Table 24. Expression de I'ADNcf au long court des patients en rejet de transplant cardiaque
par ddPCR et par BiaBooster.

Le patient 2, présente dans une premicre phase (séances de PCE numéros 1 a 13) des taux élevés
d'ADNcf avec de fortes variations (facteur de variation maximum : 4,02 par ddPCR et 3,72 par
BiaBooster), suivi d'une deuxiéme phase résolutive, avec des taux stables et de faibles
variations (taux d'’ADNcf moyen : 15 + 8.12 U.A (CV = 54%) par ddPCR et 116.7 + 74.38
pg/uL (CV = 64 %) par BiaBooster) (Table 24, figure 26-B). Une variation du profil de taille
est constatée durant cette phase avec une augmentation significative des taux d'ADNcf de petite
taille (taux moyen durant la premiére phase 65,2 = 7,45 % (CV = 11%) versus 76.9 £ 8.5 %
(CV = 11%) durant la deuxieme phase, p-value = 0,0076) (Table 25, Figure 26-B). Cette
modification du profil de taille en faveur des ADNcf de petite taille s'associent avec

I'aggravation du grade de rejet du patient passant du grade 0 au grade 1A/1R.
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75-239%bp avant PCE | 240-369bp avant PCE | 370-579bp avant PCE | 580-1649bp avant PCE 240-164%p
PCE concentration (pg/pL) avant PCE 75-239%p avant PCE | 240-369bp avant PCE | 370-579bp avant PCE | 580-1649bp avant PCE 240-1649bp
moyenne 77% 79,7109524 12% 14,9427619 5% 6.C 5% 5,45180952 23% 26,45090476
ecart type 8% 39,9835358 5% 10,955222 2% 4,67326256 3% 4,54973748 8% 19,16910542
PATIENT 1 it de variation 10% 0,50160655 44% 0,73314572 38% 0,77163232 63% 0,83453713 35% 0,724705094
min 61% 15,984 3% 0,708 2% 0,472 2% 0,708 8% 1,888
max 92% 163,508 20% 41,306 10% 21,74 16% 21,74 39% 84,786
moyenne premiere phase (PCE 1 a 13) 65,00% 451,27 18,30% 132,79 9,20% 66,46 7,30% 52,39 34,80% 251,64
ecart type premiere phase (PCE 1 a 13) 7,45% 222,41 2,41% 76,51 2,82% 38,85 3,65% 33,51 7,50% 139,91
CV premiere phase (PCE 1 a 13) 11,47% 0,49 13,15% 0,58 30,66% 0,58 50,04% 0,64 21,54% 0,56
min premiere phase (PCE 1 & 13) 53,00% 200,33 13,00% 59,80 6,00% 26,98 4,00% 11,99 24,00% 98,93
Patient 2 max premiere phase (PCE 1 & 13) 76,00% 963,20 21,00% 301,00 14,00% 135,45 14,00% 109,62 47,00% 526,75
moyenne deuxieme phase 76,86% 97,61 13,29% 18,48 5,29% iEons 4,14% 5,89 22,71% 32,29
ecar type deuxieme phase 8,55% 50,26 4,35% 16,73 2,50% 8,95 2,27% 5,96 8,60% 31,46
CV deuxieme phase 11,13% 0,51 32,73% 0,91 47,25% 1,13 54,74% 1,01 37.85% 0,97
min deuxieme phase 67,00% 62,65 5,00% 5,84 2,00% 2,33 1,00% 1,06 9,00% 10,50
max deuxieme phase 91,00% 207,03 18,00% 55,73 9,00% 27,81 7,00% 18,58 33,00% 102,11
moyenne premiere phase (PCE 1 a 4) 71,25% 284,6625 16,25% 66,23 6,00% 24,36 6,00% 24,36 28,25% 114,95
ecart type premiere phase (PCE 1 a4) 5,06% 55,0200935 2,22% 22,2136069 1,83% 9,61241211 1,83% 9,61241211 5,62% 40,38393492
CV premiere phase (PCE 1 a 4) 7,10% 0,19328185 13,65% 0,33540098 30,43% 0,3945982 30,43% 0,3945982 19,89% 0,351317398
min premiere phase (PCE 1 a 4) 67,00% 226,46 14,00% 45,64 4,00% 13,04 4,00% 13,04 22,00% 71,72
Patient 3 max premiere phase (PCE 1 a 4) 77,00% 343,71 19,00% 97,47 8,00% 35,91 8,00% 35,91 33,00% 169,29
moyenne deuxieme phase 88,33% 1088,61333 9,00% 110,506667 1,67% 20,7866667 1,33% 16,7733333 12,00% 148,0666667
ecar type deuxieme phase 0,58% 75,1118774 1,00% 8,64604727 0,58% 8,06139773 0,58% 8,568224524 1,00% 17,81380738
CV deuxieme phase 0,65% 0,06899776 11,11% 0,07824005 34,64% 0,3878158 43,30% 0,51166009 8,33% 0,12030937
min deuxieme phase 88,00% 1032,4 8,00% 104,4 1,00% 11,6 1,00% 11,6 11,00% 127,6
max deuxieme phase 89,00% 1173,92 10,00% 120,4 2,00% 26,68 2,00% 26,68 13,00% 160,08
moyenne 0,70071429 | 100,068857 16% 23,9268571 8% 11,4178571 7% 9,89257143 30% 45,23728571
ecart type 0,06486249 | 39,7350129 4% 14,7409918 2% 5,82030808 3% 5,79952557 7% 25,01533448
Patient 4 coeficient de variation 0,09256625 | 0,39707671 24% 0,61608558 29% 0,50975485 39% 0,58625056 22% 0,552980447
min 0,62 17,864 8% 3,248 3% 1,16 3% 0,928 15% 5,336
max 0,84 170,68 22% 55,22 10% 22,77 10% 20,24 38% 88,55

cardiaque

Table 25. Profils de taille de I’ADNCcf au long court des patients en rejet de transplant

Inversement, le patient 3 présente une premicre phase stable (séance de PCE n° 1 a 4) avec un

taux moyen d'’ADNcf de 38 £ 8 U.A (CV =21%) mesuré par ddPCR et 401.5 + 87,4 pg/uL (CV

= 22%) mesuré par BiaBooster. Puis le taux d'ADNcf augmente brutalement allant jusqu'a 5.88

le taux initial du patient mesuré par ddPCR et 3.69 fois le taux initial mesuré par BiaBooster

(Table 24, figure 26-C) associée a une augmentation significative des taux d'ADNcf de petite

taille (Taux moyen des ADNCcf de petite taille durant la premiére phase : 71 =5 % (CV = 7%)
versus 88 = 0,58 % (CV = 0,65%) durant la deuxiéme phase, p-value = 0.006) Table 25, figure

26-C. L'état clinique du patient est en progression a partir de la séance de PCE numéro 4. Le

patient décede apres la septieme séance.
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C. Profil 3

Figure 26. Evolution de l'expression et du profil de taille de ' ADNcf au long court.
Profil 1 : Expression de I'ADNCcf stable au court du temps sans profil de taille particulier.

Profil 2 : Premiére phase avec des taux d'ADNcf élevé, secondairement résolutive mais avec une augmentation des ADNcf de

petite taille

Profil 3 : Premiéere phase stable, suivi d'une augmentation brutale du taux d'’ADNcf avec une augmentation de la proportion
d'ADNcf de petite taille.
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IV- Discussion

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) est largement indiquée dans le traitement du
syndrome de Sézary, de la maladie du greffon contre 1’hote, du rejet d’organe solide et de
diverses maladies auto-immunes. L’efficacité de la PCE est trés variable, dépendante de la
pathologie, du type d’atteinte, de 1’état clinique du patient... L’efficacité de la PCE est a ce jour
seulement évaluée en fonction de I'évolution clinique du patient, n’ayant pas a disposition de
critéres biologiques fiables. Aussi, plusieurs semaines, voire plusieurs mois, sont nécessaires
avant d’en connaitre 1’efficacité. Il s’agit d’une thérapie cotiteuse (1200 Euros/séance (cotit AP-
HM)) et lourde nécessitant un milieu hospitalier. L'apoptose étant 1’élément central du
mécanisme d'action de I’effet de la PCE (20, 21, 22), ' ADNcf, marqueur biologique d’apoptose,

semble judicieux comme marqueur sensible et précoce de son efficacité.

A ce jour, I’analyse de I’ADNcf est limitée par sa faible concentration et la petite taille des
fragments. La disparité de ces deux caractéristiques induit des résultats analytiques différents
dépendant de la méthode d'extraction. La premiére étape de ce travail a donc été de sélectionner
un automate permettant une extraction d’ADNcf plasmatique quantitativement élevé tout en
conservant les fragments de petite taille. Pour ce faire, quatre extracteurs ont été testés : MagNA
Pure 24 développés par Roche®, IDEAL développé par IDSolution®, LabTurbo 24 développé
par Taigen® et Chemagic 360 développé par Perkin Elmer®. Tous sont caractérisés par une
capacité d’extraction de 24 tubes maximum dans un temps variant de 45 minutes a 2 heures.
Deux systémes sont complétement automatisés (LABTurbo 24 et MagNA Pure 24). La
quantification de I’ADNCcf, a été réalisée par la technique de ddPCR quantifiant le géne RPP30,
par Qubit® et par BiaBooster (développé par la société Picometrics®). L’ ADNcf était qualifié
par BiaBooster (Picometrics®).

Tous ces extracteurs donnent des résultats d’extraction comparables en termes de quantification
de ’ADNCcf, mais la taille du pic 1 et les profils de tailles obtenues par MagNA Pure 24 est
sensiblement différente de ceux obtenus avec les autres extracteurs. La taille du pic 2 est
¢galement différente en fonction de I’extracteur utilisé.

Cette étude présente plusieurs limites, notamment le petit nombre d'échantillons testés. Les
extractions ont été réalisées immédiatement apres installation et qualification du systéme
automatisé. Aussi, cette étude présente les résultats des dosages sans optimisation de chaque
méthode d'isolement. Chaque fournisseur n'a testé qu'un seul kit de réactifs sur son instrument.

Pour deux fournisseurs, d’autres kits d’extraction étaient a disposition.

Plusieurs auteurs ont comparé¢ différentes méthodes d’extraction automatique ou manuelle (39,

40, 41, 42 et 43). Comme dans notre étude, ils mettent en évidence des variations significatives
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en termes de quantité et de qualit¢ d’ADNcf extrait en fonction des méthodes d’extraction.
Cependant, ces études ne semblent pas comparables entre elles, ces dernicres utilisant
différentes techniques de dosage et de qualification d’ADNCcf, influengant per se la
quantification et la mesure des tailles des fragments d’ADNcf comme nous 1’avons aussi montré
dans ce travail.
En effet, dans notre étude, les taux d’ADNcf varient énormément fonction de la méthode
d’extraction et de la méthode de quantification utilisée. Extrait par LabTurbo 24 (Taigen®), le
taux moyen d’ADNcf varie de 12,93 4 304,2 pg/uL selon la technique de quantification utilisée.
Extrait par IDEAL® (IDSolutions®), le taux moyen d’ADNcf varie de 7,22 a 302,2 pg/ul selon
la technique de quantification utilisée. Extrait par MagNA Pure 24 (Roche®), le taux moyen
d’ADNcf varie de 9,58 a 82,6 pg/uL selon la technique de quantification utilisée. Et extrait par
Chemagic 360 (Perkin Elmer®), le taux moyen d’ADNcf varie de 10,8 a 164,2 pg/uL selon la
technique de quantification utilisée.
Mesuré par Qubit, le taux d’ADNCcf est supérieur lorsqu’extrait par LabTurbo 24 (Taigen®),
IDEAL® (IDSolutions®) ou Chemagic 360 (Perkin Elmer®) mais plus faible lorsqu’extrait par
MagNa Pure 24 (Roche®). Mesuré par ddPCR et BiaBooster, le taux d’ADNcf est similaire
quelle que soit la méthode d’extraction.
A T’instar de ces résultats, nous pouvons citer ceux de Fleischhacker et al. qui ont comparé
I’extraction d’ ADNcf par les solutions proposés par Qiagen®, MagNa Pure® et NucleoSpin a
partir de 2ml de plasma de 44 échantillons et qui ont montré que la quantification de I’ADNcf
mesuré par qPCR varient de 1.6 ng/mL a 28.1 ng/mL en fonction de I’extracteur utilisé (39).
Perez-Barrios et al. qui ont comparé le MagNa Pure® au Maxwell® RSC sur 26 échantillons
ont démontré une différence significative en termes de quantification (mesures effectué par
Qubit 2.0 Fluorometer et ddPCR) et de qualification de I’ADNcf (mesuré par Agilent 2100
Bioanalyzer) (40). Le MagNa Pure® fournissait une quantité totale moindre en ADNcf mais
avec une plus grande quantité de petites tailles (150-200 pb). De plus, les deux techniques
d’extraction donnaient des concentrations différentes d’ADNct pour le méme échantillon avec
parfois de grandes variations, notamment entre QUBIT et les deux autres méthodes de
quantification. Ces variations ont également été observés par d'autres auteurs (42, 43). Une
explication pourrait étre la différence de capacités de chacune de ces techniques a quantifier
avec precision les différentes tailles de fragments d’ADNCcf. 1l a été montré récemment que la
fragmentation d’ADN génomique a 150pb entrainait une réduction de 67% par gPCR et une
réduction de 29% par PicoGreen (44) de la concentration d’ADN génomique intact (non
fragmenté). En revanche, la quantité d’/ADN mesurée par NanoDrop n'était pas affectée par la
fragmentation a 150 pb, probablement parce que la fragmentation n'affecte pas les mesures
d'absorbance (45).
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En terme de qualification de I’ADNCcf, nous avons aussi montré que les extracteurs impactent
I’intégrité de I’ADNCcf, notamment avec 1’extracteur MagNA Pure 24 (Roche®) qui fournit un
profil de taille sensiblement différent des autres extracteurs avec une forte proportion de petites
tailles (fraction 75 a 239 pb: 90 £ 9 % (CV= 10%) vs 74 £ 8 % (CV=11%) pour les autres
extracteurs (p-value = 0,008)). La fraction d’ADNcf de tailles 75 a 239 pb varie de 71 a 79 %
selon I’extracteur utilisé, la fraction 240 a 369 pb varie de 3 a 7 % selon 1’extracteur utilisé et
la fraction de 370 a 1649 pb varie de 4 a 7 % selon I’extracteur utilisé.

Une autre étude a montré que le MagNa Pure® fournit une plus petite quantité d'ADNcf avec
une plus grande quantit¢ d’ ADNcf de petites tailles (150 a 200 pb) mesurée par Agilent 2100
Bioanalyzer (46). Kloten V et al. ont également observé des différences obtenues lors d’une
extraction sur membrane de silice ou sur billes magnétiques. Alors que les quantités d’ADNcf
¢taient similaires, le profil de taille était différent fonction de la technique d’extraction utilisé.
En effet, I’extraction sur billes magnétiques fournit un profil de taille avec une plus grande
quantité de fragments d’ ADNcf de petites taille (< 600 pb) alors que I’extraction sur membrane
de silice fournit un profil de tailles avec une plus grande quantité de fragments de grandes tailles
(> 600 pb) caractéristiques d’ADNCcf issu de cellules lysées durant le processus d’extraction.
(41). Notre étude ne 1’a pas vérifié car I’automate LABTurbo utilise une technique d’extraction

sur colonne et les trois autres sur billes magnétiques.

Au final, notre choix s’est porté sur I’extracteur semi-automatique (IDEAL, ID solution ®) qui
utilise le kit d’extraction IDXTRACT-MAG car c’est une des méthodes qui permettait une
extraction d’une plus grande quantité d’ADNcf avec un profil de taille conservant les petites

tailles.

La seconde étape fut de déterminer des valeurs normales quantitatives et qualitatives pour cette
méthode d’extraction. Elle a été réalisée a partir de 120 sujets sains.

Le taux moyen d'ADNcf mesuré par ddPCR est 5,6 £ 3 U.A (CV = 53%), par BiaBooster
59.9+£32.2 pg/uL (CV = 54%) et par Qubit 90,1+33.9 pg/uL (CV 38%). Ainsi, mesuré par
BiaBooster, le taux d’ADNCcf est 2.56 fois plus ¢élevé que lorsqu’il est mesuré par ddPCR.
Cependant, les deux techniques ont une variation de mesure similaire (CV = 53.4% pour ddPCR
versus 53.8% pour Biabooster). Mesuré par Qubit, le taux est 3.9 fois plus élevé que lorsqu’il
est mesuré par ddPCR. Le Qubit HS avait une variation de mesure moindre (CV = 37.7%) que
la ddPCR et le BiaBooster, mais ne présente aucune corrélation de mesure avec ces deux
techniques.

Les concentrations mesurées par ddPCR étaient corrélées a celles mesurées par BiaBooster pour
les tailles comprises entre 75 et 239 pb. Ces derniéres correspondent a la taille d’amplification
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des amorces de ddPCR (250 pb environ, non précisé par le fournisseur).

I1 est difficile de comparer les résultats de ddPCR avec ceux de la littérature, ces derniers n'étant
pas la méme expression unitaire. Par contre, la concentration moyenne obtenue par le
BiaBooster est relativement similaire a celle des publications. Une méta-analyse (47) a collecté
les valeurs de concentrations d'ADNCcf retrouvés dans la littérature. Les auteurs estiment la
concentration d'ADNcf chez un sujet sain entre 0 et 100 ng/mL, avec une moyenne de 30
ng/mL. Une autre revue de Lippi et al (48) portant sur 8 études montre que les taux d’ADNcf
dans les cohortes contrdles varient de 1 ng/mL a 36 ng/mL, Cependant ces revues utilisent des
techniques de quantifications différentes. Depuis, les études portant sur la détection de
marqueurs onco-hématologiques ont largement comparé les taux d’ADNcf de patients a ceux
de cohorte contrdle appariée. Jahr et al. (49) retrouvent des concentrations moyennes d’ADNcf
de 3.7 ng/mL par qPCR dans la cohorte contrdle d’une étude regroupant des patients atteints de
cancer quel que soit son type. Agah et al. en 2017 (50), ont étudié des patients atteints de cancer
colorectal et obtiennent des concentrations moyennes d’ADNcf de 12 ng/mL par qPCR parmi

les controles.

Au final, notre étude a permis de déterminer des valeurs normales de concentration d’ADNcf a
partir de la méthode d’extraction IDEAL en fonction de la technologie de mesure. Un taux
d’ADNcf normal doit étre inférieur a un taux équivalent a la moyenne additionnée de deux
€carts types soit 52.2 pg/uL pour les patients de plus de 41 ans, 47.4 pg/ul pour les hommes de
moins de 41 ans et 37.06 pg/uL pour les femmes de moins de 41 ans mesuré par ddPCR, 138.9
pg/uL pour les patients de plus de 51 ans et 114.5 pg/uL pour les patients de moins de 51 ans
mesuré par BiaBooster et 157.8 pg/uL mesuré par Qubit. (Table 26)

ddPCR BiaBooster Qubit
(pg/uL) (pg/uL) (pg/uL)

>41ans

Hommes
Femmes
>51ans
<51ans

<4lans

Tous patients confondus

Table 26. Seuil pathologique du taux d’ADNcf en fonction de la technique de quantification

utilisée

L’établissement de valeurs normales a permis d’étudier les variations d’ADNcf dans un

contexte pathologique. Le mode d’action de la PCE étant I’apoptose, il a semblé licite d’émettre
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I’hypothése d’une modification de concentration et de qualit¢ de I’ADNcf au cours des cycles
de PCE. Cette variation d’ADNcf pouvant étre le reflet d’efficacité de la PCE que ce soit lors
de la cure ou a long terme.

Au total, douze patients ont été recrutés, correspondant a 1’étude de 296 échantillons. Nous
avons d'abord cherché a démontrer si 'ADNcf pouvait €tre un marqueur d'efficacité de la
procédure de PCE en comparant son expression et le profil de taille avant et a 1 heure, 48 heures,
72 heures et 96 heures aprés chaque séance de PCE. De manicre globale, il est observé une
augmentation du taux d'/ADNcf a 1 heure apres une séance de PCE, avec une augmentation des
fractions de moyennes et de grandes tailles au profit des fractions de petite taille. Pour les autres
temps, aucune variation du taux et du profil d'ADNCcf avant et aprés PCE n’est statistiquement
relevant.

Ces variations observées seulement a T1h soulévent des questions :

- Des mesures réalisées sur les poches d’aphérése montrent une saturation totale des
poches par I’ADNcf aprés illumination (données non montrées) et donc sans la moindre
corrélation avec les taux mesurés sur les prélévements sanguins aprés ré-infusion de ces
derniéres aux patients (table18). La poche d’aphérése étant ré-infusé a vitesse lente, durant au
moins 30 minutes, I’ADNcf infusé est-il simplement filtré par I’organisme au fur et a mesure
de la perfusion et ne persiste donc qu’a faible taux dans la circulation sanguine au bout de 1h
pour se normaliser trés vite par la suite ?

Si tel est le cas, ces variations de taux et de profil de taille de I’ADNcf a T1h signifieraient elles
une efficacité de la procédure de PCE ?

Des mesures plus précoces (T10 min, T20 min et T30 min) seraient alors nécessaires afin de
mieux évaluer I’efficacit¢ de la procédure. Des mesures a T2h, T3h, T6h et T12h nous
permettraient de savoir a quel moment le taux d’ ADNcf des patients se normalisent apres séance
de PCE.

- L’apoptose des lymphocytes ne commence théoriquement qu’environ 6 heures apres
la procédure de PCE (51), I’augmentation du taux d’ADNcf et des fractions de moyennes et de
grandes tailles (certainement en rapport a de la lyse cellulaire) est-elle simplement due a la lyse
cellulaire entrainée par la procédure d’aphérese et de re-perfusion de la poche lors de la séance ?
Cette seconde hypothése est moins plausible, car la quantit¢é d’ADNcf détectée apres PCE
signifierait une lyse cellulaire beaucoup trop importante et donc incompatible avec 1’état

clinique des patients apres la procédure et tout au long de la thérapie.

Afin d’écarter cette derniére hypothése et de valider la premicre (augmentation du taux
d’ ADNcf et modification du profil de taille en faveur des moyennes et grandes tailles), il serait
nécessaire de transfuser comparativement des sujets sains avec une poche cellulaire ne subissant
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pas de PCE et avec une poche subissant une PCE afin de savoir si la procédure de PCE entraine

une augmentation de certaines tailles d’ADNcf.

L’apoptose des lymphocytes ne commence qu’environ 6 heures apres la procédure de PCE et
en moyenne, 40 a 50% des cellules T traitées entrent en apoptose 24 heures apres le traitement
avec un pic au bout du troisieéme jour (51). Les monocytes sont également sujets a 1’apoptose,
mais a moindre mesure. En effet, un jour apres le traitement, seuls 20% des monocytes seraient
apoptotiques alors qu’ils seraient 80% au 6€éme jour (51). La cinétique que nous avons menée
montre donc que le délai de prélévements n'explique pas l'absence de corrélation entre le taux

d'ADNcf et 'effet attendu de la PCE.

Dans notre étude, il est possible que le moment de la prise en charge thérapeutique du patient
modifie ou module les résultats précédents. En effet, les patients transplantés sont encore en
¢tat de rejet lors de l'initiation de la thérapie alors que les patients inclus dans le cadre d'un
LCTC ou d'un lichen ont tous débuté la PCE plusieurs mois voire plusieurs années avant le
début du protocole et sont déja dans un état clinique stable. Ainsi, les variations observées des
taux d'’ADNcf au cours du temps pourraient plutdt étre lices a des épisodes aigus de la

pathologie initiale ou a un éveénement clinique interférant qu'a I’effet de la PCE.

Le taux d'ADNcf au long de la thérapie par PCE de la plupart des patients inclus dans le cadre
d'un LCTC et d'un lichen est semblable aux taux observés chez les volontaires sains avec des

faibles variations intra et inter-individuelles et sans profil de taille particulier.

L'évolution du taux d'ADNCcf au long de la thérapie par PCE des patients transplantés met en
évidence trois profils différents. Un premier profil avec deux patients aux résultats similaires
aux volontaires sains et aux patients inclus pour lichen et LCTC. Un patient présente une
premiére phase résolutive avec des taux d'ADNcf élevés, diminuant et se stabilisant dans un
deuxiéme temps. Un autre patient, qui inversement présente dans un premier temps des taux
stables mais qui augmentent dans une deuxiéme phase. Ces deux patients présentent une
augmentation de la fraction d'ADNcf de petite taille lors de la deuxiéme phase, s'associant avec
une évolution clinico-biologique péjorative. En effet les examens anatomopathologiques des
biopsies ont mis en évidence des signes d'évolution de rejet aigu cellulaire et humorale. Aussi,
nous avons émis 1’hypothése que cette augmentation serait secondaire a une dégradation
tissulaire importante dans le contexte d’une inflammation aigue avec une hyper-activité de
I’enzyme DNase 1.

Afin de prouver cette hypothése, nous avons procédé a I'é¢tude de la quantité chimérique
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d'ADNCcf issu du greffon chez ces patients. La quantification de 'ADNcf du donneur chez le
transplanté se fait en amplifiant les génes HLA et des SNPs par la technique de ddPCR. Le
protocole utilisé pour I’amplification des génes HLA est similaire a celui publié par I’équipe de
Jun Zou et al. (52). Le protocole de quantification des polymorphismes SNP est similaire a celui
mis au point par le service d’Immunogénétique dans le cadre de détection du chimérisme pour
le suivi des patients greffés par des cellules souches hématopoiétiques. Mais, 1’absence
d'identification de marqueurs informatifs pour un donneur de cceur ainsi que la trés faible

quantité d’ADNcf pour I’autre n’a pas permis une amplification spécifique fiable.

V- Conclusion et perspectives

La photochimiothérapie extracorporelle (PCE) est largement indiquée dans le traitement d’un
large spectre de pathologies. Seulement son efficacité est trés variable et a ce jour nous n’avons
pas a disposition de marqueurs biologiques fiables d’évaluation et/ou de suivi de cette
thérapeutique. L'ADNcf étant un marqueur biologique sensible et précoce d’apoptose, semble
judicieux comme marqueur de son efficacité, I'apoptose étant 1’élément central du mécanisme

d'action de la PCE.

Nous avons montré que le taux d’ADNcf varie énormément fonction de la capacité de chaque
technique a extraire les fragments de petites tailles et a quantifier avec précision les différentes
tailles de fragments d'’ADNCcf.

De méme, nous avons démontré que les extracteurs impactent I’intégrité de I’ ADNcf, modifiant

ainsi le profil de taille obtenu en fonction de la technique utilisée.

120 sujets sains nous ont permis de déterminer des valeurs normales quantitatives et qualitatives
pour P’extracteur semi-automatique (IDEAL, ID solution ®) qui utilise le kit d’extraction

IDXTRACT-MAG.

Si I'¢tude de I'expression et du profil de 'ADNcf comme marqueurs de suivi au long court de
la PCE chez les patients atteints de LCTC ou de lichen plan ne paraissent pas pertinents,
l'analyse du profil de taille dans le suivi des transplantés cardiaques et de la procédure de PCE

reste une piste intéressante a explorer.

Notre étude présente des limites, comme le faible nombre de patients et le spectre restreint de

pathologies étudiées. De plus, la majorité des patients ont débuté la PCE plusieurs mois voire
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plusieurs années avant l'initiation de notre protocole, rendant plus difficile I'interprétation des

résultats.

De méme, le manque de spécificité de I'ADNcf reste ¢galement un point limitant important a
prendre en compte. En effet,[' ADNcflest secrété dans divers contextes inflammatoires. Or nous
sommes en présence de patients avec des pathologies chroniques et subissant de nombreux
évenements cliniques intercurrents. Il est donc difficile de savoir si une fluctuation du taux
d'ADNcf est liée a la PCE ou a d'autres phénomenes cliniques interférents tels qu'une prise
médicamenteuse ou un épisode aigu de la pathologie dont le patient est atteint.

Finalement, il serait intéressant coupler cette étude avec d'autres marqueurs d'apoptose comme
'annexine V par cytométrie en flux (moins précoce que I'ADNCcf), ou les microparticules (plus
précoce que I'ADNCcY).

Devant toutes ces limites, il serait intéressant de poursuivre 1'étude en augmentant la taille de la
cohorte, en incluant des patients débutant la PCE simultanément a 1'étude, en élargissant le
spectre des pathologies traités par PCE et de procéder a des mesures au temps, T10min, T20min,
T30 min, T2h, T3h, T6h, T12h et T24h lors de 1’évaluation de la cinétique.

Aussi, I'¢tude des poches de PCE avant et aprés irradiation permettrait de voir la quantité
d'ADNcf secrétée apres induction de 1'apoptose par injection du 8-MOP.

L’échec d’identification du chimérisme donneur pour prouver la corrélation entre le
changement du profil de taille (augmentation du taux d'’ADNcf de petite taille) et le rejet du
transplant cardiaque a permis de mettre en place au sein du laboratoire la modification du
protocole de prélévement (ajout d’un tube de préleévements) et de la gestion du pré-analytique
du microchimérisme (concentration de 1’ADNcf). Un travail est en cours afin d’isoler les
fractions de différentes tailles détectées par le Biabooster et de les amplifier directement soit

par ddPCR soit par NGS.
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