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Description / Beschreibung

Les carcinomes pulmonaires non & pelites cellules (NSCLC) représentent prés de 85% des cancers pulmonaires. Le géne du récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR) est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire. Des mutations dans sa séquence,
particuliérement dans la région codant pour la poche de fixation de 'ATP, peuvent conduire a sa surexpression et donner des propriétés
oncogeénes & la cellule. Les médicaments de 2¢me génération pour les NSCLC ciblaient donc ce géne. Mais au cours du traitement, de
nouvelles résistances peuvent apparaitre, notamment la mutation £GFR T790M. Le développement de ['Osimertinib qui se fixe de maniére
unique et irréversible au gene EGFR s'il est muté, a permis depuis début 2016 d'améliorer I'efficacité du iraitement pour les patients
présentant la mutation T790M. 1l est donc important de connaitre le statut de la tumeur afin de choisir le traitement adéquat.

{ ‘obtention de matériel tumoral lors d'une récidive ou dans des métastases étant particulierement difficile et invasif, et la quantité de matériel
obtenu étant critique, la détection de 'ADN tumoral circulant dans le sang (ctDNA) a été explorée pour dépister la mutation EGFR T790M.
Différentes études ont permis de confirmer ['utilité de cefte méthode, d'autant plus qu'elle permet d'avoir une vue plus globale de la
présence ou non de la mutation dans les éventuelles métastases également. Actuellement {a sensibilité de la détection, que ce soit en digital
PCR ou en NGS est parfois trop faible pour quun test négatif présuppose une non-sensibilité a I'Osimertinib. C'est pourquoi la mise en
place de la détection de cette mutation par séquengage a haut débit {(NGS) avec éventuellement un barcodage moléculaire serait profitable
pour le patient d'une part, et pour le choix du traitement d'autre part, car le seuil de détection pourrait atteindre 0.1%. C'est pourquoi, en
partenariat avec le service d'oncologie du RSV et de pathologie de I'ICH, le service de génétique médicale de I'ICH a décidé de metire au
point d'une part I'extraction d'ADN circulant et d’autre part la détection de la mutation EGFR T790M. Cela nécessite bien sr d'obtenir des
échantilions de patients, positifs et négatifs confirmés, afin de valider la méthode.

A cette fin, différents kits d'extraction vont devoir étre testés, selon les disponibilités du marché et ce qui se pratique dans d'autres
laboratoires. La qualité de cette extraction va ensuite étre évaluée afin d'obtenir le maximum d'ADN de qualité et de longueur suffisante.

La mise au point de la détection de la mutation EGFR T790M se fera dans un deuxiéme temps. Des kits commerciaux existent mais ils
imposent de tester d'autres mutations en paraliéles. Une méthade « home-made » d'amplification de la région d'intérét paut prendre tout son
sens. Cela permettrait d'éviter les « incidental findings », d'améliorer fa couverture de [a mutation et donc |a sensibifité du test, et de pouvoir
réaliser 'analyse pour plusieurs patients simultanément tout en en maitrisant le coqt,

Objectifs :
o Finaliser la mise au point d'un systéme PCR pour {'amplification de la région cible {définir les amorces, confirmer la spécificité du produit
par séquengage)
o Tester différentes méthodes d'extraction d'ADN circulant en considérant les paramétres suivants : qualité d'ADN, applicabilité,
rendement, colt, ...
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o Faire des analyses par NGS (s'll reste du temps)
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Objectif du projet

Le but de ce travail est de comparer le rendement de 4 kits d’extraction de ctDNA
dans le plasma dans le cadre du cancer du poumon NSCLC-EGFR positif. Une
bonne qualité d’ADN permettrait de rechercher la mutation de résistance EGFR
p.T790M.

Méthodes | Expériences | Résultats

Un total de 4 kits commerciaux ont été testés parallélement sur 18 échantillons de
sang provenant de volontaires sains et 6 échantillons de patients atteints de
NSCLC. Le rendement et la qualitt de I’ADN circulant ainsi obtenu ont été
déterminés par Qubit, Fragment Analyzer et gPCR.

Au minimum une région de 96 pb de I'exon 20 d’'EGFR a été amplifiée par PCR
dans le ctDNA des patients, puis séquencée sur un MiSeq. Du ctDNA synthétique
a également été utilisé pour déterminer le seuil inférieur de détection (LLOD).

Le co(t, la méthode et les résultats obtenus avec le kit « QlAamp MinElute
ccfDNA » en ont fait le meilleur choix.

La quantification avec le kit « Qubit dSDNA HS Assay » a donnés des résultats
équivalents a la gPCR pour un co(t en temps et en réactifs moins important.

Le bruit de fond observé par séquencage a haut-débit (NGS) dans la région de la
mutation p.T790M du géne EGFR a indiqué la nécessité d’utilisé des identifiants
moléculaires uniques (UMI) afin d’abaisser la limite de détection & 0.1%.
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Abréviations

ADN/DNA Acide désoxyribonucléique/Deoxyribonucleic acid

ARMS-PCR  Amplification Refractory Mutation System PCR (amplification a 'aide d’amorces spécifiques)

ATP Adénosine triphosphate

Cp Crossing point (point d’intersection entre le signal et le seuil de référence)

CtDNA circulating tumour DNA (ADN tumoral circulant)

ddPCR droplet digital PCR (PCR digitale en gouttelette)

dPCR digital PCR (PCR digitale)

dsDNA double strand DNA (ADN double brin)

EGF Epidermal Growth Factor (facteur de croissance épidermique)

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor (récepteur du facteur de croissance épidermique)
FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor (récepteur du facteur de croissance des fibroblastes)
IASLC International Association for the Study of Lung Cancer (Association internationale pour

I'étude du cancer du poumon)

LLOD Lower Limit Of Detection (seuil de détection inférieur)

NGS Next Generation Sequencing (séquencage a haut-débit)

NSCLC Non-Small Cell Lung Cancer (cancer pulmonaire a non petites cellules)

PCR Polymerase Chain Reaction (réaction de polymérisation en chaine)

PDGFR Platelet-Derived Growth Factor Receptor (récepteur du facteur de croissance plaquette-
dérivé)

gPCR quantitative PCR (PCR quantitative ou PCR en temps réel)

SssDNA single strand DNA (ADN simple brin)

tag balise fixée sur une amorce

TE Tris-EDTA

TK Tyrosine Kinase

TKI Tyrosine Kinase Inhibitor (inhibiteur de la tyrosine kinase)

UMI Unique Molecular Identifier (identifiant moléculaire unique)

VF Variant Fraction (fréquence de variant)
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1. Introduction

1.1. Carcinomes pulmonaires non a petites cellules (NSCLC)

En Suisse, le cancer du poumon est le 2™ cancer le plus fréquent chez 'homme (aprés celui de
la prostate) et le troisieme chez la femme (aprés celui du sein et le colo-rectal) [1]. Il représente
plus de 4200 cas par an pour prés de 3200 déces, ce qui en fait le plus meurtrier annuellement
tous sexes confondus. Il est rarement diagnostiqué avant 30 ans, 'adge médian des patients étant
de 70 ans. Environ 80 a 85% des cancers du poumon sont classés comme Non-small Cell Lung
Cancer (NSCLC) selon leurs caractéristiques histologiques [2], puis subdivisés en
adénocarcinomes (60% des cas), carcinomes épidermoides (30% des cas) ou carcinomes a
grandes cellules (rares).

Le diagnostic est souvent posé a un stade avancé (métastatique) rendant la chirurgie impossible.
Les progrés de ces derniéres années dans le domaine de la médecine personnalisée ont permis
d’établir un lien entre des mutations dans certains génes et des traitements particuliers, plus
efficaces et moins pénibles pour le patient, mais plus onéreux. De nombreux genes ont été décrits
dans ce contexte, pour différents cancers, notamment le géne du récepteur du facteur de
croissance épidermigue (EGFR) dans le cadre des NSCLC.

Cependant, la prévalence de mutations semble différer selon de nombreux criteres, comme
'origine ethnique des patients :10% des caucasiens et jusqu’a 35% des asiatiques avec un
adénocarcinome du poumon présentent une mutation du géne EGFR [3], [4]. De plus, une
mutation dans ce géne est également retrouvée chez 40% des malades non-fumeurs et seulement
7% des fumeurs. Des cas de mutations du géne EGFR ont également été décrits dans les
carcinomes épidermoides, particulierement lorsqu’il s’agit de patients non-fumeurs [5].

1.2. Legene EGFR

Le gene EGFR code pour une glycoprotéine transmembranaire de la famille des tyrosine kinases.
Cette famille comprend de nombreux autres membres, dont notamment le récepteur a l'insuline R,
le récepteur du facteur de croissance plaquette-dérivé (PDGFR) et le récepteur du facteur de
croissance des fibroblastes (FGFR) pour les plus connus. Le récepteur du facteur de croissance
épidermique est constitué d’'un domaine de liaison au ligand extracellulaire, relié par un segment
hélicoidal transmembranaire a un domaine de tyrosine kinase intracellulaire (figure 1) [6].

La liaison du ligand induit une activation du récepteur puis sa dimérisation, ce qui active plusieurs
voies de signalisation en aval, impliquées entre autres dans la prolifération et la survie cellulaire
[7]. Des mutations situées dans le domaine TK (tyrosine-kinase), codé par les exons 18 a 24,
entrainent I'activation constitutive de la signalisation, en I'absence de ligand, et par conséquent un
effet oncogénique.
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Figure 1: structure EGFR : & gauche : EGFR non-activé, a droite : EGFR dimérisé,

en rouge ligand activateur, fleche : position de I’acide aminé 790

Les principales mutations somatiques décrites sont illustrées dans la figure 2 [8].

EGF EGF Auto-
binding binding TM  Tyrosine Kinase phosphorylation
5 7 13 16,17|18 21 24 28
S bty < S e N
EXON 18 EXON 19 EXON 20 EXON 21
G719X (3%) | LREA deletion (45%) V765A (<1%) L858R (40%)
VAIKEL insertion (1%) T783A (<1%) L861X (2%)
L7475 (<1%) V774A (<1%) T854A (<1%)
D761Y (<1%) S784P (<1%) A871E (<1%)
T790M *
: Exon 20 insertion (4%)
V769M (<1%)
V769M (<1%)

Figure 2: principales
mutations somatiques du gene
EGFR. En vert les mutations
entrainant une sensibilité aux
inhibiteurs EGFR TKI, en rouge
une résistance. La fréquence est
notée entre parenthéses. * : Pour
p.T790M, la fréguence initiale est
de 5%, puis 60% apres
traitement EGFR TKI.

Les mutations sont situées dans la poche de fixation de I'adénosine triphosphate (ATP), soit les
exons 18 a 21. La présence d’'une mutation dans cette région d’EGFR permet le traitement & base
d’'inhibiteur de la tyrosine kinase (EGFR TKI) de premiére ou deuxiéme génération. Ces
traitements sont trés efficaces et peuvent méme aboutir a une régression tumorale compléte dans
60 & 70% des cas [9]. De plus, les traitements par EGFR TKI présentent une survie sans
progression plus longue et des effets secondaires invalidants moindres que la chimiothérapie
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standard [10]. Cependant, dans certains cas, suite au traitement, une résistance peut apparaitre.
La principale mutation (50-60% des cas) liée a cette résistance, nommée p.T790M, est un
changement de C en T au nucléotide ¢.2369 de I'exon 20, qui résulte en une substitution d’'une
méthionine, non-polaire et hydrophobe, par une thréonine, hydrophile. Cette substitution implique
un changement de la conformation de la protéine qui empéche I'adhésion des molécules EGFR
TKI de premiére génération. Il s’agit d’'une résistance acquise, apparaissant généralement dans les
9 a 14 mois [11] suivant le début du traitement et concernant la majorité des patients. En cas
d’apparition de cette résistance, le cancer progresse a nouveau. Un traitement a base dEGFR TKI
de troisieme génération peut alors étre mis en place [9], pour autant que la présence de la
mutation T790M ait été confirmée chez le patient

Le médicament de choix est alors I'Osimertinib, un EGFR TKI de 3°m¢ génération. Il s’agit d’un
composé mono-anilino-pyrimidique dont la structure chimique est illustrée a la figure 3 [12].

”/OH Residue
T790

Figure 3: formule développée de I'Osimertinib Figure 4: complexe EGFR — Osimertinib

Il se fixe de maniére unique et irréversible a la protéine si elle est mutée (figure 4) [13], que ce soit
la mutation primaire ou la mutation de résistance. De plus, il ne se fixe quasiment pas a la version
sauvage de la protéine. Mis sur le marché début 2015, ce médicament a permis une nette
amélioration dans le traitement des patients avec un NSCLC métastatique ayant acquis une
résistance aux EGFR TKI traditionnels [14]. Par contre, pour le remboursement par les caisses
maladies, la démonstration de la présence d’une mutation est exigée.

Afin de connaitre le statut mutationnel d’'un cancer, la méthode de choix était, jusqu’a présent, le
prélevement d’'un fragment de tumeur par biopsie. Cette technique montre cependant des
faiblesses. En effet, toute intervention chirurgicale implique un risque pour le patient. De plus les
résultats en découlant ne sont représentatifs que d’'une partie de la tumeur, et non des mutations
métastatiques éventuelles. Sans oublier que selon la taille et la localisation tumorale, ce type de
prélevement peut tout simplement étre impossible. Une autre méthode est donc nécessaire afin de
déceler I'éventuelle apparition d’une résistance au traitement EGFR TKI.

1.3. ADN tumoral circulant dans le sang (ctDNA)

En 1948 déja, Mandel [15] signalait la présence d’ acide désoxyribonucléique (ADN) circulant dans
le sang d’individus en bonne santé. Puis en 1977, Leon [16] démontrait que la concentration était
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plus élevée dans le sang de patients atteints d’un cancer. Malgré ces découvertes précoces ce
n'est que depuis 2012 [17] que l'analyse de I'ADN circulant dans une perspective de suivi de
I'évolution d’'un cancer sort gentiment du domaine de la recherche pour investir celui du diagnostic.

L’ADN circulant dans le systéme sanguin provient majoritairement de I'apoptose ou de la nécrose
cellulaire. Comme illustré a la figure 5 [18], 'analyse de cet ADN peut concerner une recherche de
mutation, de méthylation voire d’altération des microsatellites. Cependant, dans le cadre du
NSCLC, seules les mutations ponctuelles des exons 18 a 21 du géne EGFR sont pertinentes.

Figure 5: origine de I'ADN circulant : FADN tumoral est relaché par la tumeur et se retrouve dans la circulation
sanguine sous forme de simple ou de double brin. Les phénoménes a I'origine du relargage de ’ADN peuvent
étre I'apoptose, la nécrose ou la sécrétion. La physiologie et le taux de libération ne sont pas encore totalement
compris, la charge tumorale et le taux de prolifération des cellules tumorales peuvent jouer un réle important
dans ces événements. Le type de tumeur influence également le taux de ctDNA retrouvé.

Un prélévement de ctDNA se nomme une biopsie liquide, et consiste en une simple prise de sang.
Elle peut donc étre renouvelée facilement, et est moins dangereuse qu’une intervention
chirurgicale. Afin de garantir la présence majoritaire de ctDNA, les tubes utilisés contiennent un
stabilisateur qui préserve les cellules nucléées sanguines, évitant ainsi le relargage d’ADN
cellulaire. Le volume prélevé est de 10 mL, afin d’obtenir environ 4 mL de plasma suite a 2 cycles
de centrifugation. Puis I'étape clé consiste a isoler de 'ADN circulant possédant la meilleure
qualité et la plus grande taille possible, sachant que la taille moyenne se situe généralement entre
120 et 200 pb [11]. A titre de comparaison, 'ADN génomique contient plusieurs milliers de paires
de bases aprés extraction. Pour y parvenir, les méthodes commerciales actuellement disponibles
sont basées soit sur des membranes de silice (par exemple : kits « AmoyDx Circulating DNA kit »
(Amoy Diagnostics) et « QIAamp Circulating Nucleic Acid » (Qiagen)), soit sur une sélection par
billes magnétiques (par exemple : kits « QlAamp MinElute ccfDNA » (Qiagen) et « Maxwell RSC
ccfDNA » (Promega)).

1.4. Techniques de détection des mutations

Dés lors que 'ADN obtenu est de bonne qualité, il est intéressant de rechercher d’une part la
mutation de la tumeur primaire, afin de déterminer la fraction tumorale de I'échantillon, et d’autre
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part la présence ou non de la mutation de résistance suite au traitement. Pour cela, plusieurs
techniques sont utilisées. Au début des années 2000, la PCR digitale ou dPCR est apparue, qui a
évolué ensuite en ddPCR (pour droplet digital PCR). Cette méthode permet le partitionnement de
I'échantillon en 20'000 gouttelettes par émulsion eau-huile. L’amplification de la séquence cible,
avec utilisation d’'une sonde fluorescente, a lieu ensuite dans chaque gouttelette en parallele. Le
seuil de détection atteignable est de l'ordre de 0.2% [19]. Une autre approche utilisée est le
séquencage a haut-débit (Next Generation Sequencing), qui permet un seuil de détection
relativement bas, de I'ordre de 0.5% de mutation. D’autres méthodes ont été décrites, comme par
exemple 'ARMS-PCR (amplification refractory mutation system PCR), mais leur sensibilité,
spécificité et/ou colts ne sont pas adéquats pour 'ADN circulant. Etant donné le matériel
disponible au laboratoire et selon les recommandations de I'’Association internationale pour I'étude
du cancer du poumon (IASLC) [20], le NGS est chaisi.

1.4.1. NGS

Cette technique consiste en une premiére amplification en paralléle de toutes les régions d’intérét
par PCR multiplexe, suivi d’'une deuxieme amplification avec ajout de codes-barres (afin d’identifier
le patient) et d’adaptateurs (nécessaires a I'analyse sur le séquenceur). Selon le fournisseur, les
séquences des adaptateurs sont différentes. Une amélioration du seuil de détection semble étre
possible grace a I'ajout lors de la premiére PCR de ce que 'on appelle du molecular barcoding ou
également UMI et qui consiste a utiliser une amorce spécifique de la région mais avec une
séquence variable a I'extrémité. Ce systéme permet ensuite de différencier les PCR duplicates

(dus a des erreurs générées par la polymérase) des mutations réelles (figure 6) [21].

< —— Alléle sauvage

I < — Alléle sauvage avec
. "
e

erreur due a la

e
= < ——w— Mutation réelle et erreur
— N .
—w——  due a la polymérase

Figure 6: illustration du molecular barcoding : chaque molécule d’ADN est barcodée avec une séquence unique
et aléatoire (symboles : rouge, turquoise et vert). A chaque cycle de PCR une copie de la séquence originale est
générée (barcode identique). Lorsqu’une erreur due a la polymérase se produit (losanges bleus), seule une
partie des molécules d’ADN avec le méme barcode possedera cette erreur spécifique. A I'inverse, une mutation
réelle (losanges rouges) sera présente dans tous les amplicons, et pourra donc étre interprétée comme « vraie
mutation ».

Il semblerait que cette derniére méthode permette de descendre le seuil de détection a 0.1% de
mutation, ce qui est particulierement intéressant pour la mutation p.T790M qui indique une récidive
du cancer et implique donc un changement de traitement. Par contre, pour la recherche de la
mutation de la tumeur primaire, une amplification avec un seuil de détection entre 1 et 2% est
suffisante [22].

Certains kits commerciaux proposent I'amplification en paralléle de multiples régions du génome.
Les inconvénients de cette approche sont le risque d’incidental findings (découvertes fortuites)
ainsi que la diminution de la sensibilité. En effet un nombre maximum de reads (lecture) peut étre
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atteint par run sur le séquenceur. Selon que ces reads sont répartis en 50 cibles ou en 5, la
couverture de chaque région changera d’un facteur 10 en moyenne.

La limite de détection dépend principalement du prélevement. En effet, sachant que le génome
humain diploide correspond a 6.6 pg d’ADN, qu’avec 4 mL de plasma il est possible d‘obtenir au
moins 200 ng de ctDNA & une concentration de 30 ng/pL et que la quantité maximale de ctDNA
dans la réaction de PCR est de 5 pL, cela correspond a 150 ng et donc 22'700 génomes diploides.
En conséquence, 45'000 copies du géne EGFR sont potentiellement présentes, ce qui permet
d’atteindre une sensibilité théorique de 0.002% (1 copie mutée parmi les 45'000). La concentration
minimale requise pour un seuil de 0.1% serait de 1 ng/uL (500 génomes diploides). Il s’agit
néanmoins d’une limite théorique, car des biais de sélection peuvent intervenir a chaque étape de
la procédure. Il faut de plus tenir compte du bruit de fond de la position génomique au
séquencgage, principalement di a un probleme de désamination spontanée de cytosine (C), ce qui
produit une thymine (T) [23], tout comme la mutation p.T790M.

La qualité de 'ADN circulant obtenu, sa concentration ainsi que le rendement global d’extraction
sont donc les critéres majeurs dans la mise en place de la biopsie liquide dans un but de détection,
avec une LLOD (seuil de détection inférieur) de 0.1% de la mutation de récidive p.T790M de I'exon
20 du géne EGFR dans le contexte des NSCLC.

2. Matériel et méthodes

2.1. Prélevement des échantillons

De 1 a 4 tubes Streck « Cell-Free DNA BCT® CE » ont été utilisés pour les prélevements de sang,
tant sur les volontaires sains que pour les patients atteints de NSCLC, grace a une collaboration
avec le service d’oncologie de I'Hbpital du Valais. Selon les recommandations de la commission
cantonale d’éthique de la recherche sur I'étre humain (CER-VD), tous les tubes ont été
anonymisés, et les patients, ainsi que les volontaires, informés du but du prélévement (mise au
point d’'une analyse). Les tubes ont été centrifugés a 4000g pendant 10 minutes a 4°C, puis le
plasma a été transféré dans des tubes Falcon 15 mL, et centrifugé & nouveau aux mémes
conditions.

L’ADN des volontaires a été utilisé afin de comparer le rendement et la qualité des différents kits
d’extraction. Seuls les ctDNA de patients ont par la suite été séquencés, ceci afin d’éviter des
découvertes fortuites.

Tous les échantillons ont été traités dans un délai maximal de 48h aprés le prélevement. Le
nombre et le choix des kits testés pour les échantillons s’est fait majoritairement en fonction du
volume de plasma obtenu.

2.2. Extraction du ctDNA

Un volume de 4 mL de plasma a été utilisé avec les kits « AmoyDx Circulating DNA kit » (Réf :
ADx-BL03) de la firme Amoy Diagnostics et « Maxwell RSC ccfDNA Large Volume » (Réf:
AX1115) de la firme Promega (sur le robot « Maxwell® RSC Instrument » (Réf : AS4500)). Pour
les 2 kits de la firme Qiagen : « QlAamp MinElute ccfDNA Midi Kit » (Réf : 55284) et « QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit » (Réf : 55114), les volumes ont été de 3 a 5 mL selon la quantité de
plasma a disposition. Les protocoles complets des kits sont en annexe.
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Le nombre d’ADN de volontaires, respectivement de patients, extraits avec chacun des kits est le
suivant : 14 et 6 avec chacun des kits de Qiagen, 10 et 4 avec le kit d’Amoy Diagnostics, 9 et 6 sur
le robot de Promega (tableau 1).

Tableau 1: liste des prélévements de sang extraits avec les différents kits, en noir : volontaires sains, en rouge :
patients atteints de NSCLC en processus de suivi, en gras : échantillons extraits selon les 4 méthodes

N° ADN QlAamp MinElute QIlAamp Circulating AmoyDx Maxwell RSC
ccfDNA Nucleic Acid Circulating DNA ccfDNA

1 X
2 X X X
3 X X X
4 X X X
5 X X X
6 X X X
7 X X X
8 X X X
9 X X X
10 X X X
11 X X X
12 X
13 X X X
14 X X X X
15 X X X X
16 X X X X
17 X X X X
18 X X
19 X X
20 X X
21 X X
22 X X X X
23 X X X X
24 X X

total 20 20 14 15

L’ADN circulant a été remis en suspension selon les prescriptions du fabriquant de chaque kit, soit
dans un tampon fourni (« QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit », « AmoyDx Circulating DNA Kit »
et « Maxwell RSC ccfDNA Large Volume ») soit dans de I'eau ultrapure (« QlAamp MinElute
ccfDNA Midi Kit »).

2.3. Quantification du ctDNA

Plusieurs méthodes ont été appliquées afin de déterminer la quantit¢ d’ADN présente aprés
I'extraction. Dans un premier temps, une quantification de 'ADN avec les kits « Qubit™ dsDNA HS
Assay Kit » (Réf : Q32851, limites de détection : 0.010 a 100 ng/uL), pour ’ADN double brin, et «
Qubit™ ssDNA Assay Kit » (Réf : Q10212, limites de détection : 0.050 & 200 ng/uL), pour ’ADN
simple brin, de la firme Invitrogen a été effectuée en ajoutant 2 a 5 pL d’échantillon au mélange
réactionnel, afin de lire la concentration sur un Qubit® 2.0 avec le programme adéquat, selon le
protocole du fournisseur.
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Puis, afin de quantifier ainsi que de déterminer la taille de 'ADN obtenu, 5 yL de chacun des
échantillons, mélangés a 15 ou 20 puL de tampon Tris-EDTA, ont été passés sur le Fragment
Analyzer™ Automated CE System de la firme Advanced Analytical, avec le kit « dsDNA 905
Reagent Kit » (Réf : DNF-905), et le « Long Array » (Réf : A2300-1250-5580) pour une résolution
de 3-5 pb et une LLOD de 0.5 ng/pL.

La quantité d’ADN circulant étant trés variable, notamment entre les patients en rémission et ceux
en récidive, la médiane a été utilisée préférentiellement a la moyenne lors de I'analyse des
résultats.

2.4. Détermination de la qualité du ctDNA

Afin de connaitre également la qualité de 'ADN extrait, deux tests par qPCR ont été réalisés, I'un
amplifiant un fragment de 495 pb du géne ZFY, (ou ZFX) présent tant sur le chromosome X que Y
(NM_003411.3) (amorces ZFY-F: 5-ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC-3’, ZFY-R: 5-
GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT-3)) et 'autre amplifiant 96 pb dans I'exon 20 du géne EGFR
(LRG_304t1) (amorces EGFR_E20F: 5-CGCCTGCTGGGCATCTG-3’, EGFR_E20R: 5'-
GTCTTTGTGTTCCCGGACATAGT-3’, selon Seki et al [24]). Toutes les amorces utilisées lors de
ce travail ont été synthétisées par la firme Microsynth.

Le mélange réactionnel était composé, pour les deux réactions, de 1x « LightCycler® FastStart
DNA Master SYBR Green | » (Réf : 03003230001) de la firme Roche Diagnostics, 1.25 mM de
MgCl,, de 0.5 uM de chacune des amorces sens et anti-sens, de 2 yL d’échantillon, et du volume
d’eau ultrapure nécessaire pour un volume de 10 L final. Les programmes utilisés sur le LC2.0 de
Roche sont décrits dans les tableaux 2 et 3 ci-dessous :

Tableau 2: Programme gqPCR ZFY

ZFY Denaturation Amplification Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 40 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [°C] 95 95 55 72 95 65 98 40
Hold [hh:mm:ss] 00:08:00 00:00:00 00:00:15 00:00:20 00:00:10 00:00:20 00:00:00 00:00:30
Ramp Rate [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0.1 20
Acquisition Mode None None None Single None None Continu. None

Tableau 3: Programme qPCR EGFR

EGFR Denaturation Amplification Melting Cooling
Parameter

Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 40 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [°C] 95 95 60 72 95 65 98 40
Hold [hh:mm:ss] 00:08:00 00:00:00 00:00:10 00:00:12 00:00:10 00:00:20 00:00:00 00:00:30
Ramp Rate [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0.1 20
Acquisition Mode None None None Single None None Continu. None
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La PCR quantitative avec utilisation d’un standard interne peut permettre également de réaliser
une quantification relative de 'ADN présent. Dans ce but, il est recommandé de réaliser les
expériences en triplicata et de faire une série de dilutions du standard. Etant donné la faible
quantité de ctDNA a disposition, le nombre d’échantillons a tester et sachant que le but premier de
la gPCR lors de ce travail était de tester la qualité de 'ADN a disposition, les expériences ont été
réalisées a simple avec un seul standard interne. Néanmoins les résultats obtenus ont été
quantifiés selon I'équation (1) ci-dessous [25] et comparés aux résultats obtenus par les méthodes
décrites plus haut (3.3).

conc.std

conc.ech.= 2(Cp ech—Cp std) Equation (1)
conc.: concentration en ADN
ech. : échantillon
std : standard
Cp: nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence émise dépasse significativement le bruit de fond

De plus entre 2 et 3 échantillons obtenu avec chacun des kits d’extraction ont également été
amplifiés avec le kit « QC Plex » (Réf : QC-0521.100) de la firme Agilent selon le protocole du
fournisseur puis passés sur le Fragment Analyzer, avec le kit DNF-910 (35-1500 pb). Le QC Plex
est une méthode PCR multiplexe qui permet de générer 6 fragments (100, 200, 300, 400, 600 et
700 pb) afin de déterminer la qualité de 'ADN et sa capacité a étre amplifié. Il contient également
un standard interne de 150 pb afin de vérifier 'absence d’inhibiteurs de la PCR.

2.5. Concentration du ctDNA extrait avec Promega

Le volume minimal d’élution du kit Promega étant élevé (75 uL), le fabricant propose d’utiliser
ensuite leur kit « ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System » (A2891) afin d’obtenir
une concentration en ADN plus élevée. Dans ce but, 50 uL de 4 échantillons extraits avec le kit
« Maxwell RSC ccfDNA Large Volume » ont donc été passés sur ces colonnes, €lués dans 30 pL
d’eau ultrapure, puis quantifiés a nouveau avec le kit « Qubit™ dsDNA HS Assay Kit ».

2.6. Séquencage a haut-deébit

Seuls les échantillons provenant de patients en processus de suivi pour un NSCLC-EGFR positif,
ont ensuite été séquencés sur le MiSeq (lllumina) afin de confirmer la faisabilité de la détection de
mutations du géne EGFR sur de I’ADN circulant provenant de biopsies liquides.

Dans ce but, 3 méthodes de préparation de librairies ont été utilisées. Les deux premieres ont été
développées lors de ce travail, afin de détecter une ou plusieurs mutations précises mais avec un
seuil de détection le plus bas possible. La troisieme est une méthode commerciale, permettant
d’amplifier entierement les exons 18 a 21 du géne EGFR, mais elle est par conséquent plus
colteuse.

2.6.1. Amplification d’une partie de I’exon 20 d’EGFR

Pour 9 extraits obtenus, seules les amorces couvrant une partie de I'exon 20 du géne EGFR,
(EGFR_E20F et EGFR_EZ20R, voir 2.4), auxquelles des tags ont été ajoutés (tag amorce F: 5'-
AAGACTCGGCAGCATCTCCA-3’, tag amorce R: 5-GCGATCGTCACTGTTCTCCA-3) afin de
permettre I'ajout des barcodes (MID) dans un deuxiéme temps, ont été utilisées. La préparation
des librairies consiste en une premiére amplification avec 2x « Taq PCR Master Mix Kit » (Réf :
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201443) de la firme Qiagen, 0.5 yM de chacune des amorces, 2 uyL d’ADN et de I'eau ultrapure
pour un volume final de 25 pL. La PCR, sur le thermocycleur « Trio » (Réf : 846-x-070-723) de la
firme Biometra, consiste en une dénaturation initiale de 3’ a 94°C, puis 35 cycles 307/94°C —
307/58°C — 307/72°C, et finalement 10’ d’élongation a 72°C. A la fin du programme, 20 puL
d’échantillon sont purifiés avec un ratio 1:2 de billes « Agencourt AMPure XP » (Réf : A63881) de
la firme BeckmanCoulter, puis repris dans 40 uL d’eau ultrapure.

Aprés une dilution de 300x, le produit de PCR est amplifié a nouveau afin d’y ajouter les barcodes
ainsi que les adaptateurs nécessaires au passage sur le séquenceur. Pour cela, un mélange
réactionnel contenant 0.5x « Universal PCR mix », 0.5x tampon « AR1 » et 0.625 U de Taq
Polymérase (kit « drMID for Illumina NGS Systems » (Réf : ML-0208.240) de la firme Agilent) par
échantillon est préparé. Puis 20 pyL de ce mix ainsi que 2 pL de chacun des MID choisis et 2 puL du
produit PCR dilué sont mélangés pour une amplification selon le programme suivant : 10’ a 98°C,
puis 20 cycles 45”/95°C — 45”/64°C — 2'/68°C, et finalement 10’ a 72°C.

Suite a cette deuxieme amplification, le produit obtenu est a nouveau purifié avec un ratio 1:1.8 a
l'aide des billes « Agencourt AMPure XP », puis repris dans 20 uL de low TE (Réf: 12090015) de
la firme ThermoFisher. Ensuite, 2 pyL de la librairie ainsi obtenue sont quantifiés avec le kit
« Qubit™ dsDNA HS Assay Kit ».

Un mélange équimolaire contenant tous les échantillons a séquencer est réalisé et une dilution a
4'000 pM de ce mélange est utilisée pour le chargement de la cartouche (v2 ou v3 selon le nombre
d’échantillons) qui est installée sur le séquenceur (selon protocole lllumina MiSeq). A la fin de
I'analyse, les fichiers BAM, BAI, FASTQ et VCF sont récupérés.

2.6.2. Amplification des exons 18 a 21 avec le kit Agilent

Pour 6 extraits, la librairie a été réalisée avec le kit « EGFR 18-21 MASTR » (Réf : MR-0130.024)
de la firme Agilent, afin de couvrir les exons 18 a 21 du géne EGFR, selon le protocole fourni [26].
Suite a la premiére purification avec les billes magnétiques, le déroulement est identique a la
procédure décrite précédemment (voir point 2.6.1).

2.6.3. Ampilification d’une partie des exons 20 et 21 d’'EGFR

Les librairies des 8 derniers extraits ont été réalisées avec une amplification en paralléle d’'une
partie des exons 20 (voir point 2.6.1) et 21 du géne EGFR (amorce EGFR_E21F: 5'-
AGCCAGGGAACGTACTGGTGA-3’ et amorce EGFR_E21R: 5-TGCCTCCTTCTGCATGGTAT-
3’, dessinées a l'aide de Primer3 [27] selon la séquence de référence LRG_304t1, pour une taille
de 107 pb et une Tm de 60°C, amorces auxquelles des tags identiques a ceux de I'exon 20 ont été
ajoutés). Les deux réactions utilisant le méme programme d’amplification, leurs produits ont été
mélangés a un ratio de 1:0.75 lors de la premiere purification. La suite de la préparation a été
identique (voir point 2.6.1).

2.6.4. Utilisation de 4 ctDNA synthétiques

Le set de référence « EGFR Multiplex Cell Free DNA » (Réf : HD825) d’Horizon Discovery Ltd a
été utilisé afin de déterminer la LLOD du NGS pour différentes mutations du gene EGFR. Il est
composé de 4 tubes, contenant chacun 350 ng d’ADN fragmenté (environ 160 pb), avec des
fréquences alléliques de respectivement 5, 1, 0.1 et 0% des 10 "variants" suivants du géene EGFR
(tableau 4) :
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Tableau 4: variants présents dans le set de référence « EGFR cfDNA » d’Horizon

position génomique exon nucléotide protéine
chr7:55259515 21 c.2573T>G p.L858R
chr7:55242466-55242480 19 €.2236_2250del15 p.E746_A750delELREA
chr7:55249071 20 €.2369C>T p.T790M
chr7:55249009-55249010 20 €.2307_2308insGCCAGCGTG p.V769_D770insASV
chr7:55259524 21 €.2582T>A p.L861Q
chr7:55241707 18 €.2155G>A p.G719S
chr7:55249091 20 C.2389T>A p.C797S
chr7:55227924 12 c.1391C>T p.S464L
chr7:55227926 12 c.1393G>A p.G465R
chr7:55249005 20 €.2303G>T p.S768lI

Les amorces des exons 20 et 21 ont été utilisées comme décrit ci-dessus (point 2.6.3) pour un
premier test du seuil de détection.

2.6.5. Analyse des résultats

Les résultats du séquencgage a haut-débit (NGS) ont été visualisés a I'aide du logiciel IGV [28] et la
couverture ainsi que la fréquence de chacune des bases aux positions d’intérét ont été relevées.
Les calculs statistiques ont été réalisés sur Excel, grace a l'utilitaire d’analyse « Test d'égalité des
espérances: observations pairées ». Le test de Student (t-Test), la médiane et les quartiles ont été
déterminé avec les formules idoines sur Excel (seuil de confiance utilisé : 95%).

L’analyse du géne EGFR pour les 6 patients a été réalisée en paralléle, dans un but diagnostic, a
linstitut de médecine génétique et pathologie de I'hépital universitaire de Baéle, avec le kit
« Oncomine™ Lung cfDNA Assay » de ThermoFisher, sur un séquenceur S5 ou PGM. Une copie
des résultats a été obtenue afin de comparer les données obtenues lors de ce travail avec celles
de Béle.

3. Résultats

Aprés centrifugation et décantation du sang prélevé, 'ADN circulant présent dans les plasmas a
été extrait avec I'un des 4 kits a disposition (« QIAamp MinElute ccfDNA », « QlAamp Circulating
Nucleic Acid », « AmoyDx Circulating DNA » ou « Maxwell RSC ccfDNA »).

3.1. Quantification du ctDNA

Le dosage de I'ADN circulant, simple et double brin, a été réalisé selon plusieurs méthodes, afin
d’en déterminer la concentration.

3.1.1. Qubit™ dsDNA HS Assay Kit

Tout d’abord, la quantification avec le kit dsSDNA HS a donné, pour les volontaires, une médiane
entre 0.196 ng/pL (kit « Maxwell RSC ccfDNA ») et 0.919 ng/pL (kit « QlAamp Circulating Nucleic
Acid »). Les valeurs extrémes se sont situées entre 0.434 et 1.29 ng/uL pour le kit « QlAamp
MinElute ccfDNA », entre 0.459 et 2.10 ng/uL pour le kit « QlAamp Circulating Nucleic Acid »,
entre 0.149 et 0.439 ng/uL avec le kit « AmoyDx Circulating DNA » et entre 0.104 et 0.552 ng/uL
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pour le kit « Maxwell RSC ccfDNA ».

En ce qui concerne 'ADN circulant des patients, les médianes ont été déterminées avec les
mémes Kkits et se sont établies entre 0.369 ng/ul (kit « AmoyDx Circulating DNA ») et 1.01 ng/uL
(kit « QlAamp Circulating Nucleic Acid »). Les valeurs minimales ont été semblables aux valeurs
obtenues dans le plasma des volontaires. Par contre les valeurs maximales se sont révélées bien
plus élevées, s’établissant a 10.7, 17.7, 1.93 et 3.83 ng/uL (kits « QlAamp MinElute ccfDNA »,
« QlAamp Circulating Nucleic Acid », « AmoyDx Circulating DNA » et « Maxwell RSC ccfDNA »,
respectivement). Les valeurs obtenues sont récapitulées dans le tableau 5 et illustrées dans les
figures 7 et 8 (volontaires sains, respectivement patients).

Tableau 5: valeurs obtenues (en ng/uL) avec le Qubit dsDNA HS Assay kit selon le kit d'extraction utilisé

Volontaires sains | patients

médiane minima maxima médiane minima maxima

QlAamp MinElute ccfDNA 0.646 0.434 1.29 0.897 0.528 10.7

QlAamp Circulating Nucleic Acid 0.919 0.459 2.10 1.01 0.647 17.7

AmoyDx Circulating DNA 0.237 0.149 0.439 0.369 0.209 1.93

Maxwell RSC ccfDNA 0.196 0.104 0.552 0.381 0.199 3.83
10 - 10 =™

concentration de ctDNA [ng/uL]
concentration de ctDNA [ng/pL]

11 LR —
——

0 ‘ 0 : ‘
QlAamp QlAamp AmoyDx  Maxwell RSC QlAamp QlAamp AmoyDx  Maxwell RSC
MinElute Circulating  Circulating ccfDNA MinElute Circulating  Circulating ccfDNA
ccfDNA Nucleic Acid DNA ccfDNA Nucleic Acid DNA

Figure 7: concentration en ctDNA des volontaires Figure 8: concentration en ctDNA des patients par
sains par Qubit dsDNA HS kit ; en noir : la médiane, en  Qubit dsDNA HS kit en noir : la médiane, en bleu :
bleu : minima, en rouge : maxima, boite : ler et 3¢éme minima, en rouge : maxima, boite : ler et 3eme
quartile guartile

Un test de répétabilité, avec deux échantillons de chacun des kits d’extraction, a permis de
constater la fiabilité de cette méthode de quantification, comme illustré dans la figure 9.
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Figure 9: test de répétabilité du kit « Qubit dsDNA HS »

Le coefficient de corrélation de Pearson obtenu entre les échantillons est de 99.5%.
3.1.2. Qubit™ ssDNA Assay Kit

La méthode permettant le dosage de ’'ADN simple brin détecte également tout 'ADN double brin.
Les résultats obtenus ont donc montré des valeurs de concentration médiane plus élevées. La
différence a été de l'ordre de 7x plus d’ADN simple brin que la valeur mesurée pour I’ADN double
brin. Cela quel que soit le kit d’extraction utilisé.

Le test de répétabilité effectué avec 2 a 3 extraits pour chacun des kits (tableau 6), a donné un
coefficient de corrélation de Pearson de 99.1% pour les 9 échantillons quantifiés a double.

Tableau 6: test de reproductibilité de la quantification avec le kit Qubit ssDNA ; ssDNA-1: concentration
obtenue lors du 1¢ dosage, ssDNA-2 : concentration obtenue lors du 2™ dosage

Kit N° ADN ssDNA-1 ssDNA-2
QlAamp MinElute 15 3.2ng/uL 3.9 ng/uL
ccfDNA 23 70 ng/uL 79 ng/uL
4 6.7 ng/uL 8.2 ng/uL
QlAamp Circulating
Nucleic Acid 8 >4ng/ul 6.0 ng/ul
15 27 ng/uL 21 ng/uL
AmoyDx Circulating 4 2.6ng/uL 6.6 ng/ulL
DNA 9 1.0ng/uL 1.7 ng/uL
14 0.94 ng/uL 1.3 ng/uL
Maxwell RSC ccfDNA g/u 8/u
15 0.89 ng/uL 1.4 ng/uL

3.1.3. Fragment Analyzer™ Automated CE System

La médiane pour la quantification effectuée sur le Frament Analyzer chez les volontaires s’est
établie entre 0.363 ng/ul (kit « AmoyDx Circulating DNA ») et 1.47 ng/uL (kit « QIAamp Circulating
Nucleic Acid »). Quant a la médiane pour les échantillons de patients, elle s’est située entre 2.12
ng/uL (kit « AmoyDx Circulating DNA ») et 7.08 ng/uL (kit « QIAamp Circulating Nucleic Acid »).
Les résultats des autres kits ainsi que les valeurs maximales et minimales sont illustrées dans le
tableau 7.
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Tableau 7: concentrations, en ng/pL, obtenues sur Fragment Analyzer ; en rouge : valeurs en dessous du seuil

de détection
Volontaires sains  Patients |

médiane minima maxima médiane minima maxima

QlAamp MinElute ccfDNA 0.973 0.390 15.4 3.92 2.02 116
QlAamp Circulating Nucleic Acid 1.47 0.633 5.02 7.08 3.16 302
AmoyDx Circulating DNA 0.363 0.000 1.01 2.12 0.150 7.66
Maxwell RSC ccfDNA 0.607 0.146 3.85 2.57 0.779 28.5

Il faut cependant relever que la plupart des concentrations mesurées étaient proches, voire
inférieures a la LLOD de la méthode, particulierement avec les kits « AmoyDx Circulating DNA » et
« Maxwell RSC ccfDNA ».

Un test de reproductibilité a été effectué avec 2 échantillons, ayant une concentration supérieure a
la LLOD, obtenus avec chacune des méthodes d’extraction. Les résultats montrent des différences
allant de 2 fois moins a 3 fois plus d’ADN détecté, bien que la taille moyenne obtenue soit, elle,
comparable (tableau 8).

Tableau 8: test de reproductibilité pour le Fragment Analyzer ; FA-1: concentration obtenue au ler passage, FA-
2 : concentration obtenue au 2éme passage

Kit p— EATL A3
22 2.1 ng/ulL 2.9 ng/ulL
QlAamp MinElute ccfDNA g/u g/u
24 3.1ng/ul 5.3 ng/uL
15 45ng/ul = 2.9 ng/pL
QlAamp Circulating Nucleic Acid 8/n g/u
16 31ng/ul  15ng/pL
7 1.0 ng/uL  0.46 ng/pL
AmoyDx Circulating DNA g/u g/u
23 7.7 ng/uL 9.8 ng/pL
15 3.8ng/ul 1.8 ng/plL
Maxwell RSC ccfDNA g/u g/u
23 28 ng/uL 92 ng/uL

La taille moyenne des fragments des échantillons s’est située entre 152 et 169 pb, quel que soit le
kit, autant pour le ctDNA des volontaires que pour celui des patients.

3.2. Qualité du ctDNA

Concernant le control négatif, le test par qPCR pour un amplicon de 495 pb (géne ZFY) effectué
sur les ADN extraits n’a pas montré d’amplification pour la plupart des échantillons. Uniquement 1
échantillon extrait avec le kit « QIAamp MinElute ccfDNA », 3 avec le kit « QlAamp Circulating
Nucleic Acid » et 5 avec le kit « AmoyDx Circulating DNA » ont permis de détecter un signal avant
le 35 cycle. Le kit « Maxwell RSC ccfDNA » n’a, quant a lui, présenté aucun échantillon
amplifiant a 495 pb.

Par contre, 'amplification d’'une partie de I'exon 20 du gene EGFR, a 96 pb, a été détectée,
comme attendu, dans tous les échantillons. Il est toutefois intéressant de noter qu’il est sorti en
moyenne plus tardivement (32°™ cycle) avec les extraits du kit « Maxwell RSC ccfDNA » qu’avec
les autres, qui sont sortis respectivement au 29°™ cycle (kit « QIAamp MinElute ccfDNA »), 30éme
cycle (kit « QlAamp Circulating Nucleic Acid ») et 28°™ cycle (kit « AmoyDx Circulating DNA »).

La robustesse de la méthode a été testée par la répétition, lors d’'une nouvelle analyse, de 2
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échantillons au hasard (1 de volontaire et 1 de patient) extrait avec chacun des kits (figure 10).

37 ~

35 -

29 -

27 T T T T 1
27 29 31 33 35 37

cpqPCR 1

Figure 10: test de répétabilité de la qPCR pour EGFR

Le coefficient de corrélation de Pearson est de 98.9% pour EGFR. Pour ZFY les résultats obtenus
(négatifs) ont été semblables.

3.3. Comparaison inter-kits de la quantité absolue de ctDNA

Pour 6 des échantillons, les 4 méthodes d’extraction ont été appliquées. Le contrble positif, de
concentration connue, utilisé lors de la gPCR a permis d’établir une corrélation entre le cp observé
(point d’intersection signal - seuil de référence) et la quantité d’ADN circulant dans les échantillons
selon I'équation (1) (voir point 2.4). Une comparaison des quantités absolues (nanogrammes par
millilitre de plasma) a pu ainsi étre effectuée. Les quantifications au Qubit, que ce soit en double
ou en simple brin, et au Fragment Analyzer étant comparables (p>0.05), seuls ceux du « Qubit™
dsDNA HS Assay Kit » sont illustrés a la figure 11. Les résultats par qPCR sont eux représentés
dans la figure 12.

Au Qubit, seul de kit « AmoyDx Circulating DNA » montre des résultats de quantification
clairement abaissés par rapport aux 3 autres méthodes. Par contre, par qPCR, ce sont les
résultats du kit « Maxwell RSC ccfDNA » qui sont abaissés pour tous les échantillons, et les
extraits obtenus avec le kit « AmoyDx Circulating DNA » présentent des résultats intéressants.

L’analyse statistique comparant la quantification par Qubit dsDNA HS et par qPCR pour
'ensemble des échantillons (n entre 14 et 20 selon les Kkits, voir point 2.2) donne les résultats
suivants selon la méthode d’extraction utilisée (tableau 9) :

Arcioni S. 16/27



1000 1000.00

100.00

100 —

10 10.00

1| | l | | 1.00 -
14 15 16 17 22 23

m ccfDNA kit m circulating NA

concentration de ctDNA [ng/mL de plasma]
concentration de ctDNA [ng/mL de plasma]

14 15 16 17 22 23

m ccfDNA kit m circulating NA

AmoyDX Maxwell AmoyDX Maxwell

Figure 11 : comparaison des concentrations Figure 12: comparaison des concentrations obtenues
obtenues par "Qubit dsDNA HS" entre les différents par qPCR (96 pb du géne EGFR) entre les différents
kits pour 6 échantillons kits pour 6 échantillons

Tableau 9: résultats statistiques de comparaison des méthodes Qubit dsDNA HS et qPCR selon les Kkits utilisés

Coefficient de

corrélation de Pearson T-test
QlAamp MinElute ccfDNA 0.996 0.37
QlAamp Circulating Nucleic Acid 0.994 0.91
AmoyDx Circulating DNA 0.989 0.29
Maxwell RSC ccfDNA 0.996 0.02

Un coefficient de corrélation de Pearson proche de 1 signifie une corrélation totale entre les
valeurs obtenues par les 2 méthodes. Lorsque le résultat de T-test est supérieur a 0.05, cela
signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les 2 types de mesure.

Alors que trois des quatre kits d’extraction présentent des résultats comparables entre les deux
méthodes de quantification, seuls les résultats obtenus avec le kit « Maxwell RSC ccfDNA » sont
significativement différents.

3.4. Amplifiabilité du ctDNA

Pour tous les échantillons amplifiés avec le kit « QC Plex », des fragments ont été détectés. Les
concentrations maximales obtenues ont été retrouvées dans les amplicons de 100 pb. Avec les
deux kits de la société Qiagen et celui de Amoy Diagnostics, des fragments de plus de 400 pb ont
pu étre amplifiés. Cependant, le kit « QIAamp Circulating Nucleic Acid » a présenté les
concentrations des fragments de plus de 300 pb les plus élevées. Les 2 échantillons extraits avec

Arcioni S. 17127




le kit « Maxwell RSC ccfDNA » n’ont permis de détecter que des fragments jusqu’'a 300 pb y
compris. La figure 13 illustre les résultats de 7 des 10 échantillons testés sur le Fragment
Analyzer.

Figure 13: Image du Fragment Analyzer
représentant 7 des échantillons testés par
« QC Plex » extraits avec les Kits suivants :
—30— « QIAamp MinElute ccfDNA » (1), « QlAamp
Circulating Nucleic Acid » (2), « AmoyDx
Circulating DNA» (3) et « Maxwell RSC
——— ccfDNA »(4). La bande intense, a 150 pb,
correspond au contrdle interne du Kit.

won |
—00

3.5. Concentration du ctDNA extrait avec Promega

Le volume minimal d’élution avec le kit « Maxwell RSC ccfDNA » étant important, les extraits ont
présenté des concentrations en ADN circulant faibles. Afin d’obtenir une quantit¢ d’ADN par
microlitre plus élevée, 4 des extraits obtenus avec ce kit ont été passés sur les colonnes fournies
par Promega afin de concentrer 'ADN. Or, aprés dosage avec le kit « Qubit™ dsDNA HS Assay
Kit », tous ont perdu au mieux la moitié, voire tout 'ADN présent, ce dernier n’étant plus
guantifiable.

3.6. Séguencage a haut-deébit

L’ADN obtenu avec les différents kits pour les 6 patients a été amplifié selon les 3 méthodes a
disposition afin de rechercher des mutations somatiques du géne EGFR dans le but de valider la
qualité et I'origine de 'ADN extrait.

3.6.1. Amplification des exons 18 a 21 avec le kit Agilent

L’amplification des 4 exons ciblés par le kit Agilent « EGFR 18-21 MASTR » a permis d’obtenir une
couverture moyenne de chacun des exons dans les 6 extraits testés entre 1’600 et 9'000 reads
environ. Les résultats sont illustrés dans la figure 14.
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Figure 14: couverture des différents exons pour les 6 extraits avec le kit « EGFR 18-21 MASTR » ; ccf : kit
« QlAamp MinElute ccfDNA », NA : kit « QlAamp Circulating Nucleic Acid », Amo : kit « AmoyDx Circulating
DNA » et Max : kit « Maxwell RSC ccfDNA », le chiffre correspond au numéro d’ADN

L’écart maximal de couverture, pour un méme échantillon, entre ses différents exons a passé du
simple au triple.

3.6.2. Détection de la mutation de résistance (p.T790M)

Tous les extraits provenant de patients atteints de NSCLC ont été testés pour la mutation
€.2369C>T, p.T790M, dans I'exon 20 du géne EGFR, selon une des 3 méthodes décrites aux
points 2.6.1, 2.6.2 ou 2.6.3. Les résultats obtenus sur le séquenceur MiSeq ont présenté une
couverture entre 4’900 et 36'500 reads pour cette position. Etant donné le bruit de fond a cette
position, et en comparaison avec les résultats des analyses effectuées a linstitut de médecine
génétique et pathologie de I'népital universitaire de Béle, le seuil de détection se situe un peu au-
dessus de 0.2%. En effet dans les extraits d’échantillons, négatifs a Bale, la mutation a été
détectée a une fréquence moyenne de 0.12% mais avec un maximum a 0.21% a Sion.

Néanmoins, ces résultats divergent légerement selon les kits. En effet, pour les 5 patients négatifs,
la fréquence moyenne, en pourcents, de la mutation s’est établie a 0.097 £0.061 (n=5) pour le kit
« QIlAamp MinElute ccfDNA », & 0.13 +£0.037 (n=5) pour le kit « QlAamp Circulating Nucleic Acid »,
a 0.13 £0.074 (n=3) pour le kit « AmoyDx Circulating DNA » et & 0.11 +0.064 (n=5) pour le kit
« Maxwell RSC ccfDNA ».

Etant donné les 30% de fréquence allélique moyenne du nucléotide T a la position ¢.2369, de
I'échantillon n°23, faisant partie des 6 patients testés, il est le seul a présenter une récidive
accompagnée d’une résistance. Les résultats de ce patient, selon le kit d’extraction utilisé, sont
illustrés a la figure 15, sachant que le résultat de Bale donne une présence de 40% de la mutation
de résistance.
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Figure 15: Visualisation de la couverture et de la fréquence de chacun des nucléotides a la position ¢.2369 du
gene EGFR pour les kits « QlAamp MinElute ccfDNA » (1), « QlAamp Circulating Nucleic Acid » (2), « AmoyDx
Circulating DNA » (3) et « Maxwell RSC ccfDNA »(4) sur IGV ; mutation recherchée : C>T ; barre bleu : nucléotide
C, barre rouge : nucléotide T, en vert :nucléotide A, en orange : nucléotide G ; lignes rose et bleu : séquences
identiques a la référence en sens et anti-sens.

La mutation est retrouvée dans les 4 extraits du patient, a des fréquences alléliques entre 27 et
31%, quel que soit le sens de lecture, avec une couverture d’au moins 24’'000x. Quelques
nucléotides A sont également toujours trouvés a cette position.

3.6.3. Détection de la mutation de référence
Chez 2 des patients, il a été possible de retrouver la mutation de référence détectée au diagnostic.

La premiére mutation, p.E746_S752delinsV, située dans I'exon 19 du géne EGFR, n’a pu étre
confirmée que sur un extrait (kit « AmoyDx Circulating DNA »), amplifié avec le kit « EGFR 18-21
MASTR ». En effet, les autres extraits pour ce patient ont été amplifiés uniquement avec des
amorces pour une partie de I'exon 20. Le résultat du séquencage a permis de démontrer la
présence de la mutation a une fréquence allélique de 48.7% avec une couverture de 8854x. Le
laboratoire de Béle a quant a lui rendu une fréquence de 38%.

La deuxiéme mutation de référence présente était située dans I'exon 21 (p.L858R) du géne EGFR,
et les 4 ctDNA obtenus pour ce patient ont été amplifiés pour les exons 20 et 21 partiels. Cela a
permis de retrouver ce variant selon les fréquences indiquées dans le tableau 10.
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Tableau 10: détection de la mutation de référence p.L858R selon les différentes méthodes d'extraction en
fonction de la couverture et de la fréquence de la base mutée en pourcents

couverture % muté

QlAamp MinElute ccfDNA 15'567 46.1
QlAamp Circulating Nucleic Acid 15'747 45.4
AmoyDx Circulating DNA 20'023 49.5
Maxwell RSC ccfDNA 21'126 46.3
résultat Bale - 59.0

La fréquence retrouvée pour la mutation a Sion est plus faible que celle donnée par Bale, quel que
soit le kit d’extraction utilisé.

3.6.4. Utilisation de 4 ctDNA synthétiques

L’amplification partielle des exons 20 et 21 pour les 4 ctDNA synthétiques a été utilisée afin de
vérifier le seuil de détection et la fiabilité des VF (fréquence de variant) obtenus. Seules 4 des 10
positions de variants ont pu étre analysées, les autres se trouvant dans des régions du géne non-
amplifiées avec cette méthode. Les résultats de couverture ainsi que de VF pour les 4 échantillons
sont donnés dans le tableau 11.

Tableau 11: résultats de couverture et VF obtenus avec les échantillons du set de référence « EGFR cfDNA »
d’Horizon ; en rouge les valeurs hors seuil

attendu : 5% [t 1.5] | attendu : 1% [t 0.4] | attendu : 0.1% [+ 0.05] | attendu : 0% [<0.1%]

couverture %  couverture % couverture % couverture %
p.T790M 31’842 6.5 32’503 1.6 30’984 0.25 32’404 0.19
p.C797S 31’846 5.9 32’506 1.1 30'990 0.11 32’408 0.012
p.L858R 17’541 2.7 18’140 0.52 17’326 0.15 16’785 0.083
p.L861Q 17’541 6.3 18’142 1.5 17’329 0.15 16’875 0.059

La corrélation entre le résultat attendu et la fréquence retrouvée est bonne pour les mutations
p.C797S et p.L861Q. Elle est légérement sous-estimée pour la mutation p.L858R et globalement
surestimée pour la mutation p. T790M.

4. Discussion

4.1. Extraction de I’ADN circulant

Selon les figures 7 et 8 et comme attendu la quantité d’ADN circulant est plus élevée chez les
patients que chez les volontaires sains. Ceci s’est avéré particulierement vrai pour deux des
patients, qui sont probablement en récidive. En effet, pendant la phase de rémission, le taux
d’ADN circulant revient a la normale [29].

4.1.1. Kit « AmoyDx Circulating DNA »

Les résultats de quantification pour le kit « AmoyDx Circulating DNA » montrent des valeurs bien
plus faibles que pour les autres méthodes. Les bons résultats obtenus par quantification en gPCR
montrent vraisemblablement une contamination de I'extrait avec de 'ADN leucocytaire. En effet,
selon le test du géne ZFY, prés de la moitié des échantillons extraits par cette méthode présentent
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un résultat avant le 35°™ cycle. Ce kit n’est donc pas adéquat pour I'utilisation de biopsies liquides
dans le cadre des NSCLC.

4.1.2. Kit « Maxwell RSC ccfDNA »

Concernant le kit « Maxwell RSC ccfDNA », le robot n'ayant été disponible que pendant 3
semaines sur les 8 durant lesquelles des prélevements ont été effectués, cela a limité le nombre
d’extractions réalisées. De plus, la quantification par gPCR suggére la présence d’un inhibiteur
dans le tampon d’élution (fournit avec le kit) des extraits obtenus avec ce kit. En effet, la quantité
d’ADN utilisée, bien que semblable a celle du kit « AmoyDx Circulating DNA », n’a permis une
amplification de I'exon 20 partiel du géne EGFR que 2 cycles plus tard. La taille des fragments (en
moyenne a 160 pb) n’explique pas non plus ces résultats de cp tardifs.

En outre, toujours pour le kit « Maxwell RSC ccfDNA », la concentration d’ADN circulant dans les
extraits était trés faible, tant dans les dosages en ssDNA qu’en dsDNA, ce qui est di au volume
d’élution minimal élevé du kit. La méthode devant permettre une concentration des extraits n’ayant
pas fonctionné, ce kit n’est pas idéal pour des méthodes de séquengage a haut-débit. En effet, le
volume d’ADN requis par échantillon étant généralement faible, une concentration de ctDNA faible
induirait une limite de détection insuffisante pour un diagnostic de récidive de cancer. Sachant que
plus t6t la récidive est détectée, plus efficace sera le traitement, un seuil de détection le plus bas
possible est recommandé.

4.1.3. Kits Qiagen

Les quantités de ctDNA obtenues se sont révélées les meilleures avec les deux kits de la société
Qiagen.

Par dosage au Qubit de 'ADN double brin, le kit « QlAamp Circulating Nucleic Acid » (extraction
sur membrane de silice) obtient les résultats les plus élevés (échantillons de 14 volontaires et 6
patients). Par contre, si 'on considére la quantification par qPCR, le kit « QlAamp MinElute
ccfDNA » (extraction suite a une sélection par billes magnétiques) permet une détection des 96 pb
de 'exon 20 du géne EGFR en moyenne plus précoce que les autres Kits.

Il N’y a pas de différence significative entre les valeurs de quantification obtenues par « Qubit™
dsDNA HS Assay Kit » et celles calculées selon les cycles de qPCR en ce qui concerne les 2 kits
de la société Qiagen (T-test supérieur a 0.05). Le coefficient de corrélation entre les 2 méthodes
est supérieur a 99,4%, et cela indépendamment de la méthode d’extraction utilisée (extraction sur
membrane de silice ou suite a une sélection par billes magnétiques).

De plus, pour le kit « QIAamp MinElute ccfDNA » I'absence d’amplification d’une partie du gene
ZFY dans 95% des cas indique que la contamination de I'extraction avec de 'ADN cellulaire
représente un phénoméne marginal, bien que le test « QC Plex » ait permis d’amplifier, trés
faiblement, des fragments jusqu’a 600 pb.

Le kit « QlAamp MinElute ccfDNA » avec pourtant un rendement légérement inférieur au kit
« QlAamp Circulating Nucleic Acid » montre globalement de meilleurs résultats pour une utilisation
de 'ADN circulant en NGS. Ceci peut provenir de la différence dans la méthode d’extraction, la
sélection par des billes étant moins agressif pour 'ADN que le passage sur une colonne. Des tests
ultérieurs avec ces 2 kits pourraient permettre de confirmer les observations réalisées lors de ce
travail.
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4.1.4. Méthode de quantification

Concernant la méthode de dosage, le kit dsDNA HS utilisé avec le Qubit étant plus simple et
moins codteuy, il est a privilégier. La différence observée entre les valeurs d’ADN simple et double
brin est attendue de par les différents mécanismes de relargage d’ADN tumoral [30]. L’ADN simple
brin étant moins stable, il est préférable d’utiliser la valeur obtenue avec 'ADN double brin pour les
expériences ultérieures d’amplification.

Comme décrit également par Hussing et al [31] le Qubit obtient des valeurs correctes, et surestime
peu 'ADN présent, contrairement au Fragment Analyzer. Le kit utilisé sur le Fragment Analyzer
ayant un coefficient de corrélation de seulement 70.7% lors du test de reproductibilité, il ne permet
pas de quantifier avec fiabilité 'ADN circulant. L'utilisation d’un autre kit de détection sur le
Fragment Analyzer (éventuellement le DNF-474 « High Sensitivity NGS Fragment Analysis kit »,
avec gamme de concentration allant de 0.05 a 5 ng/uL) pourrait améliorer la détection et plus
particulierement permettre d’obtenir des valeurs au-dessus de la LLOD. Pour des questions de
temps et de colts, cette option n’a pas été envisagée lors de ce travail.

4.2. Seéequencage a haut-débit

Bien que n’étant pas le but premier de ce travail, le séquencage a haut-débit a été nécessaire afin
d’assurer que I'ADN extrait soit d’'une part de qualité suffisante pour une utilisation ultérieure par
cette méthode et soit d’autre part effectivement de '’ADN tumoral et non leucocytaire. Ce dernier
point a pu étre validé par la détection de mutations somatiques.

4.2.1. Amplification des exons 18 a 21 avec le kit Agilent

Bien que I'amplification des 4 exons se fasse conjointement, le kit « EGFR 18-21 MASTR » ne
donne pas une couverture identigue pour chaque exon, un facteur 3 ayant pu étre retrouvé. La
couverture de I'exon 20 est généralement moins bonne que celle notamment de I'exon 19, alors
qgu’il nécessite un seuil de détection élevé pour la mutation p. T790M. Néanmoins, les couvertures
obtenues seraient suffisantes pour détecter les mutations présentes dans ces 4 exons a un taux
de 0.5%, par exemple pour la recherche de la mutation de référence.

4.2.2. Détection de la mutation de résistance (p.T790M)

Les résultats obtenus a la position ¢.2369C>T dans I'exon 20 du géne EGFR pour les différents
extraits chez les patients sont concordants avec ceux de Bale. Cependant, le taux de nucléotides
T a cette position dans les extraits sauvages indique une région bruitée, et par conséquent une
limite de détection plus élevée que désirée. Le bruit observé est Iégerement plus faible pour les
échantillons de patients négatifs extraits avec le kit « QIAamp MinElute ccfDNA », néanmoins,
étant donné le faible nombre d’échantillons, cette observation nécessite une confirmation
ultérieure.

4.2.3. Détection de la mutation de référence

Les valeurs obtenues & Béle et & Sion sont la aussi comparables. Cependant, pour 2 mutations
détectées la fréquence allélique est plus élevée a Bale et pour la 3°™ c'est l'inverse. La quantité
de plasma extrait, la méthode d’extraction ainsi que technique de détection, peuvent influencer ces
valeurs. Le laboratoire de Béale extrait le ctDNA de 10 mL de plasma, la méthode d’extraction
utilisée n'est pas communiquée et I'amplification est réalisée avec le kit « Oncomine™ Lung cfDNA
Assay » de ThermoFisher sur S5 ou PGM. Afin d’éviter le prélévement d’un volume de sang trop
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important, il a été décidé de ne pas ponctionner plus de 3 tubes chez les patients en plus des 2
destinés aux analyses effectuées a Béale. Ceci explique le volume restreint de plasma pour les
différents tests d’extraction et éventuellement les lIégéres différences observées.

4.2.4. Utilisation de 4 ctDNA synthétiques

Les résultats obtenus avec 'ADN synthétique pour 2 des mutations sont adéquates. Par contre, il
est intéressant de noter, que comme chez les patients, la fréquence observée de la mutation de
référence p.L858R a tendance a étre plus faible qu’attendu. De l'autre cété, pour la mutation de
résistance p.T790M dans l'exon 20 du gene EGFR, elle est plus élevée qu’attendu,
particulierement aux faibles concentrations. Ceci provient certainement, au moins en partie, du
bruit de fond inhérent a la séquence, également observée lors de I'amplification de cette méme
région avec les extraits des patients. La VF de 0.5% du NGS retrouvée dans la littérature est due a
ce phénomene. Avec déja 30'000 reads a cette position, il est manifeste qu’'une augmentation de
la couverture ne serait pas suffisante pour améliorer la LLOD, car elle ne prendrait pas en compte
les erreurs dues a la polymérase, tant lors de la préparation des librairies que de la détection sur le
séquenceur. Seul un ajout d’identifiants moléculaires uniques pourrait permettre de descendre le
seuil de détection a 0.1% ou de s’en approcher.

5. Conclusions et perspectives

Le kit « QlAamp MinElute ccfDNA », avec un codt par échantillon le moins élevé [32], une durée
d’extraction courte (moins d’'une heure), nécessitant peu de matériel additionnel et surtout
présentant des résultats trés bons tant au niveau qualité que rendement d’ADN circulant, est donc
recommandé. De plus, concernant la quantification de 'ADN extrait, la méthode de dosage
préférentielle est le kit « Qubit™ dsDNA HS Assay Kit ».

Le séquencage a haut-débit nécessite l'utilisation du molecular barcoding afin d’abaisser le seuil
de détection au niveau désiré de 0.1%.

Dans la perspective de mettre en place la détection de la mutation de résistance p.T790M de
'exon 20 du géne EGFR, une comparaison des 4 sociétés sur le marché, proposant des kits
personnalisés avec UMI, a été établie. Les criteres retenus ont été : la possibilité de séquencer
parallelement des librairies obtenues avec d’autres fournisseurs, la préparation des libraires, le
colt par échantillon, la validation ou non du kit par le fournisseur et la méthode d’analyse des
résultats.

Le kit de la société Swift Biosciences, avec une durée de préparation donnée de 2h, un volume de
10 yL d’ADN circulant utilisable, une pré-validation effectuée par le fournisseur, un colt par
échantillon de moins de 100 CHF, une compatibilité avec d’autres kits de préparation et permettant
lamplification des 4 exons d’intérét du gene EGFR, semble répondre le mieux aux criteres
évalués. Il va donc étre commandé et testé principalement pour la LLOD, avec [utilisation
notamment des ADN synthétiques d’Horizon.
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8.

Annexes

QlAamp MinElute ccfDNA protocole

Avant de commencer, ajouter 12 mL d’isopropanol 100% au tampon ACB et 30 mL d’éthanol 96-100% au
tampon ACW2. Bien mélanger apres I'ajout.

Préchauffer un agitateur pour microtubes a température ambiante pour I'étape 3 et a 56°C pour 'étape 9.

1.

Mélanger dans un tube 15 mL les différents composants selon le tableau 1 et incuber 10 minutes a
température ambiante sur un mélangeur a vitesse lente.

Tableau 12: composants a mélanger

10.

Plasma Billes magnétiques en suspension Protéinase K Bead Binding Buffer
(mL) (HL) (HL) (uL)
4 120 220 600
5 150 275 750
6 180 330 900

Mettre le tube sur un support magnétique, attendre au moins 1 minute que la solution soit claire. Eliminer
le surnageant.

Enlever le tube du support et ajouter 200 uL de Bead Elution Buffer sur le culot de billes. Vortexer pour
remettre en suspension puis éliminer les billes résiduelles fixées a la paroi par pipetage. Transférer le
tout dans un Bead Elution Tube, et incuber 5 minutes sur un agitateur pour microtubes a température
ambiante et 300 rpm.

Mettre le microtube sur un support magnétique, attendre au moins 1 minute que la solution soit claire.
Transférer le surnageant dans un nouveau Bead Elution Tube, et y ajouter 300 pL de tampon ACB.
Mélanger sur le vortex, et centrifuger rapidement pour collecter les gouttes dans le bouchon. Eliminer le
culot de billes.

Pipeter le mélange précédant dans une colonne QlAamp UCP MinElute, et centrifuger 1 minute a 6’000
g. Placer ensuite la colonne sur un tube de collecte, éliminer le flow-through.

Ajouter 500 pL de tampon ACW2 dans la colonne, centrifuger a nouveau a 6’000 g pendant 1 minute.
Transférer la colonne dans un tube de collecte propre, éliminer le flow-through.

Centrifuger a vitesse maximale (20'000 g) pendant 3 minutes.

Placer la colonne sur un tube d’élution 1.5 mL fourni. Ouvrir le bouchon et incuber 3 minutes a 56°C
dans un agitateur pour microtubes, afin de sécher complétement la membrane.

Ajouter 20-80 uL d’eau ultrapure (fournie) bien au centre de la membrane. Fermer le bouchon et
incuber 1 minute a température ambiante. Centrifuger a vitesse maximale (20'000 g) durant 1 minute
afin d’éluer ’ADN. Eventuellement remettre I'éluant sur la colonne et répéter la centrifugation afin
d’augmenter le rendement.
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QlAamp DSP Circulating NA Kit protocole

Avant de commencer, préchauffer un bain-marie a 60°C pour des tubes 50 mL. Préchauffer également un
bloc chauffant pour microtubes a 56°C.

Préparer les tampons ACB, ACW1 et ACW?2. Préparer également le volume nécessaire de mélange carrier
RNA — tampon ACL selon le tableau 1.

Tableau 13: Volumes de tampon ACL et de carrier RNA pour des échantillons de 4 ou 5 mL de plasma

N

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Tampon ACL (mL) Carrier RNA dans

Nbre d’échantillons

4 mL plasma | 5 mL plasma du tampon AVE (L)
1 3.5 4.4 5.6
2 7.0 8.8 11.3
3 10.6 13.2 16.9
4 141 17.6 22.5
5 17.6 22.0 28.1

Mettre 400 uL (4 mL de plasma) ou 500 pL (5 mL de plasma) de Protéinase K dans un tube 50 mL.
Ajouter le volume de plasma prévu.

Ajouter également 3.2 mL, respectivement 4.0 mL du mélange tampon ACL — carrier RNA préparé
précédemment. Fermer le bouchon et mélanger par des pulsations au vortex pendant 30 secondes.
S’assurer de la présence d’un tourbillon dans la solution. Un mélange homogéne est indispensable a
une bonne lyse.

Incuber immédiatement a 60°C pendant 30 minutes.

Remettre les tubes sur un statif et 6ter les bouchons.

Ajouter 7.2 mL ou 9 mL (selon volume de plasma) de tampon ACB. Fermer le bouchon et mélanger a
nouveau par des pulsations au vortex durant 15 a 30 secondes.

Incuber le mélange 5 minutes sur glace.

Insérer la colonne QlAamp Mini dans le connecteur sur le QlAvac 24 Plus. Insérer fermement
I'extenseur de colonne 20 mL dans la colonne ouverte. Garder le tube de lavage pour 'étape 13.
Transférer délicatement le lysat de I'étape 7 dans I'extenseur de colonne. Allumer la pompe a vide.
Quand tout le lysat est passé, éteindre la pompe et relacher la pression & 0 mbar. Oter et jeter
'extenseur. Le passage a travers la colonne peut prendre jusqu’a 15 minutes pour le plus grand
volume.

Mettre 600 uL de tampon ACW1 dans la colonne. Laisser le capuchon ouvert et enclencher la pompe.
Quand tout le tampon est passé, relacher la pression.

Ajouter 750 pL de tampon ACW?2 dans la colonne. Laisser le capuchon ouvert et enclencher la pompe.
Quand tout le tampon est passé, relacher la pression.

Ajouter 750 pL d’éthanol 96-100% dans la colonne. Laisser le capuchon ouvert et enclencher la
pompe. Quand tout le tampon est passé, relacher la pression.

Fermer le capuchon de la colonne et I'éter du la pompe a vide. Jeter le connecteur. Mettre la colonne
dans un tube de lavage propre et centrifuger a vitesse maximale (20'000 g) durant 3 minutes.

Mettre la colonne dans un tube de lavage propre, ouvrir le capuchon et incuber 'ensemble a 56°C
pendant 10 minutes pour sécher complétement la membrane.

Transférer la colonne dans un tube 1.5 mL pour élution fourni. Ajouter 20-150 uL de tampon AVE bien
au centre de la membrane. Fermer le capuchon et incuber 3 minutes a température ambiante.
Centrifuger a vitesse maximale (20'000 g) durant 1 minute afin d’éluer '’ADN. Eventuellement remettre
I'éluant sur la colonne et répéter la centrifugation afin d'augmenter le rendement.
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AmoyDx Circulating DNA Kit protocole

Avant de commencer, préchauffer un bain-marie a 60°C pour des tubes 10 mL. Préchauffer également un
bloc chauffant pour microtubes a 56°C.

Ajouter 19 mL d’éthanol 96-100% dans le tampon CW1 ainsi que dans le tampon CW2. Bien mélanger aprés
I'ajout. Mettre de I'isopropanol 100% au congélateur (3.5 mL par échantillon).

1.
2.

o g R W

© N

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.

Transférer 4 mL de plasma dans un tube 10 mL fourni.

Ajouter 2.4 mL de tampon CDL et 210 pL de Digest Solution dans le tube. Fermer le bouchon et
mélanger au vortex plus de 10 secondes.

Incuber 15 minutes a dans le bain-marie a 60°C.

Mettre le tube sur de la glace 5 minutes pour ramener la solution a température ambiante.

Ajouter 400 pL de DNA Tracer, mélanger en pipetant gentiment.

Ajouter ensuite 3.3 mL d’isopropanol froid, fermer le bouchon et mélanger en le retournant plus de 10
fois.

Centrifuger a 10'000 g pendant 5 minutes.

Bien éliminer tout le surnageant a I'aide d’une pipette.

Ajouter 470 pL de tampon CDB au précipité. Puis ajouter directement sous la surface du liquide 40 pL
de tampon CDD.

Vortexer le tube 5 secondes et incuber 10 minutes a 60°C dans le bain-marie. Ramener ensuite a
température ambiante et ajouter 250 pL d’éthanol 96-100%, puis dissoudre le précipité par 15-20
pipetages.

Transférer le lysat dans la colonne Micro NA Spin, fermer le capuchon et centrifuger a 10'000 g pendant
30 secondes.

Eliminer le flow-through dans le tube collecteur.

Ajouter 700 pL de tampon CW1 dans la colonne et centrifuger 30 secondes a 10'000 g.

Eliminer le flow-through dans le tube collecteur.

Ajouter 700 pL de tampon CW2 dans la colonne et centrifuger 30 secondes & 10'000 g.

Eliminer le tube collecteur avec le flow-through.

Mettre la colonne dans un tube collecteur propre. Centrifuger 1 minute a 13'000 g.

Eliminer le tube collecteur avec le flow-through.

Placer la colonne ouverte dans un tube 1.5 mL sans bouchon et incuber 10 minutes a 56°C, puis jeter le
tube 1.5 mL.

Mettre la colonne dans un tube a centrifuger 1.5 mL.

Mettre 30-50 pL de tampon CDE au centre de la membrane. Incuber 5 minutes a température ambiante,
puis centrifuger 1 minute a 13'000 g afin d’éluer ’ADN. Eventuellement remettre I'éluant sur la colonne et
répéter la centrifugation afin d’augmenter le rendement.
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Promega Maxwell RSC Circulating DNA Purification Kit protocole

Préparation de I'échantillon :

PObdPE

o

6.

Mettre 4 mL de plasma dans un tube 15 mL. Ajouter le méme volume de Binding Buffer.
Agiter la bouteille contenant la résine magnétique jusqu’a compléte resuspension.

Ajouter 140 pL de résine dans le tube 15 mL.

Incuber 45 minutes sur un agitateur-rotateur. La résine doit rester en suspension durant toute
l'incubation.

Centrifuger le tube 2 minutes & 1'000 g.

Placer le tube sur un support magnétique et éliminer totalement le surnageant.

Préparation du robot :

Allumer le robot, puis la tablette, et lancer le programme adéquat. Placer le nombre de cartouche nécessaire
sur le support, avec le puits 1 (le plus grand) le plus loin du tube d’élution. Bien fixer la cartouche. Oter le film
protecteur de la cartouche. Préparer le tube d’élution avec 75 uL de tampon d’élution et le placer sur le rack
a la suite de la cartouche.

Récupérer le contenu du puits 1 et le transférer dans le tube 15 mL contenant la résine.

Remettre en suspension la résine a l'aide de la pipette afin d’éviter toute adhésion sur le haut du tube.
Transférer la résine et le liquide & nouveau dans le puits 1 de la cartouche.

Placer un plunger dans le puits 8 de la cartouche.

Remettre le support dans le robot et lancer le programme. Celui-ci dure environ 30 minutes.

A la fin du run, vérifier que le plunger est a nouveau dans le puits 8. Enlever le support, récupérer le
tube contenant ’ADN extrait, et jeter la cartouche.

Lancer le programme de nettoyage de I'appareil.

Pour éteindre : quitter le programme, éteindre I'appareil a 'arriére, puis la tablette.
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