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DOSAGE AU LABORATOIRE DE CHIMIE
CLINIQUE DES BIOMARQUEURS CIRCULANTS
ONCOLOGIQUES .

LIMITES ET PERSPECTIVES

SaoaLl G (1), CavaLier E (1), Labanc A (1)

Reésumeé : Dans la pratique courante, le recours des cli-
niciens aux biomarqueurs circulants oncologiques est
presque indissociable de la prise en charge des patients
cancéreux. Cependant, l'interprétation des résultats n’est
pas toujours aisée. Elle est, en effet, plus spécifique a
la médecine de laboratoire faisant intervenir des notions
d’ordres péri-analytiques ainsi que celles de sensibilité et
spécificité analytiques. Comme il a été démontré par le
passé, le développement de nouvelles techniques d’'ana-
lyses a permis d’abaisser le seuil de sensibilité analytique,
ou encore, I'implémentation de nouveaux biomarqueurs;
cette observation se vérifierait encore aujourd’hui. La spec-
trométrie de masse, le dosage des microARN, ou encore le
Single Molecule Array (SiMoA) sont des méthodes d’ana-
lyse récentes présentant de trés bonnes performances
analytiques qui pourraient contribuer a 'amélioration de la
prise en charge des patients cancéreux.

Morts-cLEs : Biomarqueurs tumoraux - Interprétation -
Limites - Perspectives - Single molecule array

INTRODUCTION

En 1847, la précipitation de protéines a partir
d’'urine acidifiée et portée a ébullition a permis
de mettre en évidence la protéine de Bence-
Jones qui deviendra le premier marqueur tumo-
ral utilisé en clinique (1). Un siécle plus tard,
c’est I'antigéne carcinoembryonnaire (CEA) qui
est mis en évidence par une technique d’immu-
nodiffusion réalisée sur gel (2). Aujourd’hui, la
quantification des biomarqueurs circulants au
laboratoire de chimie clinique se réalise désor-
mais par l'intermédiaire de dosages immuno-
logiques, le plus souvent automatisés, et de la
spectrométrie de masse pour les laboratoires
les plus spécialisés.

Dans la pratique courante, les cliniciens font
appel aux marqueurs tumoraux dans le cadre
de screening, diagnostic, pronostic, monito-
ring thérapeutique, ou encore dans la détec-
tion de récidives. Dans ce contexte, différentes
recommandations (guidelines) proposées par
la «European Society for Medical Oncology»

(1) Service de Chimie clinique, CHU Liége, Belgique.
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(ESMO) ou la «National Comprehensive Cancer
Network» (NCCN) peuvent étre utilisées comme
références.

Cependant, plusieurs considérations sont a
prendre en compte lors de l'interprétation des
résultats des dosages de ces biomarqueurs.
Dans cet article, nous ferons un rappel de dif-
férentes notions essentielles pour une interpré-
tation correcte du résultat de ces biomarqueurs.
Nous évoquerons également les nombreuses
nouvelles approches qui sont en cours d’évalua-
tion et qui pourraient étre considérées comme
un réel espoir dans I'implémentation de nou-
veaux biomarqueurs, y compris des marqueurs
tumoraux. Ainsi, le laboratoire de chimie clinique
pourrait contribuer a 'amélioration de la prise en
charge des patients oncologiques.

SENSIBILITE, SPECIFICITE ET VALEURS
PREDICTIVES

Le marqueur tumoral idéal devrait étre détec-
table uniquement en cas de tumeur et absent de
la population saine, c’est-a-dire qu’il devrait avoir
une sensibilité et une spécificité atteignant les
100 %. Par ailleurs, il doit étre facilement acces-
sible, sur un prélévement sanguin ou urinaire,
et son dosage doit étre réalisable de maniére
simple, reproductible et peu colteuse (3).
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Pour interpréter correctement les biomar-
queurs circulants, la maftrise des notions de
sensibilité et de spécificité qui sous-tendent
celles de valeurs prédictives positives (VPP) et
négatives (VPN) est essentielle.

Tout d’abord, il convient de distinguer la sen-
sibilité «analytique» de la sensibilité «cliniquey».
La sensibilité analytique correspond a la plus
petite valeur quantifiable analytiquement avec
une précision acceptable. La sensibilité ana-
lytique du dosage de la thyroglobuline a, par
exemple, été améliorée au fil des années, pas-
sant d’'un seuil de quantification d’une valeur <
1,0 pg/l pour les dosages «classiques» a une
valeur < 0,05 pg/l pour les dosages dits ultra-
sensibles. Plus le seuil de sensibilité analytique
de la thyroglobuline est bas (pour une spé-
cificité donnée), plus élevée est la probabilité
qu’une thyroglobuline indétectable témoigne
de l'absence de tissu thyroidien. Cette mesure
de thyroglobuline ultrasensible est primordiale
dans un contexte post-thyroidectomie ou dans
le cadre d’'une récidive de cancer thyroidien (4,
5). Il faut cependant savoir qu’un test possédant
une bonne sensibilité analytique ne posséde
pas nécessairement une bonne sensibilité dia-
gnostique.

Dans le méme ordre d’idée, il faut distinguer
la spécificité analytique de la spécificité clinique.
La spécificité analytique fait référence a la capa-
cité d’'un test a mesurer et discriminer dans un
échantillon I'analyte recherché plutét qu’'un
autre, alors que la spécificité diagnostique est
la probabilité qu’un individu sain soit considéré
comme négatif par le test utilisé (6). Autrement
dit, un test possédant une spécificité diagnos-
tique élevée identifiera rarement les sujets sains
comme étant malades.

Les sensibilités et spécificités cliniques sont
établies sur des populations définies clinique-
ment comme étant malades et saines, respec-
tivement. Les VPP et VPN intégrent, en plus, la
notion de prévalence de la pathologie au sein
d’'une population donnée, constituée d’individus
malades et sains (Tableau ).

Patients Patients non
malades malades

Vrais positifs

Positif (VP)

Faux positifs (FP)

Test

diagnostique Faux négatifs

Négatif (FN)

Vrais négatifs (VN)

VP spécificies = — VN
vprn | SPécificité= grmrp

Sensibilité =

La VPP correspond a la probabilité qu’un
patient pour qui un résultat positif est trouvé,
soit réellement atteint de la pathologie (VP). La
VPN indique, pour une spécificité et une sensi-
bilité données, les chances qu’un test, lorsqu’il
est négatif, soit réellement négatif (VN) (et non
faussement négatif ou FN). Ainsi, plus la préva-
lence d’'une maladie au sein d’une population
sera importante, plus la VPP sera élevée; a l'in-
verse, plus la maladie est rare, plus la VPP sera
petite, et donc, associée a plus de faux positifs
(FP) (7).

En pratique clinique quotidienne, la sensibi-
lité et la spécificité particulierement faibles des
biomarqueurs circulants, combinées a la relati-
vement faible prévalence des pathologies tumo-
rales au sein de la population, ne permettent
pas leur utilisation comme outils de screening
de ces pathologies a I'’échelle de la population.

Afin d’illustrer le propos, prenons I'exemple
du CA 19-9, considéré comme étant le mar-
queur tumoral de référence dans le cancer du
pancréas. La sensibilité et la spécificité du CA
19-9 sont de 81 et 90 %, respectivement, a un
seuil de 37 kU/I. Le nombre de nouveaux cas
de cancers du pancréas en Belgique est estimé
a 1.500 par an. Si 'on considére que la pro-
vince de Liége compte 1 million d’habitants et
la Belgique 11 millions, il devrait statistiquement
«apparaitre» 136 cas de cancer du pancréas
par an dans notre province. Imaginons que nous
procédions au screening de tous les individus de
plus de 50 ans de la province, soit 500.000 per-
sonnes avec un dosage sérique de CA 19-9 pour
identifier et traiter au plus vite ces 136 nouveaux
cas. Nous avons donc 136 malades et 499.864
individus sains. Au vu de la sensibilité de notre
kit (81 %), 110 malades présenteront un résultat
positif (= VP) et donc 26 malades présenteront
un résultat négatif (= FN). Au vu de la spécificité
du kit (90 %), 449.878 sujets sains recevront un
résultat négatif (= VN) alors que 49.986 sujets
présenteront un résultat erronément positif
(= FP). Pour un individu donné, la pro-
babilité qu’il soit réellement malade si
son reésultat est positif (= VPP) sera donc
110/(110+49.986) x 100, soit 0,21 %.

144

VPP = by FP

T I P PP
T UN+FN Tableau I. Formules de
sensibilité, spécificité, valeurs

VPN

prédictives positives et
négatives
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Tableau Il. Calcul du LSC (Least Significance
Change) des marqueurs tumoraux les plus
fréequemment utilisés en routine au CHU de Liége
avec la méthode Abbott Alinity.

Selon la formule 2,77x RACINE (CVa?+CVi?)

Marqueurs tumoraux CVA

(%) CV,(%) CV, (%) LSC (%)
Alpha-foetoprotéine 2,7 26,7 74,3
Cancer antigen 125 2,0 131 36,7
Cancer antigen 19-9 55 22,5 64,2
Cancer antigen 15-3 3,9 6,1 20,1
Antigéne carcino-
embryonnaire (CEA) 4,0 17,9 50,8
Prostate-Specific
Antigen (PSA) 43 6,8 22,2
Thyroglobuline 3,8 15,1 431
Neuron Specific
Enolase (NSE) 20 109 30,7
HE4 24 9,7 27,7

On pourrait, bien sGr, augmenter le cut-off
a 100 kU/I. Ceci augmenterait la spécificité
du test a 98 %, mais au détriment de la sen-
sibilité, qui passerait a 68 %. En faisant cela,
nous obtiendrions 92 VP, 44 FN, 489.867
VN et 9.997 FP. La VPP deviendrait donc
92/(92+9.997) x 100, soit 0,91 %, ce qui reste
tout a fait inacceptable.

DIFFERENCE CRITIQUE

Si les biomarqueurs tumoraux circulants
peuvent difficilement étre utilisés comme outils
de screening au sein d’une population, ils sont
beaucoup plus utiles dans le suivi des patients.
A cette fin, il faut, dés lors, faire appel a un
autre élément important, bien que relativement
méconnu, pour l'interprétation des résultats.
Il s’agit de la différence critique, également
appelée le «Least Significant Change» (LSC).
Le concept de LSC permet de déterminer si la
variation observée entre deux résultats chez
un méme patient est biologiquement significa-
tive, avec une probabilité donnée (souvent de
95 %). Le LSC tient compte de deux paramétres,
le coefficient de variation analytique (CVa) de
'analyse et le coefficient de variation intra-indi-
viduelle (CVi) du parametre; ce dernier corres-
pond a la variabilité biologique «naturelle» de
ce parameétre autour d’un «set-point» homéos-
tatique chez un individu sain. Le LSC permet

de déterminer, au cours du suivi d’'un patient, si
un résultat est biologiquement significativement
différent du résultat antérieur (8, 9).

La valeur du CVi de la plupart des paramétres
peut étre trouvée sur internet dans la database
de la «European Federation of Clinical Che-
mistry and Laboratory Medicine» (http://biologi-
calvariation.eu). Le CVa, quant a lui, est propre
a la performance analytique de chaque analyte
et de chaque laboratoire. La formule pour calcu-
ler la différence critique est la suivante :

LSC = V2x1,96xV(CVA2+CVI?)

Le Tableau Il présente, pour la plupart des
biomarqueurs tumoraux utilisés en routine au
CHU de Liege, les valeurs de CVi, de CVa et
le LSC. Ainsi, par exemple, pour objectiver une
diminution biologiquement significative du CA
15-3 utilisé dans le suivi aprés traitement du
cancer du sein, il faudrait observer un décré-
ment minimum de 20,1 %. Parfois, le CVa n’est
pas connu par le clinicien. De maniére générale,
il doit étre largement inférieur au CVi et il est
possible de le négliger.

La formule simplifiée du LSC devient alors :

LSC = V2x1,96xCVI, soit LSC~ 3xCVI (10)

BIOMARQUEURS CIRCULANTS :
CONSIDERATIONS PERI-ANALYTIQUES

Le manque de standardisation des méthodes
de dosage peut impacter significativement la
prise en charge des patients. Si de nombreux
efforts de standardisation sont promus par la
«International Federation of Clinical Chemistry»
(IFCC), ils ne concernent que trés peu les bio-
marqueurs tumoraux circulants pour la plupart
desquels il n’existe ni standard international, ni
méthode de référence. L’adaptation des mémes
anticorps sur des plateformes analytiques dif-
férentes peut aussi entrainer des différences
de résultats significatives, comme c’est, par
exemple, le cas pour le CA 19-9. Dans ces
conditions, il semble avisé de conseiller que les
patients soient suivis par le méme laboratoire
ou, a tout le moins, par la méme méthode de
dosage. A cette fin, les laboratoires de biologie
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clinique devraient signaler, sur leurs protocoles,
la méthode de dosage utilisée.

Comme tous les autres dosages par immuno-
assay, le dosage des marqueurs tumoraux peut
étre affecté par des interférences analytiques.
Les anticorps humains anti-animaux, également
appelés anticorps hétérophiles ou «HAMAY,
peuvent donner des résultats faussement éle-
vés et inquiéter les médecins et les patients
a mauvais escient. Plusieurs méthodes per-
mettent de mettre en évidence ce type d’inter-
férences dont, notamment, la confirmation a
I'aide d’'une seconde méthode (quand c’est pos-
sible) ou bien la neutralisation de ces anticorps
interférents pas diverses méthodes (tubes HBT
pour «Herophilic Blocking Tubes», précipitation
au polyéthyléneglycol,...). Le dialogue clini-
cien-biologiste est essentiel pour faire face a ce
genre de situation.

Enfin, certains marqueurs, comme par
exemple la NSE, seront particulierement sen-
sibles a ’'hémolyse, méme non perceptible a
I'ceil. Il conviendra donc de vérifier au spectro-
photomeétre la présence d’'une hémolyse devant
tout résultat élevé de NSE.

Actuellement, les immunodosages sont les
tests les plus utilisés pour détecter les biomar-
queurs dans le sang, malgré leur manque de
sensibilité pour détecter des concentrations
d’analytes dans des valeurs trés basses. Moins
de 10 % des 4.000 protéines sécretées dans le
sang sont mesurables de maniére fiable par ce
type de dosages (11). Ainsi, 'hypothése selon
laquelle seule une partie des protéines est
dosable nous laisse penser que d’autres biomar-
queurs médicalement pertinents peuvent étre
présents, notamment a de trés faibles concen-
trations. Aussi, en I'absence de volonté visant
a améliorer la détection de biomarqueurs circu-
lants dont les marqueurs tumoraux, le seuil de
sensibilité analytique constitue alors, de facto,
une limite dans les approches diagnostique et
thérapeutique.

BIOMARQUEURS CIRCULANTS :
PERSPECTIVES

Les publications sur Pubmed portant sur les
«marqueurs tumoraux» étaient d’environ 6.000
en 1980, alors qu’elles atteignent désormais
plus de 350.000 en 2021. Paradoxalement, le
nombre de marqueurs tumoraux utilisés dans
la pratique courante demeure stable. Seuls
quelques nouveaux marqueurs ont été introduits
en routine depuis les dernieres décennies (1).

Les approches de screening de type «omic»
sont en partie responsables de I'essor de la
découverte de nouveaux biomarqueurs canceé-
reux. La protéomique, notamment, consiste a
mesurer, a un temps t, 'ensemble des protéines
dosables dans un échantillon de maniére a éta-
blir le protéome. Le protéome n’est pas figé. Il
dépend, entre autres, du patient, de sa patholo-
gie, du type d’échantillon,... Si'on compare des
sujets sains et des patients atteints d’'un cancer,
on peut donc identifier des protéines différem-
ment exprimées. Ces protéines peuvent alors
étre considérées comme des biomarqueurs
potentiels. De méme, la métabolomique qui
étudie 'ensemble des métabolites tels que les
sucres, les acides gras ou les acides aminés,
est également utilisée pour l'identification de
nouveaux biomarqueurs.

Les études protéomiques et métabolomiques
sont réalisées par des techniques de spectro-
métrie de masse a haute résolution et/ou de
résonance magnétique nucléaire (RMN). De
nos jours, ces techniques de screening four-
nissent de trés grandes quantités de résultats et
la difficulté de ce genre d’étude, ne réside par-
fois plus dans la génération des résultats, mais
bien dans leur interprétation. C’est pourquoi ces
approches de screening doivent toujours étre
couplées a des études ciblées qui confirment
les observations par des dosages spécifiques
de ces potentiels biomarqueurs. Ces dosages
ciblés peuvent également étre réalisés par
spectrométrie de masse, mais les nombreuses
étapes pré-analytiques et le manque d’automa-
tisation limitent leur emploi a large échelle.

Dés lors, les technologies d’immunoassay
automatisables ou semi-automatisables gardent
toute leur place dans un laboratoire. Ainsi, de
nouvelles approches innovantes a la sensibilité
améliorée sont en cours d’évaluation. Tel est
le cas de la technologie Single Molecule Array
(SiMoA) de Quanterix, peut-étre la plus promet-
teuse, qui a pu démontrer une sensibilité analy-
tique 1.000x supérieure aux ELISA classiques,
permettant ainsi de mesurer des concentrations
subfemtomolaires (12). Son principe de fonc-
tionnement repose sur une technique d’immuno-
dosage, c’est-a-dire que cette technique utilise
un anticorps de réveélation couplé a une enzyme
dont le substrat est un chromogéne. Cependant,
la singularité de cette technologie repose sur la
détection du signal émis. En effet, la détection
se fait par I'intermédiaire d’un systéme de puits
de taille subfemtométrique pouvant contenir
une (et une seule !) bille paramagnétique sur
laquelle se fixent les complexes immuns. Pour
les concentrations les plus faibles, c’est donc
la fraction des micro-puits positifs (fluorescents)
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qui est mesurée (et non plus la quantité de
lumiere diffusée dans le milieu). C’est ce signal
qui sera mesuré et converti afin d’obtenir, in fine,
la concentration de I'analyte mesuré (11). Cette
technologie innovante dont s’est doté le service
de chimie clinique du CHU de Liege, génére de
grands espoirs quant a la possibilité de doser,
en routine, les biomarqueurs jusqu’alors indo-
sables au niveau sérique.

Comme discuté précédemment, une aug-
mentation de sensibilité analytique n’est pas
requise pour I'ensemble des biomarqueurs du
cancer. Néanmoins, deux exemples concrets ou
la sensibilité analytique de la technologie SiMoA
prend toute son importance peuvent étre cités.

Premiérement, les biomarqueurs qui, pour
le moment, sont utilisés au niveau histologique
(via des biopsies tissulaires) pourraient deve-
nir quantifiables au niveau sanguin (biopsies
liquides). Dés lors, ces marqueurs deviendraient
beaucoup moins invasifs. Prenons I'exemple de
PD-L1 qui, pour le moment, est un marqueur
histologique prédictif de la réponse aux immu-
nothérapies anti-PD1 et anti-PD-L1 dans le can-
cer du poumon non a petites cellules (13). Il a
été suggéreé que son dosage plasmatique pour-
rait étre prédictif de la réponse au traitement
par nivolumab (14). Un dosage plasmatique par
une méthode ultrasensible de PD-L1 prend, dés
lors, tout son sens et ce, avec I'espoir de pou-
voir réaliser un monitoring thérapeutique sans
passer par la biopsie.

Un second exemple de l'intérét que peuvent
revétir les technologies ultrasensibles pourrait
étre celui du PSA (Prostatic Specific Antigen).
En effet, pour ce biomarqueur dont I'expression
protéique disparait lors de I'ablation totale de
la glande prostatique, un abaissement du seuil
de détection permet une détection plus précoce
des rechutes, voire une adaptation du suivi de la
pathologie en fonction du taux résiduel (15, 16).

Les protéines ne sont pas les seules molé-
cules qui peuvent étre envisagées comme bio-
marqueurs oncologiques. Ainsi, nous avons
déja évoque les études métabolomiques qui
cherchent a définir de nouvelles cibles a travers
les métabolites générés par notre corps. Les
ARN circulants suscitent également de grands
espoirs. Les ARN circulants, et plus particulie-
rement les microARNSs, présentent I'avantage
d’avoir une stabilité acceptable dans les fluides
biologiques grace, notamment, a leur transport
sous forme encapsulée. Leur seconde force est
la possibilité de les mesurer en «panel» par les
techniques de PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) quantitatives. A I'heure actuelle, un seul
panel de microARNs a été approuvé par la FDA

(Food and Drug Administration) américaine dans
le cadre de l'identification des tumeurs thyroi-
diennes. Malheureusement, ce panel n’est plus
disponible car la société qui I'a développé a fait
faillite. Ce panel a néanmoins prouvé qu’il était
possible de développer des approches onco-
diagnostiques basées sur les microARNSs.

CONCLUSION

Le dosage du biomarqueur tumoral est incon-
tournable dans la prise en charge du patient
cancéreux. Son interprétation requiert la bonne
comprehension des notions de sensibilité et spé-
cificité analytiques et diagnostiques, ainsi que
la notion, moins connue, de différence critique.
Cependant, les marqueurs tumoraux actuels,
bien qu’ils présentent une utilité certaine, sont
souvent limités dans leur interprétation a cause
de leur manque de spécificité et/ou de sensibi-
lité diagnostique, mais également, parfois, par
manque de sensibilité analytique. Le développe-
ment de nouvelles techniques de dosage, plus
sensibles du point de vue analytique, devrait
participer a I'implémentation de nouveaux bio-
marqueurs, avec comme objectif d’améliorer la
prise en charge du patient grace a une méde-
cine toujours plus personnalisée. En se dotant
du SiMOoA, le service de chimie clinique du CHU
de Liege se positionne sur l'avenir des biomar-
queurs tumoraux, mais également sur les nou-
veaux biomarqueurs au sens large, comme par
exemple pour la détection précoce de la maladie
d’Alzheimer au travers du dosage de marqueurs
sériques (17).
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