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> La recherche d’altérations génétiques dans les
cellules tumorales fait partie de la prise en
charge des patients atteints de cancer. L'analyse
de I’ADN libre tumoral circulant dans les fluides
biologiques, dont le sang, pourrait permettre
le dépistage précoce de la maladie, la gestion
thérapeutique des patients et la détection de
récidives. Cet ADN libre tumoral, décrit comme
représentatif de I’hétérogénéité tumorale, peut
étre retrouvé dans le sang dans des proportions
faibles et variables selon la nature et la pro-
gression de la tumeur. Son analyse nécessite des
méthodes a la fois tres sensibles, spécifiques et
quantitatives. Ces exigences représentaient une
limite technologique que les récentes avancées
de la PCR (polymerase chain reaction) digitale
devraient permettre de dépasser. <

Le développement et la démocratisation des techniques
de biologie moléculaire ont permis d’importants progrés
dans la détection et I"analyse des acides nucléiques. Ces
techniques constituent aujourd’hui un outil clé de la prise
en charge des patients atteints de cancer. En effet, des
réseaux complexes d’altérations génétiques ont été mis
en évidence dans la plupart des cancers. Il peut s’agir,
entre autres, de délétions, de mutations ponctuelles, de
réarrangements chromosomiques ou d’amplifications.
Ces altérations génétiques étant présentes uniquement
dans les cellules tumorales, elles représentent des mar-
queurs spécifiques de cancer. Ces marqueurs peuvent
étre classés en trois grandes catégories : il peut s’agir de
marqueurs diagnostiques, permettant, par exemple, de
déterminer la localisation de la maladie ou son stade;
de marqueurs pronostiques, permettant de détecter la
progression ou la récurrence du cancer; ou encore de
marqueurs prédictifs, permettant de prédire la réponse
aux traitements, la pharmacodynamique ou la toxicité
de ces derniers [1]. Ces marqueurs, en caractérisant des

Le premier de ces deux articles a été publié dans m/s n° 1, vol 31, janvier 2015,
page 84 [43].
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tumeurs a I’échelle moléculaire, sont particulierement pertinents dans le
domaine de la médecine de précision. €n effet, de nombreux traitements
ciblés ont été développés ces dix derniéres années, et de nouveaux
marqueurs de sensibilité ou de résistance a ces traitements mis en
évidence. Le suivi au cours du temps de ces altérations génétiques per-
mettrait de suivre ’évolution du cancer, I’efficacité d’un traitement ou
de détecter une éventuelle récidive. Lutilisation pleinement efficace de
ces marqueurs en oncologie clinique nécessite cependant des méthodes
précises et fiables pour les détecter dans différents types d’échantillons
(biopsies tumorales, fluides biologiques dont le sang). Uavancée tech-
nologique récente que représente la PCR (polymerase chain reaction)
digitale (dPCR) en microcompartiments permet la détection et la quan-
tification de séquences rares avec une sensi-
bilité et une précision hors de portée des pro-
cédures conventionnelles [43] (=»). La dPCR
a ainsi récemment émergé comme un outil

(=) Voir le Dossier technique
de K. Perez-Toralla et al., m/s
n° 1, janvier 2015, page 84

extrémement prometteur pour le suivi non invasif de marqueurs géné-
tiques, particulierement pertinent pour la recherche en cancérologie.

Caractéristiques de I’ADN libre circulant et contraintes liées a
sa mesure

Des acides nucléiques sont retrouvés dans I’ensemble des fluides
biologiques dont le sang, les urines, les selles, la salive ou le liquide
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Figure 1. L’ADN libre circulant : de son origine a sa détection. A. Origine de ’ADN libre circulant. Les origines de I’ADN libre circulant sont multiples ;

il peut s’agir d’ADN provenant de cellules tumorales, de cellules saines ou méme de virus et de bactéries. UADN retrouvé dans le sang provient

de cellules apoptotiques ou nécrotiques. B. Détection spécifique de I’ADN libre tumoral. U'analyse de I’ADN libre tumoral circulant nécessite des

techniques de détection de plus en plus sensibles : PCR en temps réel dite quantitative (qPCR), séquencage de nouvelle génération (SNG), et PCR

digitale (dPCR), cette derniére étant la plus sensible.

synovial. La présence d’acides nucléiques dans le plasma a été mon-
trée pour la premiere fois en 1948 [2], et de ’ADN libre circulant a
été détecté en quantités importantes des 1977 dans le sérum et le
plasma de patients cancéreux [3]. UADN libre circulant est présent
chez les sujets sains a des concentrations de I’ordre de 0 a 100 ng/ml
[4]. Chez des patients atteints de cancer, ces concentrations varient
de 0 a 5000 ng/ml. Les ADN libres circulants se présentent sous forme
de fragments d’ADN génomique, de tailles variables, libérés lors de
I’apoptose, la nécrose, la lyse, ou la fragmentation de cellules [5, 6]
(Figure 1). Les mesures de I'intégrité et de taux élevés d’ADN libre cir-
culant dans le sang d’un patient ont été envisagées comme marqueurs
de cancer [4], mais les résultats obtenus sont contradictoires. On
observe, par exemple, une variabilité importante des quantités d’ADN
libre circulant mesurées selon la durée écoulée depuis le prélevement,
I’état physiopathologique et le sexe du patient [5, 7].

Le temps de demi-vie moyen de ’ADN libre circulant a été estimé a
16 minutes dans le sang, en se basant sur des données de décrois-
sance du taux d’ADN feetal dans le plasma maternel [8]. Des travaux
plus récents ont démontré que, chez des patients dont le plasma était
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prélevé de maniere séquentielle apres résection com-
plete de leur tumeur, le temps de demi-vie de ’ADN
libre tumoral circulant plasmatique (identifié grdce au
suivi d’une altération spécifique de la tumeur) était
de 114 min [9]. Lextraction d’ADN libre circulant doit
donc idéalement étre réalisée dans les heures suivant
le prélevement afin d’éviter toute dégradation. Le sang
prélevé est centrifugé, puis la fraction plasmatique,
ou la fraction sérique, sont concentrées. Le plasma
est généralement préféré au sérum, car la collecte du
sérum étant réalisée sans anticoagulant, un caillot se
forme, source de dégradations cellulaires et de libé-
ration d’ADN (le taux d’ADN sérique est jusqu’a six fois
supérieur aux taux d’ADN plasmatique). Les protocoles
d’extraction de ’ADN libre circulant a partir du plasma
peuvent différer d’un laboratoire a un autre, rendant
difficile la comparaison des résultats. Cependant, des
travaux ont été réalisés afin d’identifier les facteurs de
variabilité de ces procédures [10].
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Suivre directement I’ADN libre tumoral circulant est une possibilité
trés attractive pour la recherche en oncologie. La présence, dans le
sang de patients atteints de cancer, d’ADN libre porteur d’altérations
spécifiques a en effet été démontrée par de nombreux travaux [11].
Cet ADN tumoral, qui présente les mémes signatures moléculaires que
la tumeur, est libéré par les cellules tumorales lorsqu’elles meurent [4,
12]. Il a été proposé que le suivi cinétique de marqueurs génétiques
circulants pourrait permettre de suivre I’évolution de la tumeur, de
déterminer 'efficacité d’un traitement et de détecter d’éventuelles
récidives (Figure 2) [13]. Ainsi, la chute des niveaux d’ADN libre tumo-
ral circulant apres résection complete de la tumeur et leur ré-aug-
mentation lors du développement de nouvelles lésions ont été décrites
[14]. Le suivi de marqueurs génétiques circulants pourrait également
permettre d’éviter de multiples interventions chirurgicales ou I’analyse
de prélévements archivés de la tumeur primaire. De plus, les biopsies
classiques, souvent difficiles, voire impossibles si la tumeur est inac-
cessible, peuvent faire courir un risque au patient, et étre respon-
sables de la dissémination de la tumeur [15].

L'analyse du sang (biopsie « liquide ») pourrait également étre plus
représentative de I’état pathologique du patient [16]. €n effet, PADN
tumoral qui y circule pourrait refléter, a la fois I’hétérogénéité clonale
de la tumeur, d’éventuelles métastases ou d’autres foyers tumoraux
[11]. Cest un avantage sur les biopsies classiques qui, prélevées de
maniére ponctuelle et locale, peuvent sous-estimer cette diversité
génétique [17].

L’ADN libre tumoral circulant portant des altérations spécifiques de
la tumeur du patient peut cependant étre tres fortement dilué dans
le pool d’ADN libre circulant provenant de la mort de cellules non
porteuses de ces altérations. Il peut s’agir de cellules du microen-
vironnement tumoral comme de cellules saines de Iorganisme [18].
Par exemple, I’ADN libre tumoral circulant peut représenter moins de
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Figure 2. Suivi potentiel du statut des mutations a
partir du sang. La recherche des altérations géné-
tiques (mutations, amplifications ou translocations
par exemple) caractérisant la tumeur () dans le sang
pourrait aider au diagnostic, a I’orientation du traite-
ment et a détecter les récidives éventuelles. Cette pro-
cédure est peu invasive, puisqu’elle ne nécessite qu’une
simple prise de sang. La caractérisation moléculaire de
la tumeur aide le clinicien au pronostic et au choix du
traitement. Cependant, les altérations génétiques de
la biopsie peuvent ne pas étre représentatives de la
tumeur elle-méme (présence de cellules saines [e],
de sous-clones minoritaires [ ], etc.), ni d’éventuelles
tumeurs secondaires ou métastases (¢). UADN libre
tumoral circulant (présent dans le sang) pourrait étre
plus représentatif de cette hétérogénéité et, par consé-
quent, sa signature moléculaire pourrait étre plus per-

tinente, par exemple pour 'orientation du traitement.

0,01 % de I’ADN libre circulant total pour des cancers a
un stade précoce [14], et plus de 50 % pour des cancers
métastatiques [13, 19, 20]. Ceci rend indispensable
Putilisation d’outils de détection plus sensibles et plus
spécifiques que les techniques conventionnelles (PCR
quantitative et séquencage). De plus, afin de réaliser
un suivi efficace des taux d’ADN libre tumoral circu-
lant, par exemple dans le cadre du suivi des patients
atteints de cancer, les méthodes utilisées doivent
également permettre une quantification précise de la
quantité d’ADN libre circulant (ADN libre circulant total
et tumoral) [21]. Les développements récents de la PCR
digitale (dPCR) permettent aujourd’hui de répondre &
ces exigences.

Contribution de la PCR digitale a la recherche en
cancérologie

La dPCR permet la détection et la quantification
absolue d’une séquence rare d’acides nucléiques
diluée dans un large exces de séquences issues
de cellules saines. La technique consiste a réali-
ser une réaction de PCR, non plus sur un mélange
d’ADN cibles, mais sur des ADN cibles individuels,
compartimentés par dilution limite de I’échantillon
initial [43]. Chaque compartiment ne peut alors
qu’étre positif ou négatif pour la séquence cibléel.

! Les procédures expérimentales peuvent toutefois imposer des compartimentations
multiples. Dans ce cas, la distribution statistique de "ADN dans les compartiments
peut alors étre évaluée par la loi de Poisson, qui régit les statistiques d’évenements
rares.
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Figure 3. Principe de la PCR digitale. La PCR digitale consiste a diluer un échantillon en un grand nombre de partitions et a compter le nombre de

partitions dans lesquelles une réaction a lieu. Dans cet exemple, deux ADN sont ciblés avec des sondes portant des fluorophores différents (rouge

ou vert). Modifié d’aprés Baker [42].

Cela confere a cette procédure un caractere quantitatif, puisque
chaque événement (positif ou négatif) peut étre compté. Cest
de cette logique binaire que vient le terme de PCR « digitale ». La
dPCR apporte ainsi un gain en sensibilité important par rapport
aux techniques de PCR quantitative (qPCR) classiques (Figure 3).
La sensibilité du test dépend du nombre de compartiments et de
la quantité de molécules analysables, ainsi que du taux de faux-
positifs inhérent a la technique utilisée [21]. Initialement réalisée
en microplaques dés 1999 [22], la dPCR est désormais réalisée au
sein de microcompartiments, dont le volume est de I’ordre du pico-
litre au nanolitre [21].

Les derniers développements de la dPCR en microcompartiments ont
permis la détection de nombreux marqueurs génétiques dans le sang
de patients atteints de cancer (Tableau I). La commercialisation,
ces derniéres années, d’appareils utilisant ces technologies, permet,
entre autres, d’évaluer la pertinence de cette détection en recherche
clinique, notamment celle de marqueurs tumoraux. La dPCR représente
un outil innovant en oncologie clinique. €lle permet a la fois de réali-
ser plus efficacement les tests réalisés aujourd’hui par des méthodes
telles que la qPCR, mais également de réaliser des expériences au-dela
des capacités des procédures conventionnelles. Il est cependant a
noter que de nouvelles procédures, plus sensibles que les procédures
conventionnelles, basées sur la PCR quantitative spécifique d’alleles,
ont été récemment développées pour I"analyse d’ADN libre tumoral
circulant [23, 24] et validées dans le cadre d’études cliniques [19].
Ainsi, la dPCR est particulieremente pertinente pour la détection
et la quantification de marqueurs minoritaires, incluant les sous-
clones rares au sein de la tumeur ou de I’ADN libre circulant. Plusieurs
études récentes ont ainsi montré son intérét pour le suivi des cancers
du célon, du poumon et du sein a partir d’échantillons de sang [20,
25-27].

Trois exemples
Cancer colorectal : mutations de [’oncogéne KRas
A titre d’exemple, dans le cas du cancer colorectal, des mutations

de I’oncogeéne KRas (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)
[44] sont associées & I’absence de réponse a des traitements
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ciblant le récepteur du facteur de croissance épi-
dermique (EGFR) (anticorps monoclonaux cetuximab
et panitumumab). Différents travaux se sont ainsi
intéressés a la détection de mutations au sein de
"oncogene KRas chez des patients atteints de can-
cer colorectal. Dans une étude réalisée a 'aide de
la technologie BEAMing?, I’émergence d’une résis-
tance secondaire au cetuximab (KRAS p.Q61H) a pu
étre mise en évidence a partir de I"analyse de I’ADN
libre circulant plasmatique, dix mois avant d’étre
détectée par des techniques d’imagerie médicale
visualisant la tumeur [13]. Deux études, parues en
2011, présentent des technologies de dPCR utilisant
des systémes microfluidiques en microgouttelettes :
I'une pour la détection de mutations de BRaf (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B) avec une
sensibilité de 0,001 % (soit un clone muté détecté
parmi 100000 clones non mutés) [28], et I’autre pour
la détection de mutations de KRas avec une sensi-
bilité similaire [29], suffisante pour la détection de
mutations de KRas dans I’ADN libre circulant. Basée
sur cette derniére technique, une procédure en multi-
plex permettant de détecter et de quantifier les sept
mutations de KRas les plus répandues a été dévelop-
pée et utilisée pour caractériser I’ADN libre tumoral
circulant plasmatique de patients atteints de cancer
colorectal a un stade avancé (analyse faite lors de
la progression tumorale et avant le début du traite-
ment anti-EGFR). Dans cette étude (50 patients), la
concordance entre le statut des mutations de I’ADN
de la tumeur (déterminé par qPCR) et celui de I’ADN

? Le BEAMing (beads, emulsion, amplification and magnetics) est une technologie
commercialisée initialement par la société lonostics (aujourd’hui par la société
Sysmex). Elle utilise des billes magnétiques fonctionnalisées avec des amorces
complémentaires de "ADN cible qui, une fois « recouvertes » de multiples copies
de ’ADN cible initialement encapsulé, sont marquées par des sondes fluorescentes
spécifiques, puis analysées par cytométrie a fluorescence. Cette technique permet
de réaliser des tests quantitatifs et trés sensibles : une molécule d’ADN mutée peut
étre détectée parmi 10000 molécules d’ADN non muté.
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L lisati Altérati
ocalisation Nombre de érations

de la Stade détectées  Origine Technique Année Références

patients

tumeur (gene)

Précoce a

, 33 APC
avancé
’ APC, KRas,
Avancé 18
PIK3CA, TP53
Colorectal , .
Précoce a . .
) ) 191 Vimentine
métastatique
Avancé 28 KRas
Avancé 50 KRas
; . 34
Précoce a . .
, (retrospectlve) et PIK3CA
avancé
51 (prospective)
) PIK3CA, TP53,
Sein
Avancé 30 variation
structurelle
Précoce
29 PIK3CA
(1, et 11)
Mélanome Avancé 13 BRAF
Avancé 35 EGFR
Poumon Avancé 44 EGFR
Avancé 23 €GFR, KRas
PIK3CA, MET,
Ovaire IQCA1, CD1A,
Sein Avancé 6 KIAA0406
Poumon LFYVE21, EGFR,
TP53, ATM

Plasma BEAMing 2005 [14]
Plasma BEAMing 2008 [37]
Plasma Methy[-BEAMing 2009 [31]
Sérum BEAMing 2012 [23]
Plasma Microgouttelettes 2013 [17]
Plasma BEAMing 2012 [38]
Plasma Microchambres 2013 [19]
Plasma Microgouttelettes 2014 [39]
Plasma Microgouttelettes 2014 [18]
Plasma Microchambres 2009 [24]
Plasma BEAMing 2011 [37]
Plasma Microgouttelettes 2014 [18]
Plasma Microchambres 2013 [38]

Tableau I. Exemples d’altérations génétiques tumorales ayant été détectées dans I’ADN libre circulant par PCR digitale. APC : anaphase promoting

complex ; KRas : Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog ; PIK3CA : phosphoinositide-3-kinase, catalytic, 0. polypeptide ; TP53 : tumor protein

53 ; BRAF : v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B ; EGFR : epidermal growth factor receptor ; MET : met proto-oncogene ; IQCAL : /0 motif

containing with AAA domain 1 ; KIAA0406 : TELOZ interacting protein 1 ; ZFYVE21 : zinc finger, FYVE domain containing 21 ; ATM : ataxia telangiec-

tasia mutated. Tableau non exhaustif, modifié et complété de Crowley et al. [11].

du plasma est de 86 % pour les expériences en multiplex, et de 90 %
pour les expériences en duplex. Trois échantillons plasmatiques
contenant un alléle KRas muté présentaient une discordance avec
le profil de mutations de la tumeur du patient [20]. Des mutations
de "oncogene KRas indétectables dans les tissus tumoraux avaient
également pu étre mises en évidence a partir de sérum par dPCR
BEAMing [30], illustrant la capacité des techniques de dPCR & reflé-
ter I’hétérogénéité clonale de la tumeur.
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Cancer du poumon : mutations du géne codant pour
I’EGFR

La prédiction d’éventuelles résistances peut aider le
clinicien dans le choix du traitement le plus adapté,
et le plus précoce possible. Par exemple, pour le can-
cer du poumon, deux mutations du gene codant pour
I"EGFR (une délétion au sein de ’exon 19 ou la mutation
ponctuelle L858R) conférent une grande sensibilité des



cellules tumorales a des molécules inhibitrices de I’EGFR (gefitinib
et erlotinib, deux inhibiteurs sélectifs de la tyrosine kinase de EGFR),
alors que la mutation T790M est identifiée comme une mutation
secondaire de résistance a ces mémes molécules. Les deux muta-
tions associées a une sensibilité au traitement représentent 85 %
des mutations de I'€GFR, et leur détection dans ’ADN libre tumoral
circulant dans le plasma a pu étre réalisée en dPCR (digital array chip
12.765®%) avec une sensibilité et une spécificité respectives de 92 %
et 100 %. Chez quinze patients pour lesquels des mutations d’€GFR
ont été détectées dans I’ADN libre tumoral circulant plasmatique,
40 % portaient la délétion et 60 % la mutation ponctuelle [31]. Ces
proportions sont similaires a celles déterminées par des études réa-
lisées sur le tissu tumoral, alors que, dans des études réalisées en
qPCR a partir d’échantillons extraits de sérum, la mutation L858R est
plus faiblement représentée [32]. La mutation T790M, habituellement
identifiée chez environ la moitié des patients résistants traités avec
les molécules mentionnées précédemment, a pu étre détectée dans
des échantillons plasmatiques par BEAMing chez 43,5 % des patients
ayant une tumeur en progression aprés traitement [33].

Cancer du sein : amplification de HER2

Dans le cas du cancer du sein, les tumeurs d’entre 15 % et 25 % des
patientes surexpriment HER2 (human epidermal growth factor recep-
tor 2) par amplification du géne, et ces patientes doivent étre traitées
avec des thérapies ciblées (trastuzumab [anticorps herceptine] ou
lapatinib [inhibiteur de I’acitvité tyrosine kinase]) pour améliorer leur
pronostic. Ainsi, le suivi de cette amplification parmi les molécules
d’ADN libre tumoral circulant permettrait de suivre au cours du temps
I’efficacité du traitement. Des 2011, "amplification de ce géne a été
détectée par qPCR dans des échantillons d’ADN libre circulant prove-
nant du plasma de patients. Toutefois, chez 30 patientes atteintes de
cancer du sein métastatique, la corrélation entre le taux d’amplifi-
cation de HERZ détecté dans I’ADN libre circulant plasmatique et le
statut d’HER2 de la tumeur primaire était faible [34]. Une étude parue
plus récemment utilisant la dPCR, a été réalisée sur des échantillons
de plasma provenant de 58 patientes présentant des métastases, et la
concordance avec le statut de la tumeur primaire était de 90 % [27].

Conclusions

La multiplication des études réalisées sur ’ADN libre circulant utili-
sant, entre autres techniques, la dPCR, devrait contribuer a valider
sa pertinence en tant que marqueur tumoral. Les résultats obtenus
tendent & valider la dPCR en microcompartiments (microgouttelettes
ou microchambres) pour le diagnostic, la détection de résistances
et le suivi des patients pour, par exemple, anticiper une éventuelle
récidive. Cette méthode offre une sensibilité et une spécificité supé-
rieures a celles de la qPCR utilisée classiquement en oncologie cli-

¥ Le digital array chip 12.765® est une puce microfluidique commercialisée par la société Fluidigm. Elle
permet d’analyser 12 échantillons différents en paralléle, chacun étant discrétisé en 765 compartiments
fermés d’un volume de 6 nl. Cette technique permet de réaliser 9 180 réactions de PCR simultanées, avec
une sensibilité d’une molécule d’ADN mutant détectée parmi mille molécules d’ADN non mutées.
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nique, ce qui permet la détection d’événements rares
au sein de mélanges complexes d’ADN ayant de fortes
similitudes de séquences avec la cible. Cela permet
d’envisager le suivi de marqueurs tumoraux dans les
liquides biologiques, tels que le sang, particulierement
adaptés au suivi des patients. La commercialisation
récente d’appareils automatisant la dPCR va favoriser
la démocratisation de ces analyses. Une grande partie
des travaux réalisés initialement avaient pour objectif
la détection de mutations spécifiques de tumeurs,
mais de nouvelles stratégies pourraient permettre de
détecter et quantifier d’autres types de marqueurs
tumoraux. Des études en dPCR ont ainsi été décrites
qui détectent les variations d’expression de différents
microARN d’intérét dans le sérum de patients atteints
de cancer [35, 36]. De méme, ’hyperméthylation
du gene de la vimentine a pu étre décelée par dPCR
(BEAMing) dans I’ADN libre circulant plasmatique chez
59 % de patients atteints de cancer colorectal [37].
Les cellules tumorales circulantes sont également un
marqueur d’intérét [38] et peuvent étre caractérisées
par des procédures digitales. UADN y est déja compar-
timenté, ce qui constitue un avantage par rapport a
’ADN libre circulant, mais leur manipulation est déli-
cate et leur faible représentation impose des étapes
de purification [39]. La possibilité de détecter des
séquences génétiques spécifiques au sein de mélanges
complexes, tels que les liquides biologiques, avec une
haute sensibilité et spécificité, ouvre la voie a de nom-
breuses autres applications incluant, entre autres, le
diagnostic viral [40] et le diagnostic prénatal [41]. ¢

SUMMARY

Digital PCR compartmentalization

Il. Contribution for the quantitative detection of
circulating tumor DNA

Genetic markers are now widely used in the clinics,
particularly in cancer patient management. Indeed,
these tumor markers can help in the diagnosis and
prognosis of the disease, and provide valuable infor-
mation for treatment orientation in the context of
personalized medicine. The presence of circulating
cell-free tumor DNA (cftDNA) and thus of tumor mar-
kers in the blood can be considered to partly avoid
the use of solid biopsies. The use of blood samples,
as liquid biopsies, is less invasive and described as
more representative of tumor heterogeneity. However,
cftDNA can be found in blood in low proportion that
can vary according to the nature and the progression
of the tumor. For these reasons, the use of highly
sensitive, specific and ideally quantitative methods
for its detection are required. These requirements
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constituted until recently a technological limit, which now can be
overcome thanks to digital PCR. This technology could now become a
very efficient and non-invasive tool in oncology, complementary to
conventional diagnostic techniques. ¢
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