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Qu’appelle-t-on biopsie liquide ?

Cellules tumorales circulantes

ADN tumoral circulant

Prélevements peu invasifs et sans risque
Pouvant étre répétés dans le temps
Représentatifs de la tumeur de facon synchrone
S’affranchissant de I’hétérogénéité tumorale

Nécessitant des techniques spéciales d’isolement
Requérant des techniques moléculaires ultra-sensibles



Cellules tumorales circulantes

Reconnues grace a leurs marqueurs de surface

Antigenes spécifiqgues de cellules épithéliales (EPCAM)

Capture par systeme immunomagnétique
CellSearch™

Reconnues par leurs proprietés physicochimiques

Taille, densite, déformabilite, charge électrique, etc.

Utilisation de filtres, de centrifugation sur gradient, etc.
Iset™



Cellules tumorales circulantes

Analyse par cytometrie en flux (cell sorting)

Permet de travailler sur des volumes de sang importants,
donc d’obtenir des quantités plus élevées de cellules,
donc de réaliser une caractérisation moléculaire

CellSearch™ a recu I’'agrément de la FDA

Analyse par systemes microfluidiques

Nécessite de faibles volumes de sang (< 1 ml)
Moindre précision dans le comptage d’événements rares

En développement



Cellules tumorales circulantes

Origine des CTC

Cellules mortes ou en cours d’apoptose, par desquamation
Cellules vivantes, a potentiel metastatique (DTC)
Proviennent du site primitif ou de metastases
Les CTC sont-elles des DTC ?

Quid de la transition éepithélio-mésenchymateuse ?

Expression de caracteres épithéliaux et mésenchymateux

Expression de caracteres de cellules souches
Les CTC sont-elles des CSC ?



Cellules tumorales circulantes

Anomalies moléculaires

Cancers de |la prostate
Amplification d’AR, délétion de PTEN, réarrangement d’ERG

Cancers du sein
Amplification d’ERBB?2

Cancers colorectaux
Mutations de KRAS et de BRAF

Cancers bronchiques non a petites cellules
Mutation d’EGFR



Cellules tumorales circulantes

Disparités tumeur primitive / C

Disparités moléculaires

C

Tendance a la « perte » d’expression de ESR1 et au « gain » d’ERBB2
Augmentation de la proportion de « triple négatifs »

Les CTC seraient issues de clones minoritaires de grande malignité

Disparitées phénotypiques

En néo-adjuvant, maintien de CTC en situation de réponse

pathologique complete

Les CTC n’auraient pas les mémes caracteres de chimiosensibilité
Faut-il le prendre en compte pour I'indication des traitements ?



Cellules tumorales circulantes

Valeur pronostique indiscutable

Cancers du sein
Cristofanilli et al, N Engl J Med 2004, 351: 781-91
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Cellules tumorales circulantes

Valeur pronostique indiscutable

Cancers du sein
Pierga et al, Ann Oncol 2012; 23: 618-24
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Cellules tumorales circulantes

Valeur pronostique indiscutable

Cancers de la prostate
Scher et al, Lancet Oncol 2009; 10: 933-9

35 n=156 n=164 n=154

0 0 Death
® x0 ® o
30 g — 0 O — 0 Lost to follow-up
= o 08 : 0 o 00 & o 28 0
= 25 0 0 Op é% 0 @) 0
= — | 0 |
£ 3 °%0% 0 °%0__ %t o o
e B o B 0B o 3@90 g 0 0 0B
E 20+ 0 0 — 0 —
S % o 0 @0 _ 0 X o 00 0 i 000 @ .
3 59 % 0 d Q % 00
2 10 a - 0 . 0
= N ’
5 = y -
0 \ v} 0
0 0 o} 0 00
0 . 0 - 0
I I I I I I I I I I I I I I I I I ] I I [ I I
0 1 £ 200 50 140 400 1090 1 6 20 50 140 400 1090 2980 810022020 240 400 660 1000 1800

Circulating tumour cells (per 7-5 mL blood) Prostate-specific antigen (ng/mL) Lactate dehydrogenase (IU/mL)




>
l
[ o TR e R e
o o o
] ] I

b |
o
|

o @
o o
! !

40
30
20
10

Probability of
Progression-Free Survival (%

Cellules tumorales circulantes

Valeur pronostique indiscutable

Cancers du colon
Cohen et al, J Clin Oncol 2008: 29: 3213-21
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ADN circulant

Présence d’ADN circulant connue depuis 1948

Fragments de petite taille (< 200 pb)
Maintien d’un environnement nucléosomique
Provient de tissus normaux, de la tumeur, des CTC
Demi-vie tres breve (2 heures)

Permet des études génétiques et epigénétiqgues

Mutations
Amplifications
Réarrangements
Méthylation de promoteurs



ADN circulant

Présence associée a plusieurs situations
AVC et Iinfarctus myocardique
Exercice musculaire intensif
Insuffisance rénale aigué
Cytolyse hepatique
Traumatismes
Chirurgie
Cancer



ADN tumoral circulant

Sur le plan technique

Réalisable dans tout laboratoire de biologie moléculaire

Nécessité de mettre au point des PCR adaptées
a la faible quantité d’ADN tumoral circulant
a la taille des fragments préesents dans la circulation

Plusieurs travaux initiaux n’ont pas été validés
Nombreuses etudes en cours



ADN tumoral circulant

Un outil diagnostique a visee thérapeutique
Mutations d’'EGFR, de KRAS, de BRAF,
Amplification d’ERBB2, réarrangement EML4-ALK

Un outil pronostique
Concentration de PADNItc



ADN tumoral circulant

Quelques applications possibles, en cours d’étude

Détection précoce des cancers ?
Indication de thérapies ciblees
Evaluation de laréponse au traitement
Recherche de la maladie résiduelle
Recherche de mutations de résistance



ADN tumoral circulant

Suivi de la maladie cancéreuse en temps réel
Leary et al, Sci Transl Med 2010; 2: 20ral4
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Biopsies liquides

Elles apporteront un progres considérable
Nombreuses études de validation en cours

Les CTC restent de maniement délicat
Matériel colteux, personnel spécialisé

L’ADN circulant est approprié a une utilisation de routine
Mieux dédié a des usages variés
Permet le suivi de la maladie cancéreuse en temps réeel



