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Introduction : concept de biopsie liquide
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> 2 d’aprés Siravegnia - Nat Rev Clin Oncol. 2017 Sep;14(9):531-548



Introduction : concept de biopsie liquide
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La biopsie liquide

» ADN tumoral circulant (ADNtc) Applications en routine en 2018

» Cellules tumorales circulantes (CTC) Balila ol lalNE i te e i



ADN tumoral circulant : origine(s)

!

\

Mécanismes passifs

Apoptose

, ‘ ADN/ARN dégradés
Necrose

Meécanismes actifs

Relargage actif spontané (exosomes)

N\

(

Variations

N résorption (macrophages) - Y2 vie : 2h
7 phénomeéne (physio-)pathologique :
- inflammation
- maladie métabolique
= ADN génomique (non tumoral)

Secretion

=€
a2y
Blood vessel

gDNc = ADNc tumoral + ADNc génomique]

Diaz & Bardelli - J Clin Oncol. 2014 Feb 20;32(6):579-86



ADN tumoral circulant : analyses

Charge mutationnelle
Mutations ponctuelles (incluant insertions et délétions) +++

Variations du nombre de copie (amplifications)

Réarrangements (ARN)
Méthylation (épigénétique)

Instabilité micro-satellitaire

> 6 d’aprés Wan - Nat Rev Cancer. 2017 Apr;17(4):223-238



ADN tumoral circulant : problématiques pratiques

» Liees au prélevement (conservation et stockage)
» Liees au materiel (quantite d’ADN)

» Liees ala technique (sensibilite ou exhaustivité ?)



ACt (Ct mutation specific PCR - Ct control PCR)

ADN tumoral circulant : problematiques pratiques

» Liees au prelevement (conservation et stockage)

p<0.01
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Sensitivity

Number of Studics Estimate, Contamlnat|0n dU serum par
Subgroups (Matched Specimen) 95% C1 P, % ADN génomlque (IeUcocytes)

Type of sample i i
Plasma 12 ¢1391) 0,65 (051 10 0.77)] 80.2 - Plasma = ChOIX Optlmal
Serum 10 (412) 056 (035 1o 0.75)] 9.0
o 2 o
Stockage ADN : -20°Ca -40°C

Vallée - Lung Cancer. 2013 Nov;82(2):373-4
Norton - J Clin Lab Anal. 2013 Jul;27(4):305-11 Mao - Medicine (Baltimore). 2015 May;94(21):e775



Frequency of cases with delectable ctDNA (%)
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ADN tumoral circulant : problematiques pratiques

» Liees au materiel (quantité d’ADN): primitif et stade

n=23
P=003

Plasma DNA (ng/ml)
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Bettegowda - Sci Transl Med. 2014 Feb 19;6(224):224ra24
Gautschi- J Clin Oncol. 2004 Oct 15;22(20):4157-64



ADN tumoral circulant : problematiques pratiques

Massively parallel sequencing —— Digital genomic technologies
WGs WES TS
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~6,000 genome equivalents
~6 mutant molecules at 0.1%
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» Liées ala technique (sensibilitée ou exhaustivité ?)

Méthode Sensibilité
Séquencgage Sanger >10%
Pyroséquencage 10%
Séquencage de
quensage ce <0,1%
nouvelle génération
P L
CR quant|ta't|ve en 1%
temps reel
PCR itati
qU?ntltat'lve' e’n 0,2%
temps reel optimisee
PCR digitale 0,001%

Diaz & Bardelli - J Clin Oncol. 2014 Feb 20;32(6):579-86



ADN tumoral circulant : concordance tissu-plasma
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Primo determination statut EGFR

Mutation de sensibilitée :
» délétion (exon 19)
» L858R (exon 21)

24 etudes comparaison tissu-plasma (2011-2017)

Techniques variées (ciblées et exhaustive)

Sensibilité Spécificite Concordance

plasma plasma tissu-plasma

21-100% 93-100% 68-97%

Rolfo - J Thorac Oncol. 2018 Sep;13(9):1248-1268



ADN tumoral circulant : concordance tissu-plasma

» Rechute sous inhibiteur de tyrosine kinase

S—— » Mutation de resistance EGFR :

e —— :% = » T790M (exon 20)

e - » 18 études comparaison tissu-plasma (2011-2017)
o — ¢ & » Techniques variées (ciblées et exhaustive)

e s . Sensibilite Specificite Concordance
o e w e plasma plasma tissu-plasma

CH, cpialiatve FCR; PCT, Al roplet FCH; NS, rue germration senpubme g, THY, Tyresires hiearss ihifor, (ETA, cireilating tumor DNA; BEAMNG.
ot ermmision, i gt bR, remction; Aef,

41-90,5%  58-100% 57-97%

> 12 Rolfo - J Thorac Oncol. 2018 Sep;13(9):1248-1268



ADN tumoral circulant : concordance tissu-plasma

Tumeur +
ADNHtc -
Relativement fréquent

* Manque de sensibilité
> faible taux circulant

* Clone non circulant

Tumeur + ADN{tc +

Concordance
tissu-plasma

Absence de détection de mutation

Tumeur -
ADNtc +
Plutot rare

* Hétérogénéité tumorale
> biopsie clonale

* Hématopoiese clonale



Stratification théranostique

PIK3CA mutation
—
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Therapy selection

“ Anti-PIK3CA
Jﬁ Anti-HER2
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qlr ERBB2 amplification
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Dépistage / Diagnostic précoce

Genomic alteration ctDNA
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N tumoral circulant : applications cliniques

N [

) AR (hounder martatinn

[ Suivi longitudinal (pronostique) ]

réponse / maladie résiduelle / résistance

— Sensitive alteration
— Rewustant alteration

d’‘apres De Mattos-Arruda - Mol Oncol. 2016 Mar;10(3):464-74
d’apres Diaz & Bardelli- J Clin Oncol. 2014 Feb 20;32(6):579-86



ADN tumoral circulant : routine diagnostique en 2018

} ReCO MMman d at | ons G‘FC@ (Groupe Francais de Cytogénomique Oncologique)

Primo-détermination statut EGFR Rechute sous inhibiteur de TK (28r¢/2¢me G)

Tissu (reference) ADN circulant itératifs

— si matériel tissulaire insuffisant
— si analyse sur tissu non contributive

ADN circulant TiSSU (sipossible)

— si absence de détection de mutation

> 15 d’aprés Lemoine - Innov Ther Oncol 2016 ; 2 : 225-232



La biopsie liquide

» ADN tumoral circulant (ADNtc) Applications en routine en 2018

» Cellules tumorales circulantes (CTC) Balila ol lalNE i te e i



Cellules tumorales circulantes : definition

» Rares :1 CTC/1 milliard de cellules hématologiques

1310 /10 mldesang

» Cellules non hematologiques circulantes (CNHCs) :

» Cellules épithéliales circulantes :
non tumorales
cellules tumorales bénignes

cellules tumorales malignes

» Cellules endotheéliales circulantes:

non-tumorales

lies a la néo-angiogenése tumorale

» Cellules mésenchymateuses

lnivasion or intravasation ability
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Homing and metastasis.

! Phenotypic diversity initiating potential

Genogmic heteroganelity.



Cellules tumorales circulantes : applications cliniques

» En theorie : = ADN tumoral circulant

DEPISTAGE

DIAGNOSTIC

SUIVI

BILAN INITIAL

MALADIE RESIDUELLE

RESISTANCE

» Enroutine (2018):

» Avucune !

Moon - Adv Drug Deliv Rev. 2018 Feb 1;125:143-150



Cellules tumorales circulantes : caracterisation

» Cytologie » Immunocytochimie

Criteres cytologiques
¢
¢

Cohorte de patients atteints de CBNPC
Immunocytochimie ALK (clone 5A4) + FISH ALK (x1000)
Méthode d'lSOlement des Ce||U|eS ISET «lsolation by Size of Epihelial Tumor Cells »

> 19 Hofman - Cytopathology. 2012 Feb;23(1):30-8
lllie - Ann Oncol. 2012 Nov;23(11):2907-13



Cellules tumorales circulantes : limites

» Facteurs limitants le developpement des CTC :

» Faible nombre et fragilité
» Méthodes d'isolement et pré-analytique complexes
» Faux-negatifs

transition épithélio-mésenchymateuse

potentiel invasif ?
» Faux-positifs
cellules non hématologiques circulantes

» Peude preuve de la validite et utilite cliniques de leurs utilisations

> 20 d’aprés Hofman - Bulletin de I’AIP n°66 (décembre 2017)



CONCLUSION : Take-home messages (1/2)

» La place de la biopsie liquide va-t-elle étre croissante ?

- Oul |

» Caractere non/peu invasif

» Possibilites techniques croissantes

» Investissement de champs non concernés par la pathologie :
» Dépistage
» Suivi longitudinal (efficacité thérapeutique / rechute précoce)
» Heétérogeénéité tumorale



CONCLUSION : Take-home messages (2/2)

» La biopsie liquide va-t-elle remplacer la biopsie tissulaire ?

' NON |

» La « biopsie liquide » n'a de valeur que positive

» Matériel moléculaire en quantite suffisante sur tissu
» Place du pathologiste (?) dans le champ de la biopsie liquide :

» Caractérisation morphologique des cellules tumorales circulantes
» Immunocytochimie (caractérisation phénotypique)
» FISH (caractérisation génétique)
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