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Introduction : concept de biopsie liquide

� Objectif :
� Obtenir une information sur une tumeur

solide à partir d'un prélèvement liquide

� Substrats :
� Sang +++

� LCS

� Urine

� Salive

� …

2 d’après Siravegnia - Nat Rev Clin Oncol. 2017 Sep;14(9):531-548

Blood



Introduction : concept de biopsie liquide

3 d’après Hasan - Lung. 2014 Oct;192(5):639-48

Composants tumoraux 
de la biopsie liquide 

théoriquement 
analysables

Cellules tumorales (CTC) 

Cellules du micro-environnement

ADN tumoral (ADNtc)

Exosomes

Protéines tumorales

Métabolites

ARN tumoraux (ARNtc)

Anticorps / Antigènes 

tumoraux

Plaquettes

Cellules mononuclées



La biopsie liquide

� ADN tumoral circulant (ADNtc)

� Cellules tumorales circulantes (CTC)
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Applications en routine en 2018

Futur rôle pour le pathologiste ?



ADN tumoral circulant : origine(s)
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Mécanismes passifs

Apoptose 
Nécrose

Mécanismes actifs

Relargage actif spontané (exosomes)

ADNc = ADNc tumoral + ADNc génomique

Variations

� résorption (macrophages) - ½ vie : 2h
� phénomène (physio-)pathologique :

- inflammation
- maladie métabolique 
� ADN génomique (non tumoral)

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

Blood vessel

ADN/ARN dégradés



ADN tumoral circulant : analyses

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

Mutations ponctuelles (incluant insertions et délétions)  +++

Variations du nombre de copie (amplifications)

Réarrangements (ARN)

Méthylation (épigénétique)

Charge mutationnelle 

Instabilité micro-satellitaire



ADN tumoral circulant : problématiques pratiques

� Liées au prélèvement (conservation et stockage)

� Liées au matériel (quantité d’ADN)

� Liées à la technique (sensibilité ou exhaustivité ?)

7



ADN tumoral circulant : problématiques pratiques
� Liées au prélèvement (conservation et stockage)

8 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

Contamination du sérum par 
ADN génomique (leucocytes)
� Plasma = choix optimal

Stockage ADN : -20°C à -40°C

Délai courts < 4 h

Délai + longs � 5 jrs



ADN tumoral circulant : problématiques pratiques
� Liées au matériel (quantité d’ADN): primitif et stade

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

Stade
métastatique

� 50%

Stade précoce
Thérapie ciblée

< 1%



ADN tumoral circulant : problématiques pratiques
� Liées à la technique (sensibilité ou exhaustivité ?)
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Méthode Sensibilité

Séquençage Sanger > 10%

Pyroséquençage 10%

Séquençage de 
nouvelle génération

2%

PCR quantitative en 
temps réel

1%

PCR quantitative en 
temps réel optimisée

0,1%

PCR digitale 0,001%

< 0,1 %

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



ADN tumoral circulant : concordance tissu-plasma

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

� Primo détermination statut EGFR

� Mutation de sensibilité :

� délétion (exon 19)

� L858R (exon 21)

� 24 études comparaison tissu-plasma (2011-2017)

� Techniques variées (ciblées et exhaustive)

Sensibilité 
plasma

Spécificité 
plasma

Concordance 
tissu-plasma 

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



ADN tumoral circulant : concordance tissu-plasma

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

� Rechute sous inhibiteur de tyrosine kinase

� Mutation de résistance EGFR :

� T790M (exon 20)

� 18 études comparaison tissu-plasma (2011-2017)

� Techniques variées (ciblées et exhaustive)

Sensibilité 
plasma

Spécificité 
plasma

Concordance 
tissu-plasma 

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



ADN tumoral circulant : concordance tissu-plasma
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Tumeur +

d’après Merker - Arch Pathol Lab Med. 2018 Oct;142(10):1242-1253

ADNtc +

Concordance 

tissu-plasma

Absence de détection de mutation

Tumeur +

ADNtc -

Relativement fréquent

• Manque de sensibilité
> faible taux circulant

• Clone non circulant

Tumeur -

ADNtc +

Plutôt rare

• Hétérogénéité tumorale
> biopsie clonale

• Hématopoïèse clonale



ADN tumoral circulant : applications cliniques

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

Stratification théranostique Hétérogénéité intra-inter tumorale

Dépistage / Diagnostic précoce Suivi longitudinal (pronostique) 
réponse / maladie résiduelle / résistance



ADN tumoral circulant : routine diagnostique en 2018

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

� Recommandations                 (Groupe Français de Cytogénomique Oncologique)

Primo-détermination statut EGFR Rechute sous inhibiteur de TK (1ère/2ème G)

Tissu (référence)

ADN circulant

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

Tissu (si possible)

ADN circulant itératifs

� si absence de détection de mutation 



La biopsie liquide

� ADN tumoral circulant (ADNtc)

� Cellules tumorales circulantes (CTC)

16

Applications en routine en 2018

Futur rôle pour le pathologiste ?



Cellules tumorales circulantes : définition
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� Rares : 1 CTC / 1 milliard de cellules hématologiques

1 à 10 / 10 ml de sang

� Cellules non hématologiques circulantes (CNHCs) :
� Cellules épithéliales circulantes :

� non tumorales

� cellules tumorales bénignes

� cellules tumorales malignes

� Cellules endothéliales circulantes :

� non-tumorales

� liées à la néo-angiogenèse tumorale

� Cellules mésenchymateuses

Alix-Panabières- Nat Rev Cancer. 2014 Sep;14(9):623-31



Cellules tumorales circulantes : applications cliniques
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� En théorie : ≈ ADN tumoral circulant

� En routine (2018) :
� Aucune !

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

DÉPISTAGE

DIAGNOSTIC

SUIVI
BILAN INITIAL

MALADIE RÉSIDUELLE
RÉSISTANCE



Cellules tumorales circulantes : caractérisation 
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� Cytologie
Critères cytologiques

� Immunocytochimie � FISH

Cohorte de patients atteints de CBNPC
Immunocytochimie ALK (clone 5A4)  + FISH ALK (x1000)

Méthode d’isolement des cellules ISET « Isolation by Size of Epihelial Tumor Cells »

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



Cellules tumorales circulantes : limites
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� Facteurs limitants le développement des CTC :

� Faible nombre et fragilité

� Méthodes d’isolement et pré-analytique complexes

� Faux-négatifs

� transition épithélio-mésenchymateuse

� potentiel invasif ?

� Faux-positifs

� cellules non hématologiques circulantes

� Peu de preuve de la validité et utilité cliniques de leurs utilisations

d’après Hofman - Bulletin de l’AIP n°66 (décembre 2017) 



� La place de la biopsie liquide va-t-elle être croissante ?

� Caractère non/peu invasif

� Possibilités techniques croissantes

� Investissement de champs non concernés par la pathologie :
� Dépistage

� Suivi longitudinal (efficacité thérapeutique / rechute précoce)

� Hétérogénéité tumorale

CONCLUSION : Take-home messages (1/2)
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OUI



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

� La « biopsie liquide » n’a de valeur que positive

� Matériel moléculaire en quantité 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)

CONCLUSION : Take-home messages (2/2)
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NON
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Merci de votre attention !


