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I. Le Carcinome à Cellules de Merkel

a) Description du Carcinome à Cellules de Merkel

Les carcinomes cutanés sont des tumeurs cutanées malignes qui se développent à partir des cellules 

épithéliales de la peau. Le facteur de risque principal est l’exposition aiguë ou chronique aux UV. Ils 

s’opposent aux mélanomes dérivés des mélanocytes et qui ont aussi pour facteur de risque principal 

l’exposition aux UV. Il existe deux grands types de carcinomes cutanés: basocellulaires, les plus 

fréquents qui ne métastasent pas dans la très grande majorité des cas et épidermoïdes, plus rares mais 

plus agressifs, qui peuvent entrainer des métastases locales ou à distance (Rees 1997).

Le Carcinome à cellules de Merkel (CCM), aussi appelé carcinome trabéculaire ou carcinome cutané 

neuroendocrine primitif, est une tumeur cutanée primitive neuroendocrine décrite pour la première 

fois en 1972 par Toker (Toker 1972). Sa dénomination est liée à la similarité de ses cellules avec les 

cellules de Merkel de l’épiderme, proches des follicules pileux et à proximité des nerfs sensoriels. Ces 

dernières qui représentent moins de 1% des cellules cutanées, ont été décrites pour la première fois 

en 1875 par Friedrich Merkel. Ce sont des mécano-senseurs qui transmettent l’information d’un 

toucher léger sur la peau via les nerfs sensitifs mais qui ont aussi probablement des fonctions 

neuroendocrines, ce qui justifie le nom de la tumeur qui en est peut-être dérivée. Les cellules du CCM 

ont un noyau basophile large et un cytoplasme restreint ; de nombreuses mitoses ainsi que des cellules 

en nécrose au sein de la tumeur sont souvent visibles. 

L’origine des cellules du CCM est cependant encore incertaine. Plusieurs hypothèses histogénétiques 

ont été suggérées : un ancêtre commun avec les lymphocytes B (Sauer et al. 2017) ou dérivé des 

cellules de Merkel (Maricich et al. 2009) avec lesquelles elles partagent, comme mentionné, de 

nombreuses caractéristiques physiologiques et de nombreux marqueurs. En effet, les cellules du CCM 

expriment comme les cellules de Merkel la Neuroendocrine-Specific Enolase (NSE)(Yang et al. 2019), 

et la cytokératine 20 (CK20)(Kervarrec et al. 2019). De même la cytokératine est présente sous forme 

de points (dots) paranucléaires dans ces deux types de cellules, contrairement aux autres cellules 

épithéliales où les cytokératines forment un réseau de filaments. Cependant, les cellules de Merkel 

ont une localisation épidermique alors que les cellules du CCM sont situées dans le derme. De plus, les

cellules de Merkel sont des cellules différenciées et ne se divisent plus alors que les cellules du CCM se 
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multiplient de manière importante. Malgré ces différentes hypothèses, l’histogénèse précise des 

cellules du CCM reste donc à établir. 

1. Présentation clinique du CCM

Le CCM se présente en général sous forme d’un nodule indolore rose/violacé en dôme, le plus souvent 

situé sur les zones exposées aux UV, comme la tête, la nuque ou les membres supérieurs. Il est 

caractérisé par un développement rapide, souvent en l’espace de quelques mois, et près d’un tiers des 

patients présentent déjà des métastases régionales et/ou à distance lors du diagnostic (Becker et al. 

2017) sans site préférentiel pour ces dernières. La survie globale est courte, de l’ordre de 64% à 18% à 

5 ans en fonction du stade au diagnostic et le taux de mortalité est élevé, avec 33% à 46% de décès à 

5 ans (Schadendorf et al. 2017).

Le diagnostic du CCM est établi après biopsie ou biopsie-exérèse de la tumeur par l’examen 

histologique conventionnel. Il est complété de l’identification par immunomarquage de l’expression 

de certains marqueurs épithéliaux comme EpCAM, de différentes cytokératines légères (CK5/6 ; PanCK 

: 8-18-19), de CK20, mais aussi de marqueurs neuroendocrines comme la NSE (Neuro-specific enolase), 

la Synaptophysine, la Chromogranine A, la Somatoslatine, la Calcitonine ou encore de la molécule 

CD56. La CK7 et le facteur de transcription thyroïdien (TTF-1), négatifs dans le CCM, sont utilisés pour 

différencier le CCM d’autres tumeurs neuroendocrines extra-cutanées métastatiques pouvant 

présenter des caractéristiques histologiques semblables (Coggshall et al. 2018). L’utilisation de 

nouveaux marqueurs a été suggérée comme les neurofilaments ou encore la protéine 2 qui lit les 

séquences riches en AT quand par exemple la CK20 est négative (Del Marmol and Lebbe 2019). La 

présence du polyomavirus de Merkel (MCPyV), qui sera défini plus tard, peut aussi être recherchée, 

même s’il n’existe pas encore de détection de routine. 

Le stade du CCM est formalisé selon le système décrit par l’American Joint Committee on Cancer 

(AJCC), qui définit les stades I et II comme localisés au site de la tumeur primaire (stade I avec une 

tumeur inférieure ou égale à 2cm de diamètre ; stade II supérieure à 2 cm), stade III avec une atteinte 

ganglionnaire régionale, avec deux sous-groupes : IIIA où la tumeur primaire n’est pas connue, et IIIB 

où la tumeur primaire est connue, et stade IV avec métastases à distance (Del Marmol and Lebbe 

2019). 
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Le pronostic des patients est évalué en fonction de la taille de la tumeur primaire, mais aussi du stade 

de la maladie au moment du diagnostic (présence de métastases régionales ou à distance). Pour cela 

une étude du ganglion sentinelle est recommandée, car on estime que près d’un tiers des métastases 

ganglionnaires sont inapparentes à l’examen clinique (Coggshall et al. 2018). L’âge, le sexe, des facteurs 

de comorbidité et certaines caractéristiques de la tumeur participent également à l’évaluation du 

pronostic. Le suivi des patients suit des recommandations précises et doit être au mieux 

multidisciplinaire. 

Rarement, certains patients se présentent d’emblée au stade métastatique sans tumeur primaire 

connue et/ou retrouvée, ce qui est souvent associé à une meilleure survie que chez les patients avec 

une lésion primaire identifiée (Vandeven et al. 2018). Une réponse immunitaire anti-tumorale serait à 

l’origine de cette régression spontanée, démontrant ainsi l’importance de l’immunité dans l’évolution

du CCM. Ces cas restent rares, mais ils sont plus fréquents que dans d’autres cancers cutanés (Wooff 

et al. 2010). 

2. Épidémiologie

Le CCM est un cancer rare, avec une incidence de l’ordre de 0.7 pour 100 000 (Paulson et al. 2018)

mais qui ne cesse d’augmenter aux États-Unis comme en Europe, jusqu’à tripler au cours des 20 

dernières années (Hodgson 2005; Reichgelt and Visser 2011). Le CCM touche principalement des 

populations âgées et/ou immuno-supprimées, avec une moyenne d’âge au-delà de 70 ans, et une 

légère prédominance chez les hommes. L’augmentation importante de l’incidence de ce cancer peut 

s’expliquer en partie par une amélioration du diagnostic du CCM, notamment liée à l’utilisation du 

marquage CK20. Une autre raison pourrait être l’accroissement numérique des populations à risque, 

principalement dû au vieillissement global de la population. De même que l’augmentation du nombre 

de personnes immunodéprimées, notamment suite à l’augmentation du nombre de patients recevant 

une transplantation d’organe solide et par conséquent de l’exposition aux traitements 

d’immunosuppresseurs. La répartition du CCM à l’échelle mondiale n’est pas homogène, elle touche 

en effet principalement les populations à la peau claire, et il y a donc très peu de CCM chez les 

populations non caucasiennes (Stang et al. 2018). En Australie, le nombre de CCM est plus important, 

avec une incidence plus de deux fois supérieure à celle des Etats-Unis (Abbasi, Ahmed, and Qureshi 

2019) en raison d’une forte exposition aux UV. A noter aussi qu’en Australie la présence du MCPyV 
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dans le CCM semble beaucoup moins importante qu’ailleurs dans le monde (Garneski et al. 2009) avec 

près de 30% CCM MCPyV+ vs au moins 80% ailleurs dans le monde.

Les facteurs de risques du CCM sont donc bien connus : exposition aux UV, âge, immunodépression 

spontanée et/ou thérapeutique notamment après transplantation ou liée au VIH (Virus 

d’Immunodéficience Humaine). Pour ces deux dernières populations, l’incidence du CCM est 

respectivement 5 à 10 fois et 10 à 13 fois plus importante que pour des populations 

immunocompétentes (Abbasi, Ahmed, and Qureshi 2019). Les antécédents de néoplasie et 

notamment d’hémopathie peuvent aussi apparaître comme des facteurs de risque, comme par 

exemple la présence d’une leucémie lymphocytaire chronique (Schadendorf et al. 2017). A l’inverse, 

le CCM peut aussi augmenter le risque de développer d’autres tumeurs, comme les mélanomes où le 

risque est doublé par rapport aux populations témoins, peut-être par un partage de certains facteurs 

de risque comme les UV (Saxena et al. 2014). 

3. Aspects moléculaires 

Dans le CCM deux circonstances étiologiques distinctes ont été identifiées : une origine virale liée à la 

présence du MCPyV, et une origine mutationnelle liée à une exposition prolongée aux UV. Les UV sont 

en effet un facteur essentiel à l’apparition du CCM, notamment attesté par le fait que les tumeurs 

apparaissent sur les zones les plus exposées aux UV (tête, cou, mains). De plus, de nombreuses 

aberrations chromosomiques et mutations UV-induites (dont la signature est majoritairement une 

modification d’une cytosine en thymine ; C>T) sont présentes dans l’ADN somatique des CCM MCPyV-

. L’irradiation aux UV serait également à l’origine d’une réduction locale de l’immunité. Ces 

modifications génomiques avec notamment des duplications ou délétions chromosomiques entraînent

des pertes de fonctions de certains gènes suppresseurs de tumeurs (RB1), des gènes impliqués dans 

les mécanismes de réparation de l’ADN (ATM, MSH2, BRCA1/2, etc.) mais aussi des gains de fonctions 

de certains oncogènes (PI3K, AKT, MTOR)(Becker et al. 2017). Des duplications chromosomiques 

impliquant MYCL ont été observées, ce qui augmente l’agressivité de la tumeur, mais également de 

gènes qui vont déréguler p53, un gène qui contrôle le cycle cellulaire et de multiples voies de 

signalisations intracellulaires (Starrett et al. 2020). Des délétions récurrentes dans le chromosome 10 

ont également été identifiées avec diminution de l’activité de PTEN et augmentation de l’activité de la 

voie de signalisation dépendante de PI3K, régulatrice du cycle cellulaire. Une surexpression des gènes 
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tels PI3K, CD117 ou encore PDGF a par ailleurs été identifiée dans certains cas et associée à un plus 

mauvais pronostic (Starrett et al. 2020)

La seconde circonstance étiologique du CCM est liée à la présence d’un polyomavirus, le MCPyV ce qui 

peut expliquer en grande partie les liens avec l’immunosuppression. Même s’il est ubiquitaire, ce virus 

semble bien jouer un rôle déterminant dans le développement de cette tumeur, sans que les 

mécanismes sous-jacents soient encore totalement connus. Actuellement, il a été établi que le MCPyV 

est retrouvé sous forme d’épisome (ADN double brin circulaire) dans les cellules saines, alors qu’il est 

intégré à l’ADN dans les cellules de CCM. Il a été suggéré que l’intégration se faisait lors des phases de 

réparation de l’ADN cellulaire, à des sites de micro-homologie entre la séquence virale et la séquence 

cellulaire (Starrett et al. 2020). Une description plus détaillée de ce polyomavirus sera présentée par 

la suite.

4. Les traitements du CCM

Les patients atteints du CCM aux stades précoces (stades I et II, non-métastatiques) doivent bénéficier 

d’une exérèse chirurgicale large de la tumeur primaire avec des marges de sécurité de 1 à 2 cm pour 

les tumeurs ≤2cm et de 2 à 3 cm pour des tumeurs >2cm autour de la zone initialement excisée. 

L’exérèse est associée à une radiothérapie post-opératoire systématique du lit tumoral à titre adjuvant 

pour contrôler la dispersion locale. L’irradiation de la zone ganglionnaire de drainage, associée ou non 

à un curage ganglionnaire est discutée selon les résultats de l’étude du ganglion sentinelle et selon la 

taille de la tumeur initiale (Del Marmol and Lebbe 2019; Petrelli et al. 2019). La surveillance est ensuite 

très étroite.

La prise en charge des patients au stade métastatique (stades III et IV) est basée sur différentes lignes 

de chimiothérapie associant carboplatine et l’étoposide ou cyclophosphamide, vincristine et 

adriamycine mais les rechutes sont fréquentes et la toxicité non négligeable chez des patients souvent 

fragiles(Schadendorf et al. 2017). Récemment, une immunothérapie utilisant des anticorps anti-PD-1 

(pembrolizumab) ou anti-PD-L1 (avelumab) a été validée aux États-Unis par la Food Drug-

Administration (FDA) et par l’European Medicines Agency (EMA) en Europe, ainsi qu’en Australie et au 

Japon. Ce traitement consiste à bloquer l’interaction entre PD-1 (à la surface des cellules immunitaires) 

et PD-L1 (à la surface des cellules cancéreuses), interaction qui empêche la mise en place d’une 

réaction immunitaire anti-tumorale efficace (Figure 1). Cette immunothérapie a déjà prouvé son 
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efficacité dans d’autres tumeurs notamment cutanées comme le mélanome ou certains lymphomes

(Gong et al. 2018; Zou, Wolchok, and Chen 2016). Dans le CCM, cette immunothérapie, d’abord 

évaluée chez les patients réfractaires à la chimiothérapie, a démontré une réponse durable 

indépendamment du statut du MCPyV (Becker et al. 2017). Cependant près de 50% des patients sont 

résistants à l’immunothérapie par anti-PD-L1 (Zhao et al. 2020). Une vingtaine d’essais cliniques 

étudiant l’efficacité de différentes immunothérapies sont actuellement en cours. De nouvelles études 

ont démontré l’efficacité des immunothérapies en première ligne de thérapie, en lieu et place de la 

chimiothérapie, avec une amélioration globale de la survie globale (Nghiem et al. 2019). 

Caldwell et al. Sci Rep. 2017

Figure 1: Immunothérapie bloquant l'interaction PD-1/PD-L1

a) La liaison PD-L1 et PD-1 bloque la reconnaissance de la cellule tumorale par la cellule T de l’hôte. Cette liaison prévient la 

mort de la cellule tumorale. b) L’immunothérapie ciblant PD-1 ou PD-L1 inhibe la liaison liguant-récepteur. La cellule T peut 

retrouver ses fonctions d’induction de mort cellulaire. 

D’autres traitements sont également actuellement évalués dans des essais cliniques, notamment le 

blocage de l’interleukine-2, l’inhibition de certaines kinases ou encore des analogues de la 

somatostatine (Schadendorf et al. 2017). Une meilleure compréhension des mécanismes 

oncogénétiques sous-jacents, probablement multiples, et une caractérisation moléculaire individuelle 
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plus approfondie concernant les mutations oncogéniques permettraient de choisir au mieux le 

traitement de chaque patient sur une base plus « ciblée ». En effet, des études ont mis en évidence 

des sous-types de CCM en fonction des profils moléculaires et des signatures de gènes, l’implication 

possible voire probable de différentes voies de signalisation dans la carcinogénèse. Il serait ainsi 

possible de choisir plus spécifiquement pour un patient donné les traitements en fonction des voies 

de signalisation impliquée et des profils mutationnels (Saddozai et al. 2020). 

b) Le polyomavirus impliqué dans le CCM : MCPyV

1. Description du MCPyV

Les polyomavirus sont des petits virus (40-60nm) qui font partie de la famille des Polyomaviridae. Il 

existe à l’heure actuelle plus de 80 polyomavirus décrits. Ils infectent majoritairement les mammifères 

et les oiseaux. Un polyomavirus est un virus nu, sans enveloppe, constitué d’une capside icosaédrique 

et d’un ADN circulaire double brin. Certains de ces virus peuvent avoir une activité oncogénique, tout 

comme les PapillomaVirus Humains (HPV). Ils expriment tous communément deux antigènes à activité 

potentiellement oncogène : l’antigène « grand T » (Large T antigen : LT), et l’antigène « petit T » (short 

T antigen : sT) ainsi que trois protéines de capsides : VP1, VP2 et VP3 (où VP1 étant la protéine majeure 

de capside capable d’auto-assemblage). L’ADN des polyomavirus est constitué de 5 à 5,3 kb et est 

organisé structurellement par des histones (Margaret Hun 2013).

Le MCPyV a été découvert en 2008 par Feng et al.(Feng et al. 2008) en utilisant des techniques de 

métagénomique fonctionnelle. Faisant partie du sous-groupe SV40 des polyomavirus, c’est 

actuellement le seul polyomavirus humain ayant été directement impliqué dans l’oncogenèse 

humaine. Son ADN est constitué de 5387pb avec une région codante précoce et une région codante 

tardive. La région codante précoce va permettre la transcription rapide d’un unique pré-ARNm après 

l’infection de la cellule-cible. Ce pré-ARNm va ensuite subir un épissage alternatif qui va engendrer 

deux ARNm matures différents : un ARNm court constitué d’un seul exon, codant pour le sT et un 

ARNm long de 2 exons, codant pour le LT. Le LT synthétisé va pouvoir ensuite être transloqué dans le 

noyau cellulaire où il va intervenir dans la régulation de la réplication virale notamment en inhibant sa 

propre expression afin d’activer la transcription tardive. 
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La région codante tardive va permettre la synthèse des protéines de capsides VP1, VP2 et VP3 : un 

premier promoteur va entrainer la transcription d’un ARNm codant pour VP1, et deux autres 

promoteurs, dans un cadre de lecture différent, vont entrainer la transcription puis la synthèse de VP2 

et VP3 (Figure 2). 

Le LT va ensuite détourner la machinerie cellulaire de la cellule infectée afin de répliquer le génome 

viral. Il joue donc un rôle primordial dans le processus d’infection mais surtout de multiplication du 

MCPyV. D’un point de vue fonctionnel, la partie N-terminale du LT est impliquée dans la prolifération 

et la survie cellulaire tandis que la partie C-terminale intervient dans la réplication et la transcription 

du génome viral. Le sT quant à lui joue un rôle accessoire dans la réplication virale(White, Safak, and 

Khalili 2009) ; il participe également à la survie et la prolifération cellulaire mais les mécanismes sous-

jacents sont encore mal connus (Tabachnick-Cherny et al. 2020). 

Feng et al. Science. 2008

Figure 2: Cartographie de l'ADN du MCPyV

Le MCPyV code pour le grand antigène T (violet), le petit antigène T (bleu) qui sont des propriétés caractéristiques des 

polyomavirus. Les protéines virales sont codées par les gènes VP1 (vert), ainsi que VP2 (orange) et VP3 (jaune) qui se 

chevauchent. 
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2. Le MCPyV dans les populations humaines

Ce polyomavirus est présent sur la surface cutanée de près de 80% de la population saine, et sa 

présence augmente en fréquence avec l’âge. On estime que, suivant la méthode de détection, il est 

retrouvé sur la peau de 9 à 40% des enfants âgés de 1 à 4 ans vs plus de 90% des adultes. De plus, le 

MCPyV est présent tout au long de la vie d’un individu (Sourvinos, Mammas, and Spandidos 2015). 

Dans les populations saines, le MCPyV se présente sous forme d’épisome, c’est-à-dire sous forme 

d’ADN circulaire, dans la peau mais aussi dans d’autres tissus comme les voies respiratoires

(Bialasiewicz et al. 2009). La très grande majorité des individus colonisés par le MCPyV ne 

développeront jamais de CCM, ce qui sous-entend l’existence de cofacteurs oncogènes qui restent à 

déterminer (UV, immunosuppression, ou encore d’autres agents infectieux, notamment viraux). 

Lors de la transformation des cellules saines en cellules tumorales, le matériel génétique du MCPyV 

s’intègre à l’ADN de la cellule. Cette intégration s’effectue de manière sporadique et aléatoire, 

cependant des études ont montré des sites d’intégration dans 12 chromosomes différents mais avec 

une certaine récurrence observée dans le chromosome 5 (Arora et al. 2020). Lors du processus 

d’intégration dans l’ADN cellulaire une partie de la séquence codante pour le LT est tronquée mais le 

sT permet sa stabilisation grâce au domaine LSD (LT Stabilization Domain). Il en résulte une protéine 

LT tronquée sur la région C-terminale, perdant ainsi sa capacité réplicative mais conservant l’activité 

oncogénique. Les mécanismes ainsi que les évènements amenant à cette intégration restent encore à 

déterminer. Le sT semble également jouer un rôle dans le développement tumoral ; en effet son 

expression dans des modèles murins, couplée à l’expression d’autres protéines oncogéniques, induit 

la formation de tumeur semblable au CCM ; par ailleurs il augmente la mobilité cellulaire et donc 

l’agressivité locale et à distance (Del Marmol and Lebbe 2019). 

3. Le MCPyV dans le CCM

Dans le CCM, la présence du MCPyV est identifiée dans 80% des cas, avec une prévalence très 

nettement plus forte dans les pays nordiques alors qu’en Australie (où l’exposition aux UV est 

importante) il n’est retrouvé que chez environs 30% des patients (Stang et al. 2018). De plus, il semble 

que dans les CCM MCPyV- le taux de mutations induites par les UV (C>T) est nettement plus élevé que 

dans les formes MCPyV+ (Figure 3), ce qui est corrélé avec un risque de progression et de décès plus 

élevé que dans les cancers MCPyV+, montrant donc la quasi-exclusivité mutuelle des deux facteurs 

étiologiques principaux du CCM (UV et virus). Ces différences notables entre les CCM MCPyV+ et les 
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MCPyV- ont de plus soulevé l’hypothèse de deux origines cellulaires différentes(Del Marmol and Lebbe 

2019).

Goh G et al. Oncotarget. 2016

Figure 3: Taux de mutation UV-induite dans les CCM MCPyV- vs MCPyV+

Fréquence relative de la présence des mutations induite par les UV, l’âge ou d’une autre origine.

La présence du MCPyV dans les CCM peut être testée par différentes techniques : par immuno-

marquage sur lame avec des anticorps anti-CM2B4 ou AB3 ou par qPCR ciblant différentes parties de 

l’ADN du MCPyV. Cette détection peut être utilisée comme marqueur diagnostique ou pronostique. 

Par ailleurs, les individus simplement « colonisés » par le MCPyV mais sans CCM n’ont que des 

anticorps dirigés contre les protéines de capsides, alors que les patients ayant développé un CCM 

possèdent également des anticorps dirigés contre l’antigène T (Ac-T). La présence d’Ac anti-LT serait 

corrélée avec l’évolution de la tumeur et pourrait être un marqueur précoce de récurrence

(Schadendorf et al. 2017). 

Le MCPyV pourrait constituer une cible pertinente dans le traitement des CCM, à condition que la 

détection soit réalisée de manière systématique. En effet, le MCPyV semble jouer un rôle dans 

l’activation de la voie de signalisation NF-κB qui régule l’immunité et l’inflammation en inhibant la voie 

canonicale de NF-κB et en activant la voie non-canonicale, qui joue un rôle dans la prolifération et la 

survie cellulaire. L’inhibition de la voie non-canonicale de NF-κB pourrait donc se révéler une cible 

thérapeutique intéressante dans les CCM MCPyV+ (Zhao et al. 2020). Par ailleurs un vaccin 

thérapeutique contre le MCPyV pourrait être envisagé. L’idée d’un vaccin préventif, comparable à ce 

qui est disponible pour les HPV n’a en revanche pas d’intérêt particulier car la majorité de la 

population, certes déjà colonisée par ce virus, ne développera jamais de tumeur. Cependant, un tel 

vaccin pourrait permettre de prévenir les rechutes dans les CCM MCPyV+ au stade primaire
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(Tabachnick-Cherny et al. 2020). Dans cette perspective, une étude a développé un vaccin à ADN 

contre le LT chez la souris, mais l’application clinique chez l’Homme est encore lointaine (Zeng et al. 

2012).

En résumé, le CCM est une tumeur agressive, considérée comme rare mais dont l’incidence ne cesse 

d’augmenter, notamment au cours des dernières années. La compréhension des mécanismes sous-

jacents reste insuffisante et les traitements restent donc « généraux », peu spécifiques. Une 

connaissance approfondie des mécanismes en cause permettrait d’orienter les traitements sur une 

base individuelle et d’améliorer le devenir des patients dont la survie globale est actuellement limitée. 

La découverte de nouveaux biomarqueurs permettra de suivre au plus près l’évolution de la maladie 

et pourra aider à traiter très précocement d’éventuelles rechutes avant même que l’imagerie haute 

définition et les méthodes de médecine nucléaire (Tomographie par émission de positons - TEP) ne le 

permettent. Mais l’étude de nouveaux biomarqueurs permettra aussi de comprendre au mieux les 

mécanismes de ce cancer, notamment la dissémination métastatique, fortement impliquée dans la 

survie globale particulièrement courte pour les patients atteints de CCM. 
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II. Le processus métastatique

Le cancer est responsable de près de 10 millions de morts chaque année et est la deuxième cause de 

décès dans le monde après les maladies cardiovasculaires (Global Cancer Facts & Figures 4th Edition –

American Cancer Society). Cependant, plus que le cancer lui-même, c’est la dissémination du cancer 

et l’atteinte de plusieurs organes par des métastases qui est responsable de la mort des patients. En 

effet, la présence de métastases chez les patients est associée à un moins bon pronostic que pour les 

patients qui sont uniquement atteints régionalement (Robert 2013; Micalizzi, Maheswaran, and Haber 

2017). Le terme de métastase provient du grec metastasis qui signifie « je change de place », et se 

défini par le transfert du cancer d’un organe à un autre, sans connexion directe entre les deux (Dudjak 

1992; Fidler and Balch 1987). Actuellement, les métastases sont responsables de 90% des décès par 

cancer (Lambert, Pattabiraman, and Weinberg 2017). 

La formation d’une tumeur cancéreuse, dite maligne, résulte de l’augmentation du ratio entre 

prolifération et mort cellulaire, induisant ainsi l’augmentation du nombre de cellules dans un site 

donné et donc la formation d’une masse à haute densité cellulaire (Norton and Massague 2006; Robert 

2013). Les tumeurs cancéreuses à la différence des tumeurs bénignes, vont être vascularisées et vont 

se disséminer dans le tissu. Les tumeurs sont constituées de cellules cancéreuses, dont l’ADN est muté, 

et de stroma, une association de composants cellulaires ou non (fibroblastes, macrophages, 

mastocytes, adipocytes, endothéliums vasculaire et lymphatique, cellules immunitaires, réseau 

cytokinique, protéines de la matrice extracellulaire, etc.) qui constitue le microenvironnement tumoral

(Loizzi et al. 2017). Les cellules tumorales ont la capacité de motilité, elles peuvent aussi s’adapter 

métaboliquement pour augmenter leur survie, et subir des modifications épigénétiques qui leur 

confère la possibilité de se disséminer (Moyret-Lalle et al. 2016; Nicolson 1976). Ainsi les tumeurs sont 

invasives, c’est-à-dire qu’elles ont la capacité de diffuser dans le système lymphatique ou sanguin afin 

de coloniser des ganglions à proximité ainsi que des organes à distance de la tumeur primaire (Welch 

2006) : c’est le processus de dissémination métastatique. Cependant ce processus aussi appelé 

cascade métastatique, est le résultat de nombreuses étapes. Les mécanismes précis, du détachement 

de la tumeur primaire à la prolifération de la métastase dans l’organe cible, sont encore mal compris. 

La compréhension de ces mécanismes permettrait cependant de pouvoir cibler les étapes clés du 

processus pour prévenir et/ou traiter au mieux la dissémination métastatique, et ainsi améliorer la 

survie globale des patients atteints de cancer. 
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La cascade métastatique se déroule en étapes successives qui vont permettre aux cellules de la tumeur 

primaire de se détacher du site initial, d’envahir le microenvironnement tumoral, de se disséminer 

dans le système sanguin, d’y circuler, et enfin d’en sortir et de coloniser de nouveaux organes, avec 

comme objectif final la formation de métastases. Cependant, on sait que ce processus est très 

inefficace : moins de 0,01% des cellules se détachant de la tumeur primaire vont former des 

métastases (Tayoun et al. 2019; Fidler 1970; Massague and Obenauf 2016). En effet, les cellules 

tumorales vont devoir s’adapter à des contraintes environnementales variables lors des nombreuses 

étapes de la progression métastatique, décrites ci-dessous.

1. Invasion et angiogenèse

Le processus de dissémination métastatique débute donc par l’invasion du tissu adjacent par les 

cellules tumorales. Lors de la croissance tumorale, les cellules cancéreuses vont proliférer et subir des 

remaniements, notamment au niveau des intégrines, qui vont perturber les interactions cellules-

cellules et cellules-matrice extracellulaire existantes. Les cellules cancéreuses vont donc perdre 

l’ancrage dont elles disposaient au sein de la tumeur primaire. Un de ces mécanismes est l’activation

par différentes voies de signalisation de la voie PI3K qui entraine la migration des cellules vers le tissu 

environnant (Figure 4) (Friedl and Alexander 2011; Claesson-Welsh and Welsh 2013). Les cellules 

tumorales peuvent également synthétiser des protéines, les métalloprotéases de matrice (MMP) et 

les cathepsines, afin de dégrader et percer la membrane basale et leur permettre d’envahir le stroma 

à proximité de la tumeur initiale (Valastyan and Weinberg 2011; Kessenbrock, Plaks, and Werb 2010; 

Gocheva et al. 2010). Il peut alors se mettre en place une communication entre cellules tumorales et 

fibroblastes, constituants majoritaires du stroma tumoral. Par exemple, les cellules tumorales vont 

sécréter des facteurs de croissance comme le TGF-β (transforming growth factor β) ou le FGF 

(fibroblast growth factor). En réponse, les fibroblastes associés vont synthétiser d’autres facteurs de 

croissance dont vont se servir les cellules tumorales pour proliférer et se disséminer. C’est le cas 

notamment du VEGF (vascular endothelial growth factor), un facteur pro-angiogénique essentiel à la 

dissémination métastatique. Ces modifications vont les rendre aptes à traverser la barrière vasculaire 

et entrer dans le système sanguin. Dans un même temps, les adipocytes du stroma environnant vont 

pouvoir jouer un rôle primordial en fournissant l’énergie nécessaire aux cellules tumorales pour se 

diviser de manière importante, et vont synthétiser des facteurs de l’EMT (Transition Epithélio-
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Mésenchymateuse) tels que le TGF-β (Zamani and Brown 2011), Twist (Pettersson et al. 2011) ou Slug 

(Perez-Mancera et al. 2007), mais aussi des MMP pour aider à l’invasion cellulaire (Figure 4 ) (Park, 

Euhus, and Scherer 2011).

Figure 4: Voies de signalisation de la migration cellulaire

A : Voies de signalisation pro-migratoire entre cytosquelette d’actine et matrice extracellulaire (ECM). B : Protéines de surface 

et interactions cellules-cellules, avec des interactions plus homotypiques lors de l’invasion collective, et plus hétérotypiques 

avec les cellules environnantes lors de l’invasion tissulaire. C : Système des protéases suractivé lors de la progression et 

l’invasion cellulaire. D : Récepteurs des chimiokines, cytokines et facteurs de croissance. Les symboles verts représentent les 

adaptateurs au cytosquelette d’actine. 

Friedl et al. Cell. 2011

La croissance tumorale puis la communication cellule tumorale / stroma vont permettre au processus 

d’angiogenèse de se mettre en place : des néo-vaisseaux se forment depuis le réseau vasculaire 

existant, permettant la vascularisation du lit tumoral et donc la progression de la tumeur (Loizzi et al. 

2017; Claesson-Welsh and Welsh 2013; Carmeliet and Jain 2000). L’angiogenèse est principalement 

induite en état d’hypoxie du microenvironnement tumoral (Loizzi et al. 2017) lorsque la croissance 

cellulaire de la tumeur a provoqué une hypoxie en son centre. Ainsi, les cellules tumorales vont 
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sécréter des molécules pro-angiogéniques (dont le VEGF et le FGF) en formant un gradient décroissant 

depuis le centre jusqu’à la périphérie de la tumeur. Les nombreux échanges moléculaires entre cellules 

tumorales, cellules stromales et cellules sanguines va conduire au développement de nouveaux 

vaisseaux entre la tumeur et la circulation sanguine générale. A l’inverse des vaisseaux physiologiques, 

ce néo-réseau vasculaire est désorganisé, particulièrement poreux et en constante reconfiguration. Ce 

processus d’angiogenèse alimente la tumeur en nutriments et en oxygène grâce aux néovaisseaux qui 

pénètrent au sein même de la tumeur. Ainsi, plus une tumeur sera vascularisée, plus elle aura de 

chances de métastaser (Dudjak 1992; Liotta, Kleinerman, and Saidel 1974; Liotta, Saidel, and 

Kleinerman 1976), c’est donc un processus essentiel à la dissémination métastatique (Taylor et al. 

2010; Kerbel 2008). En effet, les cellules tumorales détachées de la matrice extracellulaire peuvent 

emprunter ces néovaisseaux poreux depuis la tumeur ou depuis le stroma tumoral afin de rejoindre et 

de se disséminer dans la circulation sanguine générale (Loizzi et al. 2017), c’est l’étape d’intravasation.

2. La transition epithélio-mésenchymateuse (EMT), un mécanisme important

La dissémination métastatique peut être possible grâce au décrochage d’une partie des cellules de la 

tumeur primaire qui fait suite à la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) par les cellules 

tumorales. Ce phénomène est d’abord connu pour être physiologique au cours de l’embryogénèse, 

pour le développement des organes mais aussi lors de cicatrisations. Il consiste en une diminution de 

l’expression des protéines épithéliales au bénéfice de protéines mésenchymateuses. Les cellules 

épithéliales, attachées à une matrice extracellulaire vont subir un remaniement de leur cytosquelette 

qui va entrainer la perte des propriétés épithéliales (adhésion cellule-cellule, polarité cellulaire, 

manque de mobilité). Elles vont gagner en propriétés de cellules mésenchymateuses, qui sont mobiles, 

ont la capacité d’invasion du microenvironnement, mais aussi des attributs de cellules souches (auto-

renouvellement, différenciation, invasion)(Tam and Weinberg 2013). Ainsi, les cellules tumorales qui 

seront dans un état mésenchymateux plus avancé ne seront plus attachées à une matrice, seront non 

polarisées, elles ne constitueront plus un tissu et seront capables de migration et d’invasion. En effet, 

dans certains cas, la comparaison des signatures moléculaires des tumeurs primaires à celles des 

métastases a révélé la perte de marqueurs épithéliaux (E-Cadhérine, Cytokératines) et l’acquisition de 

marqueurs mésenchymateux (N-Cadhérine, Vimentine) (Figure 5) (Li and Kang 2016; Thiery and 

Sleeman 2006). Les cellules tumorales de la tumeur primaire, perdant ainsi leurs propriétés 
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épithéliales, vont pouvoir se détacher les unes des autres, ainsi que de la matrice extracellulaire pour 

envahir le microenvironnement tumoral. 

Figure 5: Plasticité des cellules entre EMT et MET

L’EMT peut être induite par de nombreux signaux initiateurs et des régulateurs. La transition vers un phénotype mésenchymal 

entraine une perte des propriétés épithéliales. Les cellules dans un état transitoire ou partiel de l’EMT possèdent une plus 

grande plasticité et plus de propriétés de cellules souches. Les lignes marrons représentent la E-cadhérine (molécule 

d’adhésion épithéliale), les points vers représentes la Fsp1 et la vimentine (molécules mésenchymateuses). 

Li et al. Trends Cancer. 2016

Lors du processus métastatique, l’EMT est activée par la réception de nombreux signaux paracrines, 

notamment la voie de signalisation TGF-β, un inducteur majeur de l’EMT souvent hyper-activé dans de 

nombreux cancers. La voie TGF-β est connue pour promouvoir l’invasion tumorale car elle va 

permettre l’expression de facteurs de transcription liés à la prolifération, la différenciation et la survie 

des cellules. Les modifications épigénétiques induites par cette voie, notamment des changements de 

la méthylation de l’ADN, de la configuration des histones, ou encore l’implication de miRNA (Moyret-

Lalle et al. 2016) vont permettre l’expression de gènes de motilité cellulaire (Tam and Weinberg 2013).

Ces modifications vont entrainer la surexpression de différents facteurs de transcription, notamment 
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Snail, Twist ou Zeb1 (Figure 5). Ces facteurs vont permettre aux cellules tumorales d’acquérir des 

propriétés de cellules souches, ce qui va entrainer une augmentation de l’invasivité, de l’auto-

renouvellement, et des capacités d’adaptation au microenvironnement et de survie des cellules. Mais 

ces facteurs vont aussi induire une diminution des voies onco-suppressives telles que p53 ou Rb. L’EMT 

dépend de plusieurs voies de signalisation, la voie Wnt joue un rôle dans le maintien des cellules 

souches cancéreuses, et les voies des récepteurs aux tyrosine-kinases (EGF, FGF, PDGF) vont, elles,

stimuler la transition des cellules épithéliales vers l’état mésenchymateux (Figure 5) (Tam and 

Weinberg 2013).

L’EMT joue également un rôle dans la survie des cellules tumorales dans le système circulatoire. En 

effet, les analyses des Cellules tumorales circulantes (CTC) isolées ainsi que des clusters de CTC enrichis 

depuis le système vasculaire ont révélé des phénotypes hybrides de l’EMT (Lecharpentier et al. 2011), 

reflétant l’hétérogénéité des marqueurs de l’EMT dans les CTC (Hou et al. 2012) (Lecharpentier et al. 

2011). De même que des études ont associé l’expression de marqueurs de l’EMT avec la progression 

de la maladie (Kallergi et al. 2011). Dans le cancer du sein par exemple, la présence de marqueurs de 

l’EMT corrèle avec les cancers du sein triple négatifs ou Her2+, qui sont les plus invasifs (Micalizzi, 

Maheswaran, and Haber 2017).

Ce processus d’EMT, d’abord décrit comme un changement d’état en un autre, dit phénomène de 

« tout ou rien », reflète en réalité une grande plasticité des cellules et est donc maintenant décrit 

comme une transition entre les deux états (Nieto et al. 2016). La réversibilité de ce phénomène est 

appelé la transition mésenchymateuse-épithéliale (Mesenchymal-Epithelial Transition – MET). Elle a 

lieu pendant le développement embryonnaire pour former les différents tissus grâce à la formation 

des jonctions cellules-cellules ou l’accroche de ces cellules à une matrice extracellulaire. La MET lors 

de la progression métastatique va permettre aux CTC de coloniser les sites métastatiques. 

Les cellules, dans un état partiel et transitoire de l’EMT, gardent souvent des propriétés épithéliales 

telles que l’expression d’EpCAM ou de cytokératines qui leur permettent de former les agrégats, tout 

en ayant la capacité des cellules mésenchymateuses de migration (Tam and Weinberg 2013). La 

coexistence des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux chez les cellules tumorales hybrides leur 

confèrent une capacité d’invasion et de dissémination plus grande, et crée une grande hétérogénéité 

phénotypique et moléculaire. Elle va leur apporter un avantage fonctionnel, notamment pour 

s’adapter au microenvironnement lors de leur sortie du système vasculaire, dans les étapes suivantes 
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de la dissémination métastatique (Tayoun et al. 2019). Cet état transitoire dans lequel se trouve les 

cellules tumorales est souvent une explication de la résistance aux traitements et des thérapies 

conservant la balance EMT/MET permettraient de bloquer la dissémination métastatique, en inhibant 

les étapes d’invasion, d’intravasation comme d’extravasation (Ye and Weinberg 2015).

3. Intravasation

L’intravasation se définie comme le phénomène d’entrée des cellules dans le système sanguin grâce à 

leur passage à travers la barrière endothéliale. Cette étape existe en conditions physiologiques, 

notamment lors de réponses immunitaires où les cellules dendritiques vont migrer de la peau vers les 

ganglions lymphatiques ou lorsque les leucocytes vont retourner dans la circulation sanguine depuis 

un site d’inflammation (Zavyalova et al. 2019). Lors de la progression du cancer, les cellules tumorales 

ayant perdues leurs propriétés adhésives et épithéliales vont être plus sensibles à l’EGF et vont pouvoir 

migrer selon le gradient EGF depuis la tumeur jusqu’à la barrière endothéliale (Zervantonakis et al. 

2012). L’intravasation se déclenche par une collaboration paracrine entre les cellules cancéreuses et 

les macrophages associés aux tumeurs (TAM). Elle va nécessiter des propriétés invasives de la part des 

cellules tumorales, et une synthèse de chimio-attractants par les TAM. En effet, les TAM vont 

synthétiser l’EGF (Wyckoff et al. 2007) qui va agir comme un attractant pour les cellules tumorales. En 

réponse, les cellules tumorales possédant les récepteurs à l’EGF vont synthétiser le CSF1 (Colony 

stimulating factor 1) qui va agir comme un chimio-attracteurs des TAM qui synthétisent l’EGF (Figure

6). Ainsi, une boucle paracrine se met en place et stimule l’invasion des cellules tumorales du site 

tumoral primaire vers les parois du réseau vasculaire en longeant les fibres de collagène (Zavyalova et 

al. 2019; Borriello et al. 2020). Parallèlement, les macrophages périvasculaires vont synthétiser le 

VEGFA, entrainant l’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins, et par conséquent la 

dissémination tumorale. En effet le taux de macrophages périvasculaires a été corrélé avec 

l’angiogenèse, ainsi qu’avec un moins bon pronostic des patients (Wyckoff et al. 2007). Ces 

macrophages périvasculaires sont, à l’inverse des TAM, immobiles, associés à la paroi du système 

vasculaire et sont impliqués dans la formation d’invadopodes. 

Puis les cellules tumorales vont passer dans le compartiment sanguin en traversant la barrière 

endothéliale des micro-vaisseaux formés lors de l’angiogenèse, c’est la seconde étape de 

l’intravasation. 
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Figure 6: Intravasation des cellules tumorales à l'aide de macrophages

Mise en place d’une boucle paracrine entre macrophage (synthèse d’EGF) et cellule tumorale (synthèse de CSF1) qui stimule 

l’intravasation de la cellule tumorale. Abréviations : TC = Cellule Tumorale, M = Macrophage. 

Zavyalova et al. Biochemistry. 2019

Les invadopodes sont des structures riches en actine et en Fascin-1, et se forment dans les cellules 

tumorales suite à un stimulus moléculaire. La synthèse d’EGF, l’activation de la voie Wnt, ou la 

présence de protéines ou N-WASP résulte en une modification du cytosquelette cellulaire. Ils sont 

essentiels à l’invasion des cellules tumorales, notamment à la mobilité cellulaire, au passage à travers 

la membrane basale, ainsi qu’à la migration transendothéliale (Zavyalova et al. 2019). Leur formation 

va recruter les MMP pour la dégradation de la membrane basale et permettre aux cellules de rejoindre 

la circulation. De plus, une fois les cellules tumorales arrivées au niveau des parois vasculaires, elles 

vont pouvoir, grâce aux invadopodes, traverser la barrière du système sanguin qui va dépendre de la 

perturbation des jonctions inter-endothéliales. C’est l’interaction entre cellules tumorales, 

macrophages, cellules endothéliales, et la synthèse du VEGF par les macrophages périvasculaires qui 

va permettre une ouverture sur le système vasculaire. Cette communication intracellulaire va activer 

la voie de signalisation Notch, mais aussi la synthèse de MMP1 ou de Cox2, ainsi l’invadopode va 

permettre de conserver cette porte d’entrée ouverte sur le système vasculaire (Borriello et al. 2020; 

Massague and Obenauf 2016). Ces ouvertures transendothéliales et la perméabilité vasculaire vont 

permettre aux cellules d’intravaser à travers l’endothélium vers le système vasculaire. Ce mécanisme 
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d’ouverture est possible depuis le microenvironnement tumoral primaire tout comme des sites 

secondaires, les métastases. On parle alors de re-dissémination ou de re-intravasation vers le site 

primaire ou vers des sites tertiaires. Ce phénomène induit une dissémination métastatique 

multidirectionnelle. 

Cependant, le site exact de l’intravasation reste à préciser. En effet, deux hypothèses ont été émises ; 

une première où les cellules tumorales s’accumulent d’abord dans le système lymphatique à proximité 

de la tumeur avant de traverser la barrière endothéliale et pénétrer ainsi dans le système veineux. La 

seconde, récemment discutée par Zavyalova et al., suggère une intravasation directe depuis le cœur 

même de la tumeur grâce aux néovaisseaux résultants de l’angiogenèse (Zavyalova et al. 2019). 

4. La circulation des cellules tumorales dans le sang

Pour réussir leur entrée dans le système vasculaire, et y survivre, les cellules tumorales vont devoir 

mettre en place des mécanismes afin de pallier aux contraintes qu’elles vont rencontrer (vitesse des 

fluides, immunité, etc). Les cellules tumorales peuvent s’organiser, au site de la tumeur primaire, sous 

forme de groupes (cluster) qui les rendent plus résistantes dans la circulation et favorisent leur 

capacité pro-métastatique (Aceto et al. 2014). La formation de ces clusters, facilitée par la synthèse de 

VEGF (Zavyalova et al. 2019) se fait dans la tumeur, avec un détachement d’un groupe cellulaire 

tumoral, conservant ainsi des jonctions inter-cellulaires, on parle alors de cluster homotypique. Ces 

agrégats cellulaires possèdent des jonctions cellules-cellules notamment grâce aux protéines 

plakoglobine, claudine 3, claudine 4 ou la cytokératine 14, qui vont entrainer une modification de la 

compaction de l’ADN des cellules constituant le cluster (Aceto 2020; Gkountela et al. 2019). La 

plakoglobine, une composante des desmosomes et des jonctions adhérentes permet l’agrégation 

cellulaire, elle est synthétisée de manière hétérogène au sein de la tumeur et peut prédire les clusters 

qui vont se détacher là où elle est surexprimée (Aceto et al. 2014), l’expression de cytokératine 14 est

elle, directement liée au potentiel métastatique (Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017). Ces 

changements moléculaires vont activer les facteurs de transcription liés à la prolifération ou les 

propriétés de cellules souches (Sox2, Nanog) des cellules tumorales. 

Il est également possible que les cellules tumorales recrutent au site de la tumeur d’autres types 

cellulaires, notamment des cellules sanguines comme les neutrophiles, les plaquettes. Duda et al.
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décrivent l’association des cellules tumorales à des cellules non sanguines telles que les fibroblastes

dans les modèles murins (Duda 2010). Elles formeront alors des clusters qualifiés d’hétérotypiques. En 

effet, les cellules tumorales peuvent recruter les neutrophiles par sécrétion de chimio-attractants, 

notamment la forte concentration de TGF-β, qui va permettre leur infiltration au site tumoral. Ces 

neutrophiles ont un rôle pro-angiogénique (Claesson-Welsh and Welsh 2013) et les jonctions VCAM-

dépendantes formées entre cellules tumorales et neutrophiles vont permettre le détachement de ce 

cluster de la tumeur primaire ainsi que son intravasation (Aceto 2020). Globalement, les clusters sont 

formés de cellules tumorales aux propriétés majoritairement mésenchymateuses sur la partie frontale 

du cluster ; en aval, elles ont majoritairement des propriétés épithéliales et assurent le maintien du 

cluster (Dongre and Weinberg 2019) sous l’influence de facteurs tissulaires (Strilic and Offermanns 

2017). Qu’ils soient homotypiques ou hétérotypiques, en augmentant leurs propriétés de cellules 

souches et d’invasion, et en suractivant les voies de signalisation apoptotiques, les clusters permettent 

aux cellules tumorales d’augmenter leurs chances de survivre aux contraintes du système sanguin

(Cortes-Hernandez, Eslami, and Alix-Panabieres 2020).

Une fois dans le système sanguin, les cellules tumorales, appelées alors Cellules Tumorales Circulantes 

(CTC), doivent survivre à différentes contraintes physiques et biologiques. Les CTC peuvent pénétrer 

dans le sang sous forme de cellules uniques dans 90% des cas, ou de façon groupée (en cluster) dans 

les 10% de cas restants (Aceto et al. 2014). La durée de la présence dans la circulation des CTC isolées 

est d’environ 2,5 heures, alors que la durée de circulation d’un cluster est trois fois moins élevée 

(Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017). En effet, de par leur plus grande taille, les clusters sont 

capturés plus rapidement dans les capillaires et donc retenus de manière plus importante dans les 

organes à distance (Aceto 2020). Ils sont donc associés à un moins bon pronostic lorsqu’ils sont 

retrouvés chez les patients (Gkountela et al. 2019), avec un taux de formation de métastase nettement 

supérieur pour les clusters par rapport au CTC isolées (Aceto et al. 2014), et on sait que leur nombre 

augmente avec la progression de la maladie (Aceto 2020; Suo et al. 2017).

Afin de pallier aux contraintes physiques (force des fluides, perte d’adhérence à une matrice) ou aux 

contraintes biologiques (système immunitaire, augmentation du stress oxydatif), les CTC vont subir de 

nombreuses modifications phénotypiques et moléculaires, dans l’expression de certaines de 

protéines, ou de perte de populations, comme dans l’expression de certains transcrits (Strilic and 

Offermanns 2017) ou encore des remaniements de la compaction de l’ADN. Ces remaniements vont 
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augmenter l’expression de facteurs de transcription des voies de signalisation pro-métastatique, 

comme la voie PI3K/Akt (Strilic and Offermanns 2017), et diminuer les facteurs de transcription des 

voies de mort cellulaire dont la mort induite par perte d’ancrage à une matrice extracellulaire, appelée 

l’anoïkis et qui est physiologiquement présente pour le maintien de l’homéostasie tissulaire (Kim et al. 

2012). La résistance des CTC à l’anoïkis leur permet de survivre sans attache à une membrane 

extracellulaire afin de se disséminer dans les organes à distance. Les CTC peuvent également diminuer 

les voies de l’apoptose, par exemple en synthétisant de manière autocrine l’ATP afin d’activer les voies 

de signalisations d’inhibition de l’apoptose, la voie de signalisation du folate pour résister au stress 

oxydatif, ou encore la voie Wnt dans les CTC isolées qui réduit elle aussi l’apoptose. Ces modifications 

diffèrent en fonction du type cellulaire et de la protéine oncogénique exprimée (Tam and Weinberg 

2013).

Les CTC doivent aussi résister aux attaques nouvelles du système immunitaire (Strilic and Offermanns 

2017). En effet, l’immunosuppression présente dans le microenvironnement tumoral ne les protège 

plus du système immunitaire lorsqu’elles arrivent dans le sang et la majorité des CTC vont être 

éliminées par l’immunité (Strilic and Offermanns 2017). De manière générale, que ce soit isolées ou en 

cluster, les CTC peuvent potentiellement s’entourer de plaquettes rapidement lors de leur pénétration 

dans le système vasculaire, et forment ainsi des clusters appelés micro-emboles, cette association va 

les protéger des attaques du système immunitaire ainsi que des forces mécaniques présentes dans le 

sang. 

Les CTC doivent en effet développer des mécanismes moléculaires pour inhiber leur reconnaissance 

par les cellules de l’immunité innée, principalement les Natural Killer (NK). Les NK, dans l’immunité, 

jouent le rôle de surveillance tumorale et ont une activité antitumorale. Pour leur échapper, les CTC 

vont diminuer la présence des ligands à leur surface membranaire reconnus par les récepteurs NKG2D 

à la surface des NK en sécrétant des métalloprotéases qui vont les dégrader, ou encore s’entourer de 

plaquettes qui vont les masquer de la reconnaissance par les NK (Strilic and Offermanns 2017; Palumbo 

et al. 2005). Les plaquettes vont être activées par les facteurs tissulaires synthétisés par les CTC et vont 

synthétiser le TGF-β qui va entrainer une augmentation des marqueurs mésenchymateux des CTC et 

donc leur potentiel métastatique (Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017; Strilic and Offermanns 

2017; Morvan and Lanier 2016). Cette interaction entre plaquettes et CTC se fait grâce à l’implication 

de protéines de liaisons telles que les P-selectines, les fibrines ou encore le fibrogène, et augmente le 
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potentiel métastatique des CTC (Strilic and Offermanns 2017; Erpenbeck and Schon 2010; Palumbo et 

al. 2008). De plus, la synthèse de TGF-β par les CTC va diminuer l’activité des NK. Ainsi, les récepteurs 

NKG2D des NK vont être moins stimulés, par conséquent la surveillance tumorale par les NK sera moins 

active. Un autre système d’échappement des CTC au système immunitaire est l’expression de la 

molécule PD-L1 à leur surface, qui va se lier au récepteur PD-1 à la surface des lymphocytes T. Cette 

liaison PD-1 / PD-L1 va inhiber la reconnaissance de la cellule tumorale par la cellule T et donc 

permettre aux CTC d’échapper à leur élimination par le système immunitaire (Caldwell et al. 2017). De 

plus, il a été observé que les CTC pouvaient diminuer l’expression des molécules MHC de classe I afin 

d’échapper à la reconnaissance par les lymphocytes T.

Enfin, les CTC peuvent recruter d’autres cellules afin de se protéger des contraintes rencontrées dans 

le sang. Ainsi, les macrophages qui se fixent aux CTC par la synthèse des protéines VCAM et VAP vont 

être essentiels à la survie des CTC et à la formation des clusters CTC-cellules immunitaire. Les 

interactions entre CTC et neutrophiles par exemple sont, elles, plus complexes et restent à éclaircir 

(Strilic and Offermanns 2017). Cependant, ces clusters ont été associés à un plus grand potentiel 

métastatique que les clusters homotypiques de CTC, avec une surexpression des marqueurs associés 

au cycle cellulaire ou de réplication de l’ADN (Ki67) par rapport aux CTC isolées, avec un taux 

mutationnel identique (Szczerba et al. 2019). Enfin, on sait que, dans des modèles murins, les CTC 

peuvent aussi s’associer avec d’autres types cellulaires, par exemple l’association avec les fibroblastes 

du microenvironnement tumoral qui a été corrélé avec une augmentation de la dissémination 

métastatique dans le cancer du poumon, ou encore avec des cellules endothéliales, qui vont permettre 

aux CTC de s’accrocher aux parois du système vasculaire et d’extravaser vers les sites métastatiques 

(Aceto 2020; Duda et al. 2010).

5. Arrêt des cellules tumorales dans le système vasculaire et extravasation

L’accroche et l’arrêt des CTC aux parois du système vasculaire, la modulation de la barrière 

endothéliale, puis leur extravasation vers le microenvironnement de l’organe cible vont permettre aux 

CTC de potentiellement former des métastases. 

La première étape est donc l’arrêt des CTC sur les parois vasculaires. Cette accroche, d’abord instable, 

se fait par capture mécanique et/ou chimique grâce à la synthèse de molécules dans le tissu cible à 
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distance. L’accroche mécanique se fait par la capture des CTC dans les capillaires ou dans les points de 

ramifications des vaisseaux, notamment des clusters, de plus grand diamètre que les CTC isolées, qui 

vont être capturés rapidement dans ces capillaires fins. Cette capture semble être le mécanisme 

majeur d’arrêt des CTC dans le système vasculaire. Le foie et les poumons qui présentent des petits 

capillaires, tout comme la moelle osseuse où les capillaires sont sinusoïdaux et discontinus sont en 

effet les sites de nombreuses métastases (Massague and Obenauf 2016). Mais les CTC peuvent 

également être attirées chimiquement vers des organes cibles grâce à la synthèse de chimiokines : 

c’est le chimiotactisme. Les chimiokines en conditions physiologiques sont les médiateurs de 

l’immunité car elles vont recruter les cellules immunitaires aux sites d’infection. En conditions 

tumorales, ces chimiokines vont permettre aux cellules tumorales de coloniser les organes cibles. Elles 

vont également permettre la communication entre cellules tumorales et microenvironnement (Liu et 

al. 2017). L’adhérence entre cellules tumorales et endothélium est hétérotypique car elle se fait grâce 

à l’expression de nombreuses protéines, notamment les sélectines, cadhérines, intégrines ou le CD44 

(Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017), mais des interactions homotypiques peuvent aussi se faire 

entre cellules tumorales et endothéliales avec des jonctions JAM-c, comme mis en évidence dans le 

cancer du poumon, ou MCAM dans le mélanome (Strilic and Offermanns 2017; Melnikova et al. 2009).

Les clusters hétérotypiques formés avec les CTC dans le sang peuvent faciliter cette accroche. En effet, 

les plaquettes vont aider à l’accroche des CTC aux parois vasculaires, notamment avec la synthèse de 

sélectines à leur surface. Les CTC, elles, fixent la barrière endothéliale via les E-selectine (Figure 7). De

plus, le TGF-β synthétisé par les plaquettes va modifier les propriétés des CTC en les rendant plus 

mésenchymateuses. Les granules d’ATP des plaquettes, la synthèse de fibrine et le TGF-β vont rendre 

la barrière endothéliale plus perméable en relaxant les jonctions cellulaires et faciliter ainsi 

l’extravasation des CTC (Strilic and Offermanns 2017; Massague and Obenauf 2016). De même les 

macrophages, par synthèse du VEGF et de TNF-α, vont augmenter la perméabilité vasculaire en 

modifiant les interactions cellulaires endothéliales (Strilic and Offermanns 2017; Qian et al. 2011) et 

aider les CTC à se fixer à l’endothélium, notamment dans le cancer du sein (Liu et al. 2017).

En plus de l’influence des facteurs sécrétés, la liaison des CTC va être facilitée par la synthèse de 

protéines d’adhésion. En effet, aux sites tumoraux secondaires, des chimiokines vont être synthétisées 

par les cellules stromales du microenvironnement et se lier aux récepteurs à la surface des CTC. Cette 

liaison va entrainer une activation de voies de signalisation qui vont augmenter l’invasivité des CTC
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(Chambers, Groom, and MacDonald 2002). Dans le cancer du sein, la synthèse de CXCL12, une 

chimiokine sécrétée par les cellules stromales, va lier le récepteur CXCR4 à la surface des cellules 

tumorales et entrainer leur extravasation (Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017). Cette liaison va 

entrainer l’activation de voies de signalisation de survie et de prolifération (Teicher and Fricker 2010). 

Mais la synthèse de VEGF et des MMP par la tumeur primaire va aussi modifier la perméabilité 

vasculaire en dégradant la matrice extracellulaire et modifiant les jonctions cellulaires (Valastyan and 

Weinberg 2011). Une fois accrochées à la paroi du système vasculaire, les cellules tumorales peuvent 

proliférer dans la lumière des vaisseaux avant de migrer à travers les parois des vaisseaux sanguins, ou 

migrer directement de façon isolée. 

Figure 7: Accroche des CTC et extravasation

Les CTC peuvent s’accrocher aux parois des vaisseaux de manière active ou être capturées par les capillaires. L’attache active 

peut se faire grâce à la liaison des CTC sur les E-selectines des cellules endothéliales, puis des intéractions plus stables se font 

avec MUC1, CD44 ou encore les intégrines. Le TGF-B synthétisé par les plaquettes ou les CTC va augmenter la perméabilité 

vasculaire et permettre l’extravasation des CTC.  

(Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017)

Cette sortie du système sanguin vers les tissus cibles est appelée extravasation. L’extravasation se fait 

grâce à des modifications des cellules tumorales avec notamment une augmentation de l’expression 

de leurs intégrines, mais également une modification de la constitution de l’endothélium qui va 

permettre aux cellules tumorales de traverser du système vasculaire vers l’organe. Les cellules 

tumorales peuvent également dégrader l’endothélium en induisant sa nécrose. Les cellules tumorales 

vont promouvoir leur extravasation en synthétisant la protéine ANGPTL4, mais aussi avec l’activation 
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par la liaison EGF récepteur-ligand de la synthèse de Cox2 ou MMP1. Grace à ces nombreux 

mécanismes, les cellules tumorales vont passer au travers de l’endothélium. De manière générale, 

l’extravasation se fait grâce à la perturbation des jonctions inter-endothéliales, préférentiellement au 

niveau d’ouvertures se formant à des jonctions de plusieurs cellules endothéliales (Escribano et al. 

2019), mais peut aussi se faire de façon plus rare au travers des cellules endothéliales, on l’appelle 

alors extravasation transcellulaire (Strilic and Offermanns 2017). La rapidité d’extravasion des cellules 

va directement être liée au potentiel de formation des métastases. A ce moment de la cascade 

métastatique, les cellules vont effectuer la transition inverse à l’EMT : la MET afin de se disséminer 

jusqu’au stroma du microenvironnement dans l’organe à distance par des modifications épigénétiques 

et des voies de signalisations (Dongre and Weinberg 2019). Elles vont ensuite migrer vers l’organe cible 

grâce à des forces mécaniques par le phénomène de tropisme. La cascade métastatique est donc 

médiée par des facteurs mécaniques et moléculaires. Cependant leur capacité à former des métastases 

dans l’organe à distance reste faible, car parmi les CTC, 80% vont subir l’extravasation (Valastyan and 

Weinberg 2011) mais seulement 0,02% des CTC survivront dans le microenvironnement de tissu 

secondaire (Hen and Barkan 2020).

6. La colonisation des sites métastatiques

Les cellules qui vont extravaser depuis la circulation peuvent provenir du site tumoral primaire ou des

sites secondaires. Longtemps les études ont amené à penser que seules les cellules tumorales 

intervenaient dans le processus de dissémination métastatique, c’est le cas de Ewig en 1928 qui émet 

l’hypothèse que seule la circulation des cellules cancéreuses dans le sang suffit à expliquer la formation 

de métastases.

Cependant, d’autres théories existent, notamment la théorie du ‘Seed and Soil’ soutenue par Paget en 

1889, qui suggère que les cellules tumorales (les graines : seed) ne se développent que si le tissu (le 

sol : soil) est compatible et favorable à leur croissance. Cette théorie soulève aussi la question du sens 

de dissémination. En effet, on observe des coopérations entre différents clones de cellules tumorales

dans certains cancers dans la constitution des sites métastatiques, mais on sait aussi que différentes 

métastases peuvent être formées à partir d’un même clone, c’est ce qu’on appelle le ‘polyclonal 

seeding’. De même, il a été observé que souvent, notamment dans le cancer de la prostate, les 
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métastases sont formées de clones provenant d’autres métastases, on parle alors de ‘cross-seeding’

(Hong et al. 2015). Enfin, certains clones de cellules tumorales peuvent recoloniser le site primaire, 

même après suppression de la tumeur initiale, on parle de ‘self-seeding’ (Gundem et al. 2015) qui ne 

nécessite pas d’adaptation des CTC à un nouveau microenvironnement. Ce processus induit la 

sélection et l’amplification des clones de CTC les plus agressifs car ils auront eu la capacité à survivre 

aux conditions de circulation dans le sang, à résister aux traitements, et à recoloniser le site initial. 

Cette théorie du Seed and Soil met donc en lumière différentes voies des CTC pour coloniser des 

organes à distance et créer des métastases.

Toutefois, le développement des métastases dépend aussi des facteurs du ‘soil’ dans ce que l’on 

appelle des niches pré-métastatiques. La mise en place des niches pré-métastatiques débute par la 

formation de la matrice extracellulaire qui permet de recruter et adhérer les cellules tumorales, puis 

la formation d’un néo-réseau vasculaire pour apporter oxygène et nutriments aux cellules tumorales, 

et enfin, par la mise en place d’un environnement protégé de l’immunité de l’hôte pour permettre à 

la métastase en formation de se développer (Gkolfinopoulos, Jones, and Constantinidou 2020). 

Majoritairement, ces niches pré-métastatiques se mettent en place en condition d’hypoxie (Figure 8). 

Les cellules constituant la niche, mais aussi des signaux émis par la tumeur primaire, vont maintenir 

l’angiogenèse, l’auto-renouvellement des cellules et le recrutement de cellules stromales qui sécrètent 

des facteurs d’invasion métastatique (Plaks, Kong, and Werb 2015). Ces niches auront été 

« préparées » pour accueillir les cellules tumorales grâce à la synthèse de facteurs systémiques 

tumoraux relargués par la tumeur primaire dans la circulation, telles que les vésicules extracellulaires, 

sécrétées de manière importante par les cellules tumorales. Ces vésicules vont synthétiser notamment 

le TGF-β et le VEGF qui vont augmenter le potentiel métastatique et la mobilité cellulaire des cellules 

cancéreuses (Liu et al. 2017). De même, les exosomes vont jouer un rôle dans la formation des niches, 

par exemple dans le cancer du foie, ces vésicules vont contenir de l’EGFR, remodeler le 

microenvironnement primaire et induire des métastases gastriques. De plus, ils vont sécréter des 

chimiokines qui vont entrainer l’infiltration de neutrophiles dans le microenvironnement de la niche 

pré-métastatique, et leurs intégrines les amèneront vers les organes cibles et contribueront ainsi à 

l’organotropisme des métastases (Massague and Obenauf 2016). Les exosomes ont donc un rôle 

important dans l’éducation des niches tumorales (Liu et al. 2017; Hoshino et al. 2015). Les oncosomes, 

vésicules plus larges, vont eux pouvoir transporter des MMP, de l’ARN tumoral, et beaucoup de 
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composants de la tumeur primaire qui vont aider à la formation de la niche pré-métastatique (Liu et 

al. 2017; Di Vizio et al. 2012).  Enfin, des protéines relarguées par la tumeur primaire vont aider à la 

dissémination métastatique, comme l’ostéopontine qui promeut la prolifération cellulaire, ou la 

ténascine C qui va permettre la survie des métastases du sein dans les poumons (Liu et al. 2017; 

Oskarsson et al. 2011).

Figure 8: Formation des niches pré-métastatiques

Les vésicules extracellulaires (EVs) et les TDSFs mobilisent et recrutent plusieurs populations de cellules au site secondaire, 

dont les cellules dérivées de la moelle osseuse (BMDC) : cellules myéloïdes et immunitaires (cellules suppressives dérivées des 

myéloïdes (MDSC), cellules Treg, TAM), et neutrophiles associés aux tumeurs (TAN). L’interaction entre les facteurs sécrétés 

par les tumeurs (TDSF), les cellules recrutées et le stroma local crée un microenvironnement pour la colonisation métastatique 

des cellules tumorales. L’hypoxie et le remodelage de la matrice extra-cellulaire aide également à la formation de la niche pré-

métastatique.  

Liu et al. Cancer cell. 2016

Cette préparation de la niche pré-métastatique va permettre le relargage de chimiokines responsables 

du chimiotactisme des cellules tumorales vers l’organe cible (Valastyan and Weinberg 2011). Certains 

organes vont être préférentiellement colonisés par les cellules tumorales de par leur 

microenvironnement plus favorable, et leurs caractéristiques moléculaires communes avec le 

microenvironnement tumoral primaire. En effet, la composition du microenvironnement cible va jouer 
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directement sur l’invasion des cellules. Par exemple, certains organes vont avoir un 

microenvironnement riche en cellules immunitaires, comme le foie où le taux de NK est important, 

dans le cerveau ce sont les astrocytes qui vont synthétiser eux-mêmes les facteurs d’élimination 

tumorale. Cependant, les cellules tumorales vont développer des mécanismes de défense, comme le 

masquage de leur reconnaissance par les NK, ou la synthèse de molécules inhibitrices des facteurs 

d’astrocytes (Massague and Obenauf 2016). Dans les poumons, lorsque les cellules cancéreuses 

métastasent, les macrophages fortement présents vont adhérer aux cellules cancéreuses. Cette liaison 

va entrainer la synthèse de signaux de survie. De même dans le foie, les macrophages vont synthétiser 

la granuline qui va permettre de modifier le microenvironnement et induire la croissance 

métastatique. Dans la moelle osseuse, les progéniteurs hématopoïétiques vont pouvoir former des 

clusters et remodeler le microenvironnement pour créer des niches permissives. De même les 

ostéocytes vont induire l’invasion et la croissance métastatique par la synthèse de CCL5, MMP ou 

encore d’ATP, c’est le cas dans les cancers du sein et de la prostate. Enfin, dans le cerveau, les 

astrocytes vont synthétiser des IL-23 qui vont augmenter la synthèse de MMP2 et par conséquent le 

potentiel métastatique des cellules du mélanome (Liu et al. 2017) (Figure 9). 

Lors de leur arrivée au niveau du site métastatique, les cellules vont interagir avec le 

microenvironnement de la niche et vont être soumises aux voies de signalisation présentes dans les 

niches, par exemple les voies Wnt, TGF-β ou Hedgehog impliquées notamment dans le développement 

ou l’auto-renouvellement cellulaire. C’est pourquoi certains organes sont plus sujets à être des sites 

de métastases. En effet, dans la moelle osseuse par exemple, ces voies sont très actives, et vont 

permettre aux cellules cancéreuses de se développer. Mais les cellules peuvent aussi ralentir leur 

fonctionnement afin de ne pas se multiplier et entrer en dormance jusqu’à ce que le 

microenvironnement soit favorable. Ainsi, les cellules tumorales qui s’infiltreront dans les tissus 

secondaires devront survivre dans ces niches, constituant un nouvel microenvironnement avant de 

pouvoir potentiellement former des métastases.
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Figure 9: Facteurs tissulaires pour la croissance tumorale

Les facteurs des tissus primaires augmentent le potentiel métastatique des cellules. Les cellules stromales et les facteurs 

environnants de la tumeur primaire vont échanger des signaux moléculaires avec la tumeur primaire pour induire l’invasion 

des cellules cancéreuses. L’hypoxie de la tumeur primaire accélère la progression métastatique. Les tissus secondaires sont 

composés de facteurs et de types cellulaires divers dépendant de l’organe. Certains organes possèdent des composants 

cellulaires et moléculaires qui vont induire l’invasion, la colonisation et la croissance tumorale à distance.

Liu et al. Mol Cancer. 2017

La colonisation des organes cibles est donc le résultat d’une collaboration entre CTC et 

microenvironnement des organes, entre les ‘seed’ et le ‘soil’, mais des interactions complexes entrent 

en jeu avec une préparation en amont du soil receveur par la tumeur primaire et les nombreux facteurs 

qu’elle sécrète. C’est donc un mécanisme complexe qui va permettre aux CTC de coloniser les sites 

métastatiques et potentiellement former des tumeurs secondaires. 
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7. Développement des métastases

Une fois dans l’organe cible, les cellules tumorales disséminées (Disseminated Tumor Cell - DTC) vont 

synthétiser des intégrines pour se fixer de nouveau à la matrice extracellulaire et vont devoir survivre 

dans le parenchyme de l’organe distant. Seulement 0,02% des CTC vont devenir DTC car la plupart 

seront éliminées par le tissu lors de l’invasion (Hen and Barkan 2020). Si le microenvironnement est 

favorable, elles colonisent et fertilisent l’organe en se multipliant pour augmenter leurs chances de 

former des micro ou macro-métastases. Dans le cas contraire, elles entrent en dormance, à l’échelle 

de DTC isolées, de clusters ou même de micro-métastases (Goddard et al. 2018) ce qui les protègera 

des traitements conventionnels basés sur un arrêt de la prolifération cellulaire. 

La quiescence des cellules tumorales en tant que cellules individuelles, c’est-à-dire le ralentissement 

de leur métabolisme, induit un arrêt des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Davis et al. 2019). 

Dans des modèles murins, elle est maintenue par la sécrétion des facteurs de la famille du TGF-β qui 

activent la quiescence cellulaire et inhibent l’auto-renouvellement des DTC, (Massague and Obenauf 

2016; Malanchi et al. 2011). Il existe aussi la dormance de masse tumorale, où les cellules se divisent

de façon importante mais où l’apoptose des cellules crée une balance, ainsi la taille de la micro-

métastase ne bouge pas et elle reste indétectable lors des examens cliniques (Davis et al. 2019). Ces 

masses cellulaires ne peuvent pas se développer (Massague and Obenauf 2016; Sosa, Bragado, and 

Aguirre-Ghiso 2014) car la vascularisation est insuffisante et ne se développe pas car la taille de la 

métastase est inchangée (Hen and Barkan 2020), et l’immunité y est très présente. L’immunité a, en 

effet, un rôle important dans la régulation du développement métastatique comme il a pu être observé 

chez des patients immunodéprimés ayant reçus une transplantation de donneurs avec antécédents de 

mélanome et qui ont développé des métastases (Massague and Obenauf 2016; Strauss and Thomas 

2010). Cependant, dans certains tissus où l’homéostasie est forte, comme les poumons, le foie ou 

encore la moelle osseuse, la prolifération cellulaire physiologique y est importante et peut permettre 

aux DTC de sortir de leur état de latence jusqu’à la formation de métastases (Goddard et al. 2018). Les 

DTC du sein et de la prostate par exemple peuvent résider dans la moelle osseuse pour de longues 

périodes. Cette quiescence prolongée est possible grâce à la présence de nombreux signaux de 

quiescence ou de prolifération dans la moelle osseuse qui sont physiologiquement présents pour 

l’hématopoïèse, notamment Notch2 et Wnt5α présents dans les niches ostéoblastiques pour le 

maintien de la quiescence des cellules souches hématopoïétiques qui maintiennent en état de 
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dormance les DTC du cancer du sein et de la prostate respectivement (Hen and Barkan 2020). La sortie 

de l’état de quiescence peut également se faire suite à des changements de dynamique dans la niche 

pré-métastatique. Cette sortie de l’état de dormance des cellules cancéreuses, grâce à la réactivation 

des facteurs de transcription de l’EMT (Snail, Twist ou Zeb1) va activer le potentiel initiateur de 

métastase des DTC ainsi que les voies de signalisation qui permettent aux cellules de s’auto-renouveler 

(Valastyan and Weinberg 2011). Les DTC vont pouvoir recruter ou stimuler les cellules du stroma 

environnant qui vont activer les voies de signalisation des cellules souches (Wnt, Nanog) (Hen and 

Barkan 2020). C’est le cas par exemple des cellules du cancer du sein dans la moelle osseuse qui vont 

activer la voie PI3K par les cellules stromales, ou synthétiser le CSF-1 pour activer la voie MAPK. Dans 

les poumons, les cellules cancéreuses du sein vont synthétiser à leur surface VCAM pour interagir avec 

les macrophages et activer la voie PI3K, de même que l’expression de VCAM dans la moelle osseuse va 

différencier les cellules en ostéoclastes, qui vont dégrader la matrice extracellulaire et créer des 

métastases osseuses (Massague and Obenauf 2016). La survie et la prolifération des DTC est donc en 

partie déterminée par les facteurs du microenvironnement métastatique, le dialogue avec les cellules 

environnantes, et leur capacité à initier des métastases (Figure 10) qui surviennent par modifications 

épigénétiques ou mutations géniques par exemple (Gao et al. 2012; Bragado et al. 2013).  
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Figure 10: Activation des voies de survie et de croissance par les DTC

Les cellules initiatrices de métastases ont besoin de plusieurs voies de signalisation pour survivre et maintenir leurs propriétés 

de cellules souches. Les cellules progénitrices maintiennent les voies de signalisation par sécrétion de médiateurs autocrine et 

paracrine (1), augmentent les voies des activateurs stromaux (2, 3). Les cellules cancéreuses expriment les activateurs et 

amplificateurs de manière autocrine (1,2) ou intracellulaire (3). Elles peuvent aussi sécréter des facteurs de façon paracrine 

(4) pour obtenir des activateurs ou amplificateurs depuis les cellules stromales ou par contact cellule-cellule.

Massague et al. Nature. 2016

Ces DTC ne provoquent aucun signe clinique, elles sont asymptomatiques, par conséquent

indétectables. De plus, leur biologie est différente des cellules de la tumeur primaire car elles ont subi 

des modifications pour arriver au site distal, et qu’elles sont en dormance. Ces différences les rendent

difficiles à éliminer lors des traitements (Sosa, Bragado, and Aguirre-Ghiso 2014). En effet, certaines 

chimiothérapies se basent sur un blocage de la mitose des cellules, or les cellules dormantes ne se 

divisent pas. A l’origine de la formation des métastases, ces cellules peuvent être responsables de 

rechutes plusieurs années après la fin des traitements, que l’on appelle maladies résiduelles. Les DTC 

vont pouvoir se diviser de nouveau et de manière importante, et ainsi former des métastases alors 

même que la tumeur primaire a été éliminée et que le cancer est considéré comme étant « en 

rémission ».
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En effet, lorsque le microenvironnement devient favorable, elles vont pouvoir sortir de cet état de 

latence et être à l’origine des récurrences des cancers (Davis et al. 2019). Cependant, les conditions 

environnementales ne suffisent pas et les DTC doivent avoir la capacité à créer des métastases, 

étroitement liée avec des caractéristiques de cellules souches cancéreuses, dont il est parfois difficile 

de les distinguer des DTC. 

8. Les cellules souches cancéreuses et hétérogénéité clonale

Les cellules souches (CS) normales sont des cellules qui se trouvent dans des niches qui les protège des 

facteurs extérieurs (Scadden 2006) et conserve une homéostasie tissulaire grâce à un équilibre très 

régulé entre prolifération, quiescence, auto-renouvellement et différenciation. Ainsi les CS sont 

protégées de la différenciation, de l’apoptose ou d’une expansion excessive non contrôlée.

Dans un contexte tumoral, il se forme des niches où l’expansion des cellules est rapide et où elles vont 

s’auto-renouveler de manière importante. Les cellules cancéreuses ont la capacité de s’auto-

renouveler et d’évoluer en une lignée hétérogène. Deux hypothèses ont été émises quant à l’origine 

de ces CSC : d’une part les cellules souches normales adultes ont subi des modifications et sont 

devenues malignes (modèle hiérarchique), d’autre part des cellules différenciées, par des mutations 

génétiques, ont acquis la capacité de s’auto-renouveler (modèle stochastique). En réalité, il semblerait 

que la tumeur soit une résultante de la combinaison de ces deux modèles (Plaks, Kong, and Werb 

2015). Les CSC expriment des facteurs de l’EMT et inversement : l’EMT peut contribuer au maintien 

des CSC (Mani et al. 2008) et aident les cellules tumorales à acquérir des propriétés de cellules souches 

(Liu et al. 2017). Les propriétés de cellules souches, dont la capacité d’auto-renouvellement, sont 

essentielles pour la réussite de la dissémination métastatique.  Cependant ce processus, et donc le 

développement de la métastase, va dépendre de la survie des cellules tumorales possédant des 

propriétés de cellules souches et d’initiation de tumeur ainsi que capacité d’adaptation de chaque 

clone tumoral à son nouvel environnement. 

La caractérisation phénotypique des CTC ayant un potentiel métastatique a mis en évidence des 

marqueurs de cellules souches (CD44, CD47, ALDH1) mais également des marqueurs de l’EMT 

(Tinhofer et al. 2014). Un des marqueurs communément utilisé pour évaluer le potentiel de cellules 

souches des CTC est la forte l’expression du marqueur CD44 avec une absence ou une faible expression 
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de CD24 (CD44high/CD24low/-) : ce ratio a été associé à un fort potentiel métastatique dans les 

xénogreffes du cancer du sein et de la prostate (Tinhofer et al. 2014), mais également chez des patients 

atteints de cancer colorectal (Pilati et al. 2012). Dans les cancers du sein, CD44high/CD24low/- est associé 

à un mauvais pronostic dans le cancer du sein BRCA1 muté, CD133 est associé avec l’identification des 

CSC du cancer triple négatif et ALDH1 est associé avec l’issue clinique dans cancer du sein où HER2 est 

surexprimé (Savelieva et al. 2020). Mais ce ratio est également utilisé comme indicateur de la présence 

de métastases dans d’autres cancers comme le cancer colorectal, de l’ovaire, de la prostate, etc. 

(Savelieva et al. 2020). L’étude des marqueurs de cellules souches dans les CTC a mis en évidence 

l’hétérogénéité des populations de CTC. Cependant elles doivent avoir la capacité à former le 

microenvironnement tumoral des métastases, mais également être capables d’intravaser, grâce 

notamment à l’EMT pour être à l’origine de métastases.  

Tout comme les CTC, les DTC ont des caractéristiques des CSC. Elles ont la capacité de s’auto-

renouveler, de se différencier, elles sont chimio-résistantes, et ont la capacité à donner des métastases 

(cancer du sein, du pancréas, du colon). Elles résident dans des niches, avec une préférence pour 

certains tissus comme la moelle osseuse. De plus, elles utilisent des voies de signalisation communes, 

comme la voie mTOR ou le TGFβ2 qui permettent aux CSC d’être quiescentes, et au DTC de survivre. 

Les voies Notch et Wnt permettent le maintien du pool de CSC et de l’équilibre entre prolifération et 

quiescence des DTC. Ces similitudes laissent à penser que les DTC sont des CSC ou ont acquis des 

caractéristiques de cellules souches (Hen and Barkan 2020). De plus, ces observations suggèrent que 

ces voies de signalisation sont importantes pour la survie à long terme et la quiescence des CSC et ce 

dans de nombreux cancers. Les DTC a caractéristiques de CS sont donc les premiers effecteurs des 

rechutes dans de nombreux cancers, et leur élimination est essentielle pour éviter les cancers résiduels 

qui peuvent survenir des années après la fin des traitements. 

A terme, la compréhension des mécanismes du processus métastatique va permettre d’identifier les 

acteurs et les étapes clés de cette dissémination. Ainsi, il sera possible de prévenir au mieux la 

formation des métastases, responsables de la majorité des décès liés au cancer. La compréhension des 

différentes étapes de la cascade métastatique est donc essentielle, notamment dans les cancers les 

plus agressifs, qui diffusent rapidement. C’est le cas du Carcinome à Cellule de Merkel, où les 

mécanismes de dissémination sont très peu compris et la mortalité associée est très élevée. 
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III. La biopsie liquide

a) Les origines de la biopsie liquide

Actuellement, le diagnostic d’un cancer est établi après imagerie et caractérisation de la masse 

cellulaire, il se fait de manière classique grâce à une biopsie du tissu tumoral, c’est-à-dire à un 

prélèvement d’une partie ou de la totalité d’une tumeur. La biopsie tissulaire, qui conserve la 

constitution spatiale de la tumeur, reflète et permet d’analyser uniquement un échantillon de la 

tumeur, au site de prélèvement, à un temps T donné. Elle n’est donc représentative que d’une partie 

de la tumeur et ne reflète pas l’hétérogénéité intra et inter-tumorale (Freitas et al. 2021). C’est un acte 

lourd qui nécessite une hospitalisation du patient. Cette méthode invasive dépend de l’état général du 

patient et de l’accessibilité des tumeurs. De plus, il a été démontré que des actes de chirurgie lourds 

pouvaient entrainer une augmentation des formations de métastases (Demicheli et al. 2008).

Généralement, elle ne peut pas être faite de manière séquentielle et ne permet donc pas de suivre 

l’évolution du cancer, notamment l’apparition de nouvelles altérations génétiques dans les cellules 

tumorales. Afin de pallier à ces contraintes une nouvelle approche moins invasive a été développée, 

permettant un suivi régulier du patient. Cette méthode, appelée biopsie liquide, consiste en l’analyse 

du matériel biologique tumoral relargué par la tumeur dans les fluides corporels. Elle se fait 

généralement grâce à un prélèvement de sang et peut être faite de façon séquentielle. Elle peut donc 

informer en temps réel sur l’évolution de l’état du patient. 

La biopsie liquide débute avec la découverte en 1869 d’Ashworth (Figure 11)(TR 1869) qui note la 

présence de cellules non-sanguines dans le sang de patients atteints de cancers métastatiques. Ces 

cellules ont des caractéristiques similaires aux cellules des tumeurs de patient. Il émet alors 

l’hypothèse qu’elles puissent en être dérivées. 
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Figure 11: Représentation schématique des cellules d’un patient métastatique.

Dessin d’Ashworth. Similarités microscopiques des cellules tumorales dans le sang du patient (à gauche) et dans une tumeur 

(à droite). Ashworth, 1869

L’évolution des technologies ces dernières décennies a notamment permis de relancer l’étude des 

biomarqueurs circulants, notamment ces cellules tumorales circulantes, les CTC. En effet, ces 

composants tumoraux sont à des concentrations très faibles dans le sang et leur enrichissement et 

détection est un challenge technologique. En 2004, Immunicon (maintenant Menarini Silicon 

Biosystem) commercialise un nouvel automate : le CellSearch®. Il permet le dénombrement des CTC 

grâce à un enrichissement magnétique des cellules épithéliales (EpCAM+) depuis le sang et leur 

détection grâce au marquage immunologique des cytokératines épithéliales (CK8, 18, 19) spécifiques, 

et des cellules sanguines résiduelles (CD45). 

D’abord utilisé pour parler de la détection des CTC par Alix-Panabières et Pantel en 2010 (Pantel and 

Alix-Panabieres 2010), le terme de biopsie liquide comprend maintenant la détection et l’analyse de 

nombreux composants tumoraux relargués par la tumeur primaire et/ou les métastases. Ce matériel 

tumoral se retrouve dans les fluides corporels. C’est majoritairement dans le sang que ce matériel est 

recherché, mais il peut l’être dans les urines, le liquide céphalo-rachidien ou encore la salive. La biopsie 

liquide permet de caractériser en temps réel l’état de la tumeur et donc de détecter les changements 

de quantité et de composition des biomarqueurs tumoraux qui peuvent apparaitre au cours de la 

progression de la maladie et des traitements. De nombreux biomarqueurs ont pu être identifiés et sont 

maintenant compris dans le terme de biopsie liquide, c’est le cas de l’ADN tumoral circulant (ctDNA), 



51

des vésicules extracellulaires comme les exosomes, des microARN ou encore des plaquettes. L’étude 

moléculaire de ces biomarqueurs parmi lesquels l’étude du génome, du transcriptome, de 

l’épigénome, du protéome, ainsi que du sécrétome aide ainsi à une meilleure compréhension des 

mécanismes du processus métastatique, notamment par l’identification de propriétés initiatrices de 

tumeur. La caractérisation des cancers était jusqu’alors concentrée sur l’étude des tumeurs et des 

métastases, sans connaitre les étapes intermédiaires. Ces biomarqueurs peuvent à terme amener à 

une application clinique pour la prise en charge personnalisée des patients (Fernandez-Lazaro et al. 

2020).

b) Intérêt clinique

La biopsie liquide peut apporter de nombreuses informations tant pour la détection que pour la prise 

en charge clinique de patients atteints de cancer avec l’utilisation des CTC et l’ADN tumoral circulant 

(ctDNA) comme biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic, le suivi ou encore le choix des 

traitements pour les patients (Figure 12). 
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Figure 12 : Applications cliniques des CTC et du ctDNA comme biopsie liquide

La biopsie liquide par prélèvement de sang permet de prédire les risques de rechutes ou de progression métastatique, de suivre 

l’efficacité des thérapies, et d’identifier et comprendre les mécanismes de résistances potentiels. Elle permet aussi de stratifier 

les patients pour choisir le traitement le plus approprié. Pendant le traitement, l’augmentation des taux de CTC/ctDNA indique 

une résistance à la thérapie, et peut permettre de changer plus rapidement le traitement avant que la progression 

métastatique soit incurable. Mt : mutations, BC : breast cancer, PC : prostate cancer, CRC : colorectal cancer.

Alix-Panabières et Pantel, Cancer Disc. 2016

Un des plus grands challenges de la biopsie liquide est la détection précoce du cancer pour une prise 

en charge rapide des patients. L’analyse de biomarqueurs circulants, les CTC ou le ctDNA dans le sang 

par exemple, à terme pourraient servir d’outil de dépistage et de détection précoce des cancers (Alix-

Panabieres and Pantel 2021a). De par sa faible invasivité, la biopsie liquide peut être faite de manière 

séquentielle dans des populations à risque. Mais la biopsie liquide peut également être un outil pour 

le pronostic et un outil prédictif de la maladie. En effet, il a été démontré que le nombre de CTC, chez 

des patients atteintes de cancer métastatique du sein est corrélé à la survie sans progression et à la 

survie globale (Cristofanilli et al. 2004). De nombreuses études cliniques ont validé l’intérêt pronostic 

des CTC dans les cancers du sein, de la prostate, du poumon ou du colon (Alix-Panabieres and Pantel 

2021a), et permettent ainsi de déterminer le stade du cancer de façon plus fine et d’identifier les 

populations où le risque de rechute est important (Janni et al. 2016; Rack et al. 2014). L’évaluation de 

ces biomarqueurs circulants a donc un intérêt clinique comme outil de diagnostic et de pronostic et 

permet d’adapter le choix des traitements et du suivi nécessaire (Alix-Panabieres and Pantel 2021a). 

En effet, une augmentation de CTC ou de ctDNA dans le sang indique une progression du cancer, 

notamment dans le cancer du sein ou de la prostate (Alix-Panabieres and Pantel 2016). De même que 

la détection de CTC ou de ctDNA 5 ans après initiation de la thérapie est identifiée comme marqueur

de rechute dans le cancer du sein (Alix-Panabieres and Pantel 2021a; Trapp et al. 2019; Garcia-Murillas 

et al. 2015). Ce nombre de CTC associé de manière statistique reflète l’efficacité ou la résistance aux 

traitements. Ainsi, il est possible d’anticiper la modification d’un traitement lorsque celui-ci n’est pas 

efficace ou qu’une rechute apparait. 

La biopsie liquide permet également d’analyser l’hétérogénéité tumorale grâce à la caractérisation 

moléculaire des différents biomarqueurs. Cette caractérisation va apporter de nombreuses 

informations pour la prise en charge clinique des patients. La détection de mutations pouvant être de 

potentielles cibles thérapeutiques peut aider au choix du traitement, par exemple, des mutations dans 

les gènes EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), BRAF, ou des réarrangement dans les gènes ROS
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(Reactive oxygen species) et ALK (Anaplastic lymphoma kinase) ou pour le cancer du poumon non à 

petites cellules (Non Small Cell Lung Cancer - NSCLC), ou EGFR pour le cancer colorectal (Alix-

Panabieres and Pantel 2021a). De même l’identification de certaines altérations épigénétiques dans 

l’ADN circulant permettrait de poser le diagnostic dans le cancer colorectal (Luo et al. 2020; Junqueira-

Neto et al. 2019). La présence de certaines mutations ou l’émergence de nouvelles mutations qui 

peuvent être responsables de la résistance aux traitements et vont aider à choix des traitements, c’est 

le cas de mutation dans le gène KRAS pour le cancer colorectal, PI3K pour le cancer du sein ou BRAF 

pour le mélanome (Alix-Panabieres and Pantel 2021a). La caractérisation moléculaire des 

biomarqueurs circulants aide à la prise en charge personnalisée des patients grâce à l’analyse du ctDNA

(Fernandez-Lazaro et al. 2020).

La biopsie liquide est donc un outil important dans le développement d’une médecine qui tend

aujourd’hui à être personnalisée, pour une meilleure efficacité de prise en charge du patient. Bien que 

la biopsie liquide soit prometteuse de par ses nombreuses applications cliniques, la faible 

concentration des biomarqueurs dans le sang reste un challenge technique, notamment pour la 

détection précoce des cancers. De nouvelles perspectives s’ouvrent maintenant avec le nombre 

grandissant de biomarqueurs circulants qui sont étudiés et dont l’intérêt clinique tend à être validé.  

c) Les différents biomarqueurs circulants

La biopsie liquide englobe désormais différents biomarqueurs dérivés des tumeurs et des métastases

c’est le cas notamment du ctDNA, des vésicules extracellulaires, dont les exosomes, des microARN ou 

encore des plaquettes sanguines dont la biologie a été modifiée au contact de la tumeur. Chacun de 

ces biomarqueurs nécessite le développement de méthodes d’enrichissement spécifiques et 

standardisées. Bien qu’ils ne soient pas encore utilisés en routine dans le suivi clinique des patients, ils 

semblent tous apporter des informations sur l’évolution du cancer et pourraient aider à la 

compréhension du processus métastatique. 

1. Les Cellules tumorales circulantes

Le biomarqueur le plus étudié et le plus couramment utilisé sont les CTC, elles feront l’objet d’un 

chapitre complet et détaillé de ce manuscrit. 
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2. L’ADN tumoral circulant

L’ADN circulant sans cellule (cell-free DNA – cfDNA) est présent dans le plasma sanguin, dans le liquide 

céphalorachidien, la salive, le liquide pleural, dans les urines et autres fluides corporels. C’est un ADN 

double brin d’une taille variant de 50pb à des fragments de 21kb. Il est étudié dans de nombreuses 

pathologies (diabète, septicémie, infarctus, etc.) mais semble aussi jouer un rôle dans des processus 

non pathogènes comme la grossesse ou l’activité physique. Chez des patients atteints de cancer, la 

concentration en cfDNA est significativement supérieure à celle chez des sujets sains(Soda et al. 2019). 

Parmi le cfDNA, on retrouve l’ADN tumoral circulant (circulating tumor DNA - ctDNA) à de très faibles 

quantités (de 0,05% à 5% du cfDNA total)(Heidrich et al. 2020). Ce ctDNA peut être relargué par les 

cellules tumorales en apoptose ou en nécrose, ou de manière active par des cellules tumorales viables. 

Il est transporté dans des complexes protéiques ou dans des vésicules extracellulaires. Le challenge 

technique de l’étude du ctDNA est de le différencier du cfDNA. Il est extrait du plasma grâce à de 

nombreuses méthodes, notamment la centrifugation, l’immuno-magnétisme, les colonnes de silice, 

etc. Puis il est analysé par Next Generation Sequencing (NGS), PCR, qPCR, spectrométrie de masse, etc. 

en fonction du nombre de gènes à analyser, le taux et la qualité du ctDNA (Eslami et al. 2020). C’est la 

détection des mutations et aberrations chromosomiques spécifiques des tumeurs par NGS ou par 

ddPCR (droplet digital PCR) qui va permettre de différencier le ctDNA du cfDNA (Poulet, Massias, and 

Taly 2019).

Le ctDNA est un petit ADN, d’une taille inférieure à 180pb, avec une durée de vie courte (moins de 2 

heures), ce qui en fait un biomarqueur représentatif de la dynamique du cancer en temps réel. Il peut 

être enrichi grâce à une pré-sélection par taille, augmentant ainsi la sensibilité et la spécificité du NGS 

(Freitas et al. 2021). Étant relargué par les cellules du la tumeur primaire comme celles des métastases, 

le ctDNA permet de visualiser l’hétérogénéité clonale du cancer (Eslami et al. 2020). Sa quantité est 

corrélée avec l’avancée de la maladie : la concentration en ctDNA augmente avec la taille de la tumeur. 

Chez un patient atteint d’un cancer métastasé, sa concentration sera être plus élevée que chez un 

patient atteint d’un cancer en stade précoce. Dans le NSCLC, l’analyse du ctDNA par RT-qPCR, de même 

que la quantification des mutations par Whole Exome Sequencing (WES) permettent de différencier 

les patients atteints de cancer de ceux ayant des maladies respiratoires chroniques (Freitas et al. 2021). 

De plus, le profil génomique du ctDNA peut porter des marques de modifications moléculaires de 
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résistance aux traitements (mutations génétiques, épigénétiques, variants de copies) survenues dans 

la tumeur ou les métastases au cours des traitements et donc pas toujours détectables lors des biopsies 

tissulaires. Cette caractérisation peut donc aider à la personnalisation de la prise en charge du patient

(Macias et al. 2018) et des PCR ciblées sur des panels de gènes associés aux cancers sont utilisés en 

routine. Par exemple, des mutations du gène EGFR (T790M ou L858R) sont décrites comme 

responsables de la résistance aux thérapies inhibitrices de tyrosine kinase de première et seconde 

génération. Des thérapies de troisième génération ciblant ces mutations ont été validées par la Haute 

Autorité de Santé (HAS) et la FDA et ont obtenu l’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) pour le 

NSCLC avancé ou métastatique (Papadimitrakopoulou et al. 2020; Abbosh, Birkbak, and Swanton 2018; 

Rolfo et al. 2018). De même pour d’autres altérations génomiques comme des réarrangements du 

gène ALK ou des mutations des gènes BRAF ou KRAS (Rolfo et al. 2018). Dans le cancer de la prostate, 

des aberrations chromosomiques comme le nombre de copies de PTEN, CHD1, ou encore des 

altérations de TP53 ont un intérêt clinique et sont utilisés pour le choix des thérapies (Vandekerkhove 

et al. 2019; Wyatt et al. 2017). D’autres mutations ont été définies comme cible thérapeutique, c’est 

le cas de la mutation F1174C du gène ALK pour le cancer de la prostate (Carneiro et al. 2018). L’étude 

des marques épigénétiques, principalement de la méthylation des gènes va pouvoir informer sur les 

gènes qui seront réprimés, notamment les gènes suppresseurs de tumeurs, comme la méthylation du 

gène SEPT9 pour le dépistage du cancer colorectal (Sun et al. 2019). Dans une sous-catégorie du cancer 

du sein, la présence de la protéine HER2 surexprimée dans ce cancer et corrélée à une progression 

rapide, va aider à orienter les traitements (anti-HER2)(Fernandez-Lazaro et al. 2020; Otsuji et al. 2017). 

Le ctDNA est donc un biomarqueur circulant qui se retrouve dans de nombreux fluides corporels, 

facilitant son accessibilité. Il est utilisé la prédiction et la détection des marqueurs de sensibilité et de 

résistance aux traitements ainsi que l’orientation des choix des traitements dans différents cancers. 

Cependant, son utilisation a nécessité une standardisation des méthodes de détection et d’analyse 

pour que le ctDNA puisse être inclus dans le suivi clinique des patients et pour que son utilisable et 

significativement reproductible entre les différents patients et les différents cancers (Eslami et al. 

2020).
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3. Les exosomes : un sous-groupe des vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires sont des particules de 20nm à 10µm sécrétées par les cellules et formées 

d’une bicouche lipidique. Elles résultent du bourgeonnement de la membrane cellulaire et n’ont pas 

la capacité de se répliquer. Parmi les vésicules extracellulaires se trouvent les exosomes, les 

microvésicules, les microparticules, les corps apoptotiques ou encore les oncosomes. Les exosomes 

sont des vésicules extracellulaires de 40 à 150nm (Eslami et al. 2020), résultant de la fusion entre la 

membrane plasmique et les vésicules intraluminales. Ils sont les médiateurs de la communication 

intracellulaire. Ils vont aider à la régulation de la prolifération, de la migration cellulaire et ont donc un 

rôle lors de la formation métastatique, notamment dans la formation des niches pré-métastatiques

(Junqueira-Neto et al. 2019). Relargués de manière plus importante par les cellules tumorales que les 

cellules saines, leur constitution, notamment en intégrines, dépend de leur cellule d’origine et ils sont 

donc le reflet de la composition des cellules tumorales (Alix-Panabieres and Pantel 2021b; Hoshino et 

al. 2015). ADN, ARN et protéines transportées par les exosomes proviennent directement des cellules 

tumorales, ils possèdent les mêmes profils mutationnels, ce sont donc des biomarqueurs potentiels 

pour la prise en charge clinique des patients. Par exemple, pour l’identification de cibles 

thérapeutiques comme les mutations EGFR dans le cancer du poumon, le diagnostic avec les exosomes 

exprimant CA125, EpCAM et CD24 pour le diagnostic du cancer de l’ovaire, ou l’expression de MIF 

(macrophage migration inhibatory-factor) pour le diagnostic des cancers colorectal et pancréatique. 

Ce biomarqueur pourrait également permettre d’établir le pronostic des patients, notamment les 

exosomes exprimant le GSPT1 associé à un mauvais pronostic chez les patientes atteintes du cancer 

de sein, ou la présence du mi19 qui est marqueur de récurrence après chirurgie dans le cancer 

colorectal. Certaines études ont déjà associé la concentration d’exosomes dans le plasma sanguin avec 

le pronostic des patients atteints de cancer colorectal (Junqueira-Neto et al. 2019).

Cependant, la définition des exosomes reste débattue dans la littérature, et elle se confond parfois 

avec la définition des microvésicules. Pour certains les exosomes sont seulement les vésicules d’origine 

endosomale, tandis que pour d’autres, et pour des raisons techniques d’enrichissement, les exosomes 

sont l’ensemble des vésicules entre 40 et 150 nm (Eslami et al. 2020). Une définition claire et acceptée 

de tous est donc nécessaire pour pouvoir utiliser les exosomes comme biomarqueur dans la biopsie 

liquide. De plus, les méthodes d’enrichissement et d’études des exosomes doivent être optimisées 

pour permettre d’obtenir des fractions pures et non modifiées par les contraintes extérieures. Ce 
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biomarqueur est donc prometteur dans l’avenir de la biopsique liquide mais nécessite d’être 

clairement défini par la communauté scientifique ainsi qu’une standardisation des méthodes 

d’enrichissement, de détection et d’analyse afin de pouvoir l’utiliser dans des démarches cliniques et 

confirmer son utilité en tant que biomarqueur dans la prédiction du pronostic et du choix des 

traitements. 

4. Les miARN

Les miARN (ou micro-ARN) sont de petites molécules d’acide ribonucléique (ARN) simple brin, non 

codant, d’une taille de 19 à 25nt. Les miARN matures forment des complexes multiprotéiques qui sont 

des modulateurs de l’expression génique : ils se fixent sur l’ARNm (ARN messager) cible pour en inhiber 

la traduction ou induire leur dégradation. Les miARN endogènes ont souvent pour cible des oncogènes 

ou des gènes suppresseurs de tumeur (Poulet, Massias, and Taly 2019), et leur biologie peut être 

modifiée par des modifications épigénétiques, l’apparition de SNP, des mutations ou des CNV 

somatiques, etc (Bottani, Banfi, and Lombardi 2019). En effet, 50% d’entre eux sont situés sur des 

régions chromosomiques fragiles, qui subissent souvent des modifications (amplification, délétion, 

translocation) lors de cancers (Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011; Croce 2009). Dans la 

circulation, les miARN sont transportés par des vésicules extracellulaires : les exosomes, les corps 

apoptotiques, par les plaquettes ou au sein de complexes protéiques qui leur permettent d’être 

protégés de la dégradation par les composants de l’environnement circulatoire. Ils ont un rôle post-

transcriptionnel dans la croissance tumorale et la résistance aux traitements, avec une implication 

dans l’apoptose, la prolifération cellulaire, l’EMT ou encore la capacité à former des métastases 

(Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011; Kosaka, Iguchi, and Ochiya 2010; Asaga et al. 2011). En effet, 

la perte ou le gain de gènes de miARN a été lié à de nombreux cancers (Freitas et al. 2021). 

Les miRNA, majoritairement transportés dans les exosomes, sont très stables dans la circulation à 

l’inverse du cfDNA (Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011), ils résistent ainsi à des conditions très 

variables de pH comme à la congélation (Bottani, Banfi, and Lombardi 2019), ce qui en fait de bons 

candidats pour l’étude de la biopsie liquide (Mazumder et al. 2019). Ils sont détectés et caractérisés 

principalement par RT-qPCR, mais de nouvelles méthodes utilisent des biopuces et le NGS afin de 

comparer le profil de composition des miRNA avec les bases de données et détecter les potentielles 
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dérégulations (Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011). L’étude des miRNA comme biopsie liquide 

semble avoir un intérêt potentiel dans la prise en charge clinique des patients. Lorsqu’on caractérise 

les miRNA, on s’aperçoit que leur profil génomique est différent entre individus sains et patients 

atteints de cancer. De plus, leur profil mutationnel est similaire à celui de la tumeur solide associée

(Fernandez-Lazaro et al. 2020), faisant des miARN un biomarqueur circulant représentatif de la 

tumeur. 

Dans les cancers du sein, du poumon ou de la prostate, ils sont retrouvés précocement dans le plasma 

et le sérum des patients, et peuvent ainsi servir au diagnostic de ces cancers  (Mitchell et al. 2008; 

Bottani, Banfi, and Lombardi 2019). L’altération des niveaux globaux de miRNA a été associée à la 

croissance tumorale, la progression du cancer ainsi qu’à la résistance aux traitements (Bottani, Banfi, 

and Lombardi 2019). Lorsqu’on s’intéresse à la composition des miRNA, c’est-à-dire à la concentration 

de chacun des miRNA connus, on remarque que la composition en miRNA dans les fluides diffère en 

cas de cancer. C’est le cas notamment de certains miRNA où la concentration augmente dans certains 

carcinomes épidermoïdes oraux, alors qu’elle diminue dans d’autres cancers oraux (Mazumder et al. 

2019; Yan et al. 2017; Ayaz et al. 2013). Dans le cancer de la vessie par exemple, la concentration des 

miR-126 et miR-182 est modifiée lors de l’apparition du cancer, la détection de ces modifications 

pourrait donc servir comme biomarqueur de diagnostic (Weber et al. 2010). Le miR-21 impliqué dans 

le développement de nombreux cancers, notamment dans les cancers du sein et le NSCLC, où il a été 

associé à un mauvais pronostic (Bottani, Banfi, and Lombardi 2019) et est recherché pour la prédiction 

de la survie (Schwarzenbach, Hoon, and Pantel 2011; Asaga et al. 2011; Hu et al. 2010). De plus, dans 

le NSCLC les miR-1254 et miR-574-5p ont été associés avec des stades précoces du cancer (Bottani, 

Banfi, and Lombardi 2019). L’évaluation des compositions de miRNA chez les patients pourrait être un 

outil du monitoring dans différents cancers.  

Les miARN apparaissent donc comme de biomarqueurs candidats de biopsie liquide pour monitoring

ainsi que comme marqueur prédictif (Poulet, Massias, and Taly 2019). Cependant, la concentration et 

la composition des miRNA diffèrent suivant le fluide étudié et l’hygiène de vie du patient (Weber et al. 

2010). De plus, la qualité du prélèvement, la méthode et les conditions d’analyses vont influer sur les 

résultats (Bottani, Banfi, and Lombardi 2019). Cette variabilité restreint pour l’heure l’utilisation de 

miRNA comme biomarqueur pour la biopsie liquide (Junqueira-Neto et al. 2019), des standardisations 
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de protocole d’étude sont nécessaires, ainsi que la mise au point d’une méthode de normalisation des 

concentrations de miRNA entre les différents fluides (Zaalishvili et al. 1990).  

5. Les plaquettes éduquées par les tumeurs

Les plaquettes, ou thrombocytes, sont des cellules anucléées dérivées de mégacaryocytes. Ce sont le 

plus petit (2 à 4µm) et le second composant le plus abondant dans le sang, avec une durée de vie de 7 

à 10 jours. Elles jouent ont un rôle central dans l’homéostase primaire pour la réparation de 

l’endothélium vasculaire, la coagulation ou l’inflammation ainsi que dans la formation de thromboses 

(Freitas et al. 2021). Mais les plaquettes ont aussi un rôle dans la carcinogénèse, la formation de 

métastases ou l’efficacité des chimiothérapies comme expliqué dans le Chapitre II) Processus 

Métastatique. En effet, il existe une interaction complexe entre plaquettes et cellules tumorales où les 

plaquettes vont séquestrer des biomoléculaires relarguées par les cellules cancéreuses, on peut alors 

dire que les plaquettes sont éduquées par la tumeur (Tumor-educated platelets - TEP)(Eslami et al. 

2020). Cette activation par les cellules tumorales va permettre aux plaquettes de relarguer des 

biomolécules dans des microparticules (PMP), dont des facteurs de croissance et des cytokines, qui 

peuvent induire la progression des cellules tumorales, et vont aider à la formation des niches pré-

métastatiques. Mais les TEP ont aussi un rôle dans l’extravasation des CTC, où les PMP vont transporter 

des facteurs de croissance et angiogéniques (PDGF, TGF-β) qui aident l’extravasation des CTC, 

l’extravasion, l’invasion du tissu secondaire et à la résistance à certains traitements (Strilic and 

Offermanns 2017; In 't Veld and Wurdinger 2019). En plus de contribuer l’environnement tumoral 

secondaire, les TEP jouent un rôle central protecteur dans la survie des CTC dans la circulation. Cet 

englobement par les TEP protège également les CTC du système immunitaire, notamment des NK.

D’un point de vue clinique, elles sont présentes en grande quantité dans le sang (200 à 500 millions/mL) 

et leur isolement depuis le sang est aisée, par simple centrifugation par exemple. De plus elles 

possèdent des ARNm de grande qualité. Cependant la méthode d’échantillonnage et le temps avant 

analyse peuvent activer les plaquettes et modifier leur composition morphologique et moléculaire 

(Eslami et al. 2020). Le taux de plaquettes a été associé avec la progression métastatique et un mauvais 

pronostic (Best, Wesseling, and Wurdinger 2018). De plus, des molécules anti-plaquettes, comme 

l’aspirine, ont été associées à la régression des métastases (Junqueira-Neto et al. 2019). Lors des 
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études de caractérisations moléculaires des ARNm des plaquettes, il a été proposé que le profil 

mutationnel des TEP pourrait permettre d’identifier la localisation du cancer, de différencier les 

patients sains de patients atteints de cancers (NSCLC, cancers colorectal, du sein, pancréatique, etc.) 

(In 't Veld and Wurdinger 2019), mais aussi de distinguer les patients en stades précoces de ceux en 

stade avancés, notamment les patients atteints de myélome multiple (Best, Wesseling, and Wurdinger 

2018). Le profil génétique des TEP reflète celui de la tumeur et peuvent informer en temps réel de 

l’évolution de la tumeur. Elles sont donc des potentiels biomarqueurs de prédiction et pronostic dans 

les cancers de la prostate et du NSCLC. Leur intérêt a aussi été démontré comme marqueur prédictif 

et de suivi de la réponse au traitement, notamment une forte concentration de TEP a été liée avec une 

mauvaise efficacité de l’immunothérapie anti-PDL1 (Best, Wesseling, and Wurdinger 2018). La 

présence de variants de gènes PCA3, KRAS, EGFR ou encore PIK1CApourrait également permettre 

d’orienter le choix des traitements (In 't Veld and Wurdinger 2019). 

Il est maintenant nécessaire de développer l’intérêt clinique des TEP, seule ou en combinaison avec 

d’autres biomarqueurs de la biopsie liquide. De plus, leur implication dans de nombreuses étapes du 

processus métastatiques font des TEP de cibles thérapeutiques. En effet la diminution du taux de TEP 

et l’activation des NK pourrait permettre une meilleure reconnaissance immunitaire des CTC et 

conduire à leur élimination (Strilic and Offermanns 2017).

De manière générale, les différents biomarqueurs de la biopsie liquide sont prometteurs pour la 

compréhension de la biologie du cancer et la prise en charge clinique des patients. En effet, ils peuvent 

être utilisés pour le pronostic, la prédiction de la sensibilité et de la résistance aux traitements, le suivi 

de l’évolution de la maladie. La biopsie liquide est donc est un outil complémentaire à la biopsie 

tissulaire ainsi que la prédiction de la sensibilité et de la résistance aux traitements pour la 

caractérisation moléculaire du cancer. Chacun des biomarqueurs apporte des informations différentes 

sur l’état du cancer, ils sont donc complémentaires. Bien que les CTC et le ctDNA soient les 

biomarqueurs les plus étudiés, les exosomes, les miRNA et les plaquettes sont tout aussi prometteurs 

pour la biopsie liquide. 
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Pour l’heure, de nombreuses techniques d’enrichissement et de détection sont utilisées, présentant 

toutes des avantages et inconvénients divers. Le développement de méthodes sensibles et spécifiques 

est un challenge constant dans l’étude de la biopsie liquide, notamment pour la détection des 

biomarqueurs très peu présents aux stades précoces des cancers (Alix-Panabieres and Pantel 2021a, 

2021b). Une standardisation des méthodes de détection et d’analyse des biomarqueurs est nécessaire 

pour pouvoir utiliser des protocoles reproductibles et valider leur pertinence clinique à grande échelle. 

Aujourd’hui, peu de méthodes sont approuvées par la Food Drug Administration (FDA). Dans le cas des 

CTC, seul l’utilisation du système CellSearch validé comme une aide pronostic dans les cancers du sein, 

de la prostate et du colon. Dans l’étude des ctDNA la détection de la mutation T790M du gène EGFR a 

été validé comme cible thérapeutique pour le cancer NSCLC avancé ou métastatique

(Papadimitrakopoulou et al. 2020) et la méthylation du gène STEP9 dans le cancer du côlon (Alix-

Panabieres and Pantel 2021a).

L’utilisation de différents biomarqueurs ouvre de nouvelles perspectives dans le management clinique. 

Appliquée au Carcinome à Cellules de Merkel, la biopsie liquide permettrait d’analyser précocement 

la dissémination métastatique et donc d’adapter la prise en charge des patients. Il est en effet 

primordial de détecter au plus tôt les biomarqueurs circulants, reflets de l’évolution du cancer, pour 

améliorer la survie des patients atteints de CCM. 

Pour l’heure, la biopsie liquide dans le CCM reste très limitée, comme détaillé dans notre revue Boyer 

et al. (Boyer, Cayrefourcq, Dereure, et al. 2020). L’étude du miRNome du CCM est pour l’instant limitée

aux coupes de tumeurs. Les recherches sur le ctDNA n’est rapportée que dans une seule publication 

(Ning et al. 2014), quant aux exosomes ils sont étudiés uniquement sur lignées cellulaires du CCM 

(Konstantinell et al. 2016). La titration d’anticorps anti-VP1 et sT de MCPyV dans le sang de patients 

CCM a été corrélée avec une évolution favorable (Paulson et al. 2017), et les anticorps anti-LT ont été 

décrits comme biomarqueurs pronostiques de la récurrence du CCM (Samimi et al. 2016). Les 

recherches sur la détection des CTC dans le CCM sont majoritaires, mais seulement 4 études ont été 

publiées à ce jour (Blom et al. 2014; Gaiser et al. 2015; Riethdorf et al. 2019; Boyer, Cayrefourcq, 

Garima, et al. 2020). On peut ainsi dire que la biopsie liquide dans le CCM semble prometteuse mais 

les recherches doivent se poursuivre, notamment avec des cohortes de patients plus larges qui 

permettraient de valider cliniquement les biomarqueurs testés (Boyer, Cayrefourcq, Dereure, et al. 

2020).
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IV. Les cellules tumorales circulantes

Les CTC, qui se détachent des tumeurs primaires et/ou des métastases et passent dans le sang, ont un 

rôle majeur dans la dissémination métastatique (Pantel and Alix-Panabieres 2010). Le rôle des CTC 

dans la formation de métastases a été développé dans le chapitre « Processus Métastatique » et a mis 

en lumière l’hétérogénéité clonale des CTC. En effet, elles peuvent migrer du site primaire ou de sites 

secondaires vers des sites secondaires ou tertiaires, mais elles n’ont pas toutes pas la capacité à former 

des métastases. De plus, leur dynamique et plasticité phénotypique contribuent à la progression de la 

maladie, notamment en leur donnant une meilleure adaptabilité aux conditions environnementales 

multiples qu’elles rencontrent lors des différentes étapes du processus métastatique (Tayoun et al. 

2019). De par leur rôle principal dans la progression et la dissémination du cancer, l’étude des CTC est 

important pour la compréhension de la dissémination métastatique.

a) Méthodes d’enrichissement des CTC

La première étape pour l’utilisation des CTC comme biopsie liquide est l’étape d’enrichissement.  Les 

CTC se trouvent à de très faible concentration dans le sang : environs 1 cellule pour 1 millions de 

lymphocytes par millilitre de sang (Pantel and Alix-Panabieres 2010). Leur étude nécessite donc des 

technologies d’enrichissement sensibles et spécifiques. De plus, leur hétérogénéité phénotypique au 

sein d’un même patient restreint l’utilisation de technologies basées sur la détection d’un unique 

marqueur, l’enrichissement des CTC est donc un challenge technique. Cette étape d’enrichissement 

peut se reposer sur les différences physiques et/ou les différences biologiques entre CTC et cellules 

sanguines (Boya et al. 2020). L’enrichissement physique différencie les CTC des cellules sanguines en 

fonction de leurs différences de taille, de déformabilité, de charges, de granulosité, de densité, etc. 

L’enrichissement biologique se base sur les marqueurs, principalement de surface, avec l’utilisation 

d’anticorps, il peut être un enrichissement positif, ou négatif. L’enrichissement positif sélectionne les 

CTC parmi les cellules sanguines en se basant sur une propriété propre aux CTC, mais cette méthode 

induit un biais de sélection car elle suppose que toutes les CTC possèdent les mêmes propriétés 

(Lustberg et al. 2012). L’enrichissement négatif élimine les cellules sanguines de l’échantillon, ce qui

supprime le biais de sélection, mais qui résulte en une fraction de CTC moins pure car elle contient 
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beaucoup de cellules sanguines résiduelles (Figure 13) (Alix-Panabieres and Pantel 2021a). Ce chapitre 

est une liste non-exhaustive des méthodes d’enrichissement des CTC utilisées à ce jour. 

Alix-Panabières, Pantel, Cancer Discov. 2021

Figure 13: Méthodes d’enrichissement, de détection et de caractérisation des CTC et du ctDNA.

Enrichissement des CTC : pour discriminer les CTC des cellules sanguines, elles peuvent être enrichies en utilisant leurs 

propriétés biologiques, de manière positive avec des anticorps ciblant des protéines épithéliales et/ou mésenchymateuses 

(EpCAM/cytokératines, Vimentine/N(cadhérine), ou de manière négative en éliminant les leucocytes par des anticorps anti-

CD45. Par les propriétés physiques : de manière positive en utilisant les caractéristiques des CTC (taille, déformabilité, densité, 

charge électriques). Détection des CTC : après l’enrichissement, les CTC isolées peuvent être identifiées en utilisant des tests 

immunocytologiques, moléculaires, ou fonctionnels. i) plateformes immunocytologiques : les CTC sont identifiées par des 

membranes et/ou des marquages intracytoplasmiques grâce à des anticorps contre les marqueurs épithéliaux, 

mésenchymaux, tissus-spécifiques ou associés aux tumeurs. ii) Biologie moléculaire : les technologiques moléculaires 

permettent d’identifier les CTC en utilisant des tests basés sur l’ARN, comme les RT-qPCR, RNA-seq ou par hybridation d’ARN 

in-situ. iii) Tests fonctionnels : ils permettent la détection de CTC viables sur la base de leurs activités biologiques (sécrétion 

par exemple). Caractérisation des CTC : les caractéristiques moléculaires des CTC peuvent être explorés à des niveaux d’ADN, 

d’ARN, ou de protéines. Les caractéristiques fonctionnelles peuvent être recherchées in-vivo en injectant les cellules dans des 

souris immunodéficientes pour former des modèles de xénogreffes dérivés de patients. Enfin, les CTC possédant des capacités 

initiatrices de tumeurs peuvent être isolées pour être cultivées in-vitro et établir des lignées CTC (primaires et à long terme).
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1. Propriétés physiques

L’enrichissement se basant sur les propriétés physiques des CTC permet de les enrichir sans l’utilisation 

de marquage immunologique. Cette méthode a en théorie l’avantage d’enrichir les différentes sous-

populations de CTC quel que soit leur état dans l’EMT, qu’elles soient phénotypiquement épithéliales 

ou mésenchymateuses. Elle sélectionne principalement les CTC par leur taille, mais la densité, la 

déformabilité ou encore les charges électriques des cellules permettent aussi d’enrichir les CTC depuis 

un échantillon sanguin (Heymann and Tellez-Gabriel 2018). Les techniques de sélection des CTC par la 

taille consistent en des systèmes de filtrations de l’échantillon sanguin, lysé ou non, laissant filtrer les 

cellules sanguines plus petites (d’une taille de 8 à 14µm) et retenant les CTC (entre 12 et 25µm) ainsi 

que les clusters de CTC. Plusieurs méthodes de filtration existent, dont la méthode ISET (Isolation by 

Size of Epithelial Tumor Cell) (Rarecell) (Vona et al. 2000) combinant filtre et membrane, et qui détecte 

plus de CTC que le CellSearch® chez des patients métastatiques dans le cancer de la prostate et du 

NSCLC (Farace et al. 2011) et le filtre ScreenCell (ScreenCell) (Desitter et al. 2011) qui est basé sur le 

même principe, mais aussi les micro-filtres CellSieve (Creatv MicroTech)(Adams et al. 2015), ou encore 

le micro « tamis » VyCAP (VyCAP BV)(de Wit et al. 2015). D’autres méthodes visant à diminuer les 

potentiels bouchons de cellules sanguines qui peuvent se former dans ces filtres se développent mais 

restent pour l’heure en phase de tests sur des lignées cellulaires (Boya et al. 2020). Toutes ces 

méthodes de microfiltration ou filtrations se différencient par les types de matériaux utilisés et les 

tailles des pores des filtres. Elles ont l’avantage d’être rapide à fabriquer et peu couteuses, mais elles 

manquent de pureté, ce qui peut altérer les analyses moléculaires. 

D’autres méthodes utilisent les forces hydrodynamiques dans des puces de microfluidiques pour 

enrichir les CTC. Le Parsortix (Angle) par exemple, combine la sélection par la taille et la déformabilité. 

Les CTC sont en effet plus rigides que les cellules sanguines. Ce système va capturer les CTC fixées ou 

vivantes isolées ou les clusters par leur taille. Les CTC vont être retenues dans les zones de captures

des circuits microfluidique (Hvichia et al. 2016; Xu et al. 2015). Un autre système de microfluidique qui 

capture par la taille est le système DLD (deterministic lateral displacement) (Huang et al. 2004) où les 

CTC sont dérivées par les piliers de la puce tandis que les petites cellules sanguines sont capturées 

dans ces piliers (Boya et al. 2020). Le système ClearCell (Biolidics Limited)(Tan et al. 2010) utilise lui le 

poids des CTC. Cet automate qui utilise une puce de CTChip (Clearbridge Biomedics) sépare dans un 

système microfluidique les CTC grâce aux forces appliquée par un circuit en spirale (Banko et al. 2019; 
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Lee, Guan, and Bhagat 2018). Mais la microfluidique permet de développer d’autres méthodes 

d’enrichissement, c’est le cas de Antfolk et al. qui ont développé un système de séparation des cellules 

grâce aux ondes acoustiques (Antfolk et al. 2015). Ces systèmes de microfluidique donnent la 

possibilité de visualiser chacune des cellules, et ainsi obtenir une haute sensibilité de l’enrichissement 

(Boya et al. 2020). De plus, le flux continu dans la puce réduit le risque de formation de caillots comme 

ça peut être le cas avec les filtres. Cependant, les rendements de ces méthodes de microfluidique 

restent faibles. 

Certaines méthodes se basent sur la densité des cellules, comme le Ficoll-Paque (Cytiva) ou 

l’Oncoquick (Greiner Bio One) (Rosenberg et al. 2002) qui forment des gradients de densité qui 

séparent les CTC des cellules sanguines par les forces de centrifugation. Ces méthodes, faciles 

d’utilisation, présentent cependant des limitations sur la pureté des échantillons. De plus, les forces 

de centrifugation peuvent impacter la viabilité des cellules et par conséquent les résultats des analyses 

de caractérisation.

Enfin, il existe des systèmes d’enrichissement des CTC basés sur les charges électriques. Ces systèmes 

de diélectrophorèse (DEP) sont constitués de champs électriques irréguliers. Les champs électriques 

séparent les cellules par la différence de leur charge électrique en les déplaçant dans des directions 

opposées (Dianat-Moghadam et al. 2020; Boya et al. 2020). ApoStream, développée par Cheng et al.

(Cheng et al. 2007) permet d’enrichir des CTC viables grâce à un flux électrique continu. Par la suite, 

cette même équipe a développé le V-shaped channel, un système de DEP en 3D qui semble prometteur 

avec des taux de récupération de 80% et de pureté supérieure à 90% (Cheng et al. 2015).

Ces systèmes d’enrichissement permettent de séparer les CTC des cellules sanguines sans nécessiter 

de les marquer. Cependant ils sont basés sur le principe que les caractéristiques physiques des CTC 

sont totalement différentes de celles des cellules du sang : les CTC sont plus grosses, plus rigides, avec 

une densité différente des cellules sanguines. Or, les CTC sont très hétérogènes, par exemple certaines 

peuvent être de petite taille, et les leucocytes peuvent être retenus par leur grande taille. La pureté 

des échantillons est donc limitée. De plus, certaines sous-populations de CTC peuvent être perdues, or 

identifier toutes les populations de CTC est essentiel pour la prise en charge clinique des patients. 
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2. Propriétés biologiques

a. Enrichissement positif

La méthode d’enrichissement positif des CTC est basée sur leurs propriétés biologiques, avec la 

sélection de marqueurs spécifiques des tumeurs. Les CTC sont alors enrichies grâce à une liaison 

hautement spécifique avec les anticorps utilisés, qui sont souvent fixés sur une membrane ou à des 

microbilles. En effet, selon les cancers étudiés, des marqueurs ont été déterminés comme étant 

présents sur la majorité des CTC, comme par exemple les marqueurs épithéliaux de surface. La 

molécule EpCAM est la molécule épithéliale la plus utilisée pour la détection positive par 

immunocapture des CTC. Elle est notamment utilisée dans la technologie CellSearch®, seule méthode 

de détection des CTC approuvé par la FDA, notamment dû à sa reproductibilité. Des anticorps anti-

EpCAM couplés à des billes magnétiques fixent les CTC, ils sont ensuite enrichis grâce à un aimant. Les 

CTC sont ensuite marquées avec des anticorps anti-CK, DAPI et anti-CD45 pour discriminer les cellules 

sanguines résiduelles avant d’être analysées par l’automate. Cette méthode d’enrichissement a 

prouvé son efficacité dans la détection des CTC et est utilisé comme marqueur pronostic dans les 

cancers du côlon, du sein, de la prostate (Miller, Doyle, and Terstappen 2010; Liang, Hall, and Lucci 

2020; de Bono et al. 2008; Bastos and Antonarakis 2018; Krebs et al. 2011). La méthode MACS 

(Magnetic activated cell sorting) (Miltenyi) utilise aussi des anticorps couplés à des billes immuno-

magnétiques et enrichit les CTC grâce à une colonne dans un champ magnétique (Banko et al. 2019; 

Miltenyi et al. 1990).

D’autre part, l’enrichissement positif des CTC peut également utiliser des méthodes de microfluidique. 

Des anticorps sont fixés sur les parois d’une puce de microfluidique par lequel le sang circule. Ces 

anticorps capturent alors les CTC lors de leur passage. La première méthode à avoir appliqué ce 

principe est la CTC-Chip (Nagrath et al. 2007) qui fixe les CTC indirectement, mais cette méthode reste 

controversée de par la difficulté à reproduire les résultats de l’étude. En effet, ce sont des IgG 

secondaires qui sont fixés à la puce, et des anticorps primaires en suspension qui fixent les CTC. Les 

anticorps secondaires fixés aux parois de la puce peuvent alors capturer les anticorps primaires, et 

donc de façon indirecte, les CTC (Chikaishi et al. 2017). De nombreuses autres méthodes 

d’enrichissement positif en microfluidique ont ensuite été développés dont MagSweeper (Talasaz et 

al. 2009) qui capture les anticorps anti-EpCAM par magnétisme sur le fond de la puce (Sieuwerts and 

Jeffrey 2012), NanoVelcro qui utilise des anticorps anti-EpCAM biotinylés et des micropiliers pour 
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augmenter les contacts entre CTC et anticorps fixés aux parois de la puce, et donc augmenter les 

chances de captures des CTC (Lu et al. 2013; Boya et al. 2020) ou plus récemment une puce en 3D 

développée par Cheng et al. pour augmenter encore la surface de contact entre anticorps de capture 

et CTC (Cheng et al. 2016). Ces méthodes sont toutes basées sur une capture des cellules par des 

anticorps anti-EpCAM (Dianat-Moghadam et al. 2020; Alix-Panabieres and Pantel 2014). Enfin, le 

système Gilupi (CellCollector) capture les CTC in-vivo par des anticorps anti-EpCAM également 

(Saucedo-Zeni et al. 2012). Cette méthode permet d’analyser de grand volume de sang. Certains 

travaux ont prouvé son efficacité comme méthode de détection dans le cancer de la prostate 

(Cieslikowski et al. 2020) et dans le NSCLC (Duan et al. 2020).

Il existe également des technologies hybrides d’enrichissement, qui combinent enrichissement 

physique et biologique dans le but d’augmenter la sensibilité et la spécificité de l’enrichissement. La 

méthode CTC-iChip (Ozkumur et al. 2013) par exemple, combine la sélection des cellules par la taille 

et l’expression d’EpCAM pour une sélection positive, ou de CD45 et CD15 pour une sélection négative. 

Cette méthode va d’abord séparer les petites cellules (globules rouges, plaquettes) des grosses 

cellules. L’incubation avec les anticorps d’intérêt va ensuite permettre de différencier les CTC des 

globules blancs grâce à un enrichissement magnétique (Ozkumur et al. 2013; Karabacak et al. 2014).

L’enrichissement positif a pour avantage l’obtention d’une fraction de CTC plutôt pure, mais nécessite 

le choix d’un marqueur de sélection qui induit un biais de sélection. Dans la majorité des cas, cet 

enrichissement positif est basé sur la détection du marqueur épithélial (EpCAM). Cependant, les sous-

populations de CTC sont hétérogènes et sont capables de plasticité au cours de la dissémination du 

cancer (processus de l’EMT par exemple), qui amène à la diminution d’expression des molécules 

épithéliales. La sélection positive induit donc une perte de certaines sous-populations de CTC et une 

faible sensibilité de détection dans certains cancers. De plus, des cellules EpCAM+ ont été observées 

chez des patients atteints de maladies bégnines, induisant des faux positifs (Heymann and Tellez-

Gabriel 2018).

Actuellement la seule méthode approuvée par la FDA pour la détection des CTC est le système 

CellSearch®, basé sur l’enrichissement des cellules EpCAM+. Par conséquent, il ne détecte pas ou très 

peu les sous-populations de CTC plus mésenchymateuses (EpCAM- ou EpCAMlow). Cette incapacité à 
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détecter une fraction de CTC pourrait notamment expliquer que dans certains cancers, comme le 

cancer du sein métastatique, on ne détecte des CTC que dans 60 à 80% du temps (Eslami, Cortes-

Hernandez, and Alix-Panabieres 2020). Ce biais de sélection peut exclure certaines sous-populations 

qui pourraient être des clones essentiels. En effet, ces cellules ont des propriétés mésenchymateuses. 

Les CTC mésenchymateuses ont été décrites comme associées avec un moins bon diagnostic dans les 

cancers de la prostate (Lindsay et al. 2016) ou du sein (Bulfoni et al. 2016; Kitz et al. 2021). Il est donc 

important de pouvoir les enrichir et les détecter. Des cocktails d’anticorps membranaires ciblant les 

populations épithéliales et mésenchymateuses pourraient pallier à ces contraintes (Micalizzi, 

Maheswaran, and Haber 2017).

L’enrichissement positif offre donc la possibilité d’obtenir des fractions de cellules enrichies plutôt 

pure, mais le choix de marqueur de sélection peut biaiser l’enrichissement et donc a postériori la 

détection de certaines sous-populations de CTC.  

b. Enrichissement négatif

Par opposition à l’enrichissement positif, l’enrichissement négatif n’utilise pas de marqueur de 

sélection des CTC : il consiste à sélectionner les cellules sanguines afin de les éliminer de l’échantillon. 

Pour cela, les cellules sanguines sont marquées avec des marqueurs hématopoïétiques communs, 

comme le CD45 qui est un marqueur des cellules leucocytaires, ou le CD61 marqueur des cellules 

plaquettaires. Cette méthode d’enrichissement offre la possibilité d’utiliser des cocktails d’anticorps 

dirigés contre différents marqueurs des cellules sanguines afin d’en éliminer un maximum et obtenir 

une fraction enrichie de CTC plus pure. De plus, l’enrichissement négatif permet d’obtenir une 

population hétérogène de CTC non-marquées, ce qui permet de les étudier sans qu’elles aient subit de 

modifications dû au marquage par les anticorps (Dianat-Moghadam et al. 2020). La méthode EasySep 

(StemCell) par exemple, utilise des anticorps anti-CD45 couplés à des billes magnétiques. Les cellules 

sanguines vont ainsi être retenues par un aimant et les CTC vont pouvoir être récupérées. Cependant, 

la pureté des fractions obtenues de cellules enrichies est très faible (Banko et al. 2019).

Pour pallier à ces contraintes, l’enrichissement négatif peut être combiné avec l’enrichissement 

physique des CTC. Par exemple la méthode de RosetteSep (StemCell) s’utilise en combinaison avec le 

Ficoll pour une sélection par gradient de densité : les RosetteSep (un cocktail d’anticorps dirigés contre 
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les cellules sanguines) vont former des réseaux de ces cellules sanguines. Ainsi, lorsque le sang incubé 

avec les RosetteSep est déposé sur le Ficoll puis centrifugé, les réseaux de cellules sanguines 

sédimentent et les CTC restent en suspension sur le milieu de densité. Récemment, Chu et al. ont 

développé une méthode combinant déplétion immunologique et sélection par taille. Le prélèvement 

sanguin passe à travers une puce 3D où sont fixés des anticorps dirigés contre les globules blancs, puis 

un filtre élimine les globules rouges et ne conserve que les cellules plus grosses (Chu et al. 2019). Ces 

méthodes combinent les méthodes d’enrichissement afin d’obtenir une fraction de CTC non-

marquées. 

L’utilisation de l’enrichissement négatif est limitée par la pureté de l’échantillon obtenu. Une étape de 

pré-enrichissement des CTC peut être réalisée, avec la dilution du sang, la fixation des cellules, ou 

encore la lyse des globules rouges. Cependant ces étapes supplémentaires peuvent augmenter la perte 

des CTC lors des nombreuses étapes et interférer dans les analyses ultérieures des CTC (Boya et al. 

2020).

L’étape d’enrichissement est une étape essentielle dans l’étude des CTC. Cependant, il n’existe pour 

l’heure aucune méthode de référence qui garantisse une sensibilité et une spécificité de 

l’enrichissement. Chaque méthode présente avantages et inconvénients. L’enrichissement qui se base 

sur les propriétés physiques des cellules induit la perte des petites CTC, et dépend de la formation de 

bulle d’air ou de caillot sanguin. Ces méthodes sont peu sensibles et peu spécifiques. L’enrichissement 

sur les propriétés biologiques peut se faire de deux façons ; l’enrichissement positif induit un biais de 

sélection et n’est donc pas représentatif de toutes les sous-populations de CTC. Cette méthode 

pourrait s’améliorer en utilisant des cocktails d’anticorps pour capturer un plus large spectre de clones 

de CTC, au détriment de la pureté de l’échantillon. Quant à l’enrichissement négatif, il permet de 

récupérer les différents clones de CTC au détriment de la pureté de l’échantillon. La forte 

concentration en cellules sanguines résiduelles peut alors restreindre les analyses moléculaires (Lara 

et al. 2004). Le choix de la méthode d’enrichissement va donc dépendre de l’analyse ultérieure qui 

sera faite sur les CTC. 
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b) Méthodes de détection des CTC

L’étape d’enrichissement est suivie par une étape de détection des CTC afin de les compter et/ou 

caractériser. Différentes méthodes d’identification existent comprenant le marquage immunologique 

avec une identification par immunohistochimie, immunofluorescence, ou encore hybridation in-situ 

fluorescente (Fluorescence in situ hybridization - FISH) mais également l’identification moléculaire par 

RT-qPCR (Sun et al. 2011).

La majorité des techniques d’identification immunologique consistent à marquer les cellules après les 

avoir enrichies. Elles peuvent être marquées par des anticorps fluorescents pour être détectées par 

immunofluorescence, immunocytochimie ou encore par des techniques de cytométrie (Krebs et al. 

2014). Ces méthodes se basent majoritairement sur le même principe de détection que le CellSearch®, 

c’est-à-dire l’utilisation d’anticorps anti-cytokératines épithéliales (marqueur d’inclusion) et anti-CD45 

(marqueur d’exclusion) pour discriminer les CTC des leucocytes résiduels (Pantel and Alix-Panabieres 

2019; Agarwal et al. 2018). De manière général, ce sont des marqueurs épithéliaux qui sont utilisés 

pour la détection des CTC, et fréquemment ce sont des anticorps anti-EpCAM (Eslami, Cortes-

Hernandez, and Alix-Panabieres 2020). En plus de ces marqueurs épithéliaux, les CTC peuvent être 

détectées par immunomarquage d’autres antigènes communs aux CTC, tels que Mucin1, HER2 ou 

EGFR (Pantel and Alix-Panabieres 2016). En fonction du cancer, il est également possible d’utiliser des 

marqueurs spécifiques aux différents tissus, comme l’expression du PSA (Prostate specific antigen) par 

les CTC pour le cancer de la prostate, de la mammaglobine (Benoy et al. 2006) et/ou du récepteur ER 

dans le cancer du sein, ou plus largement de PD-L1 dans différents types de cancers (Cortes-Hernandez 

et al. 2020) mais ces marqueurs ne sont pas spécifiques des cellules cancéreuses et doivent être 

associés à des marqueurs tumoraux. 

La méthode FISH permet également de détecter, mais aussi de compter les CTC dans l’échantillon 

donné, grâce aux réarrangements chromosomiques spécifiques des cellules tumorales, le plus souvent 

en détectant l’aneuploïdie du centrosome du chromosome 8, une caractéristique commune des 

cancers solides et utilisés dans les cancers colorectal (Wu et al. 2017), du pancréas (Gregory, 

Williamson, and Feder 2017) ou encore gastrique (Li et al. 2014). L’utilisation de la cytométrie en flux 

permet d’identifier les CTC de façon hautement spécifique grâce à l’analyse de divers paramètres 

simultanément : le marquage, la taille, la granulosité, le contenu en ADN des cellules, etc (Sun et al. 

2011). La méthode Fiber-optic array scanning technology (FAST) basée sur l’identification des CTC par 



71

cytométrie a été développée avec un laser de haute résolution. Elle permet d’identifier les CTC dans 

un échantillon sanguin sans nécessiter d’enrichissement préalable (Krivacic et al. 2004; Hsieh et al. 

2006), mais doit être validée sur de plus larges cohortes et dans différents cancers. Cependant, ces 

méthodes sont très peu sensibles et requière une forte concentration en CTC de l’échantillon. 

L’identification des CTC par les technologies immunofluorescence est facile à réaliser et peu couteuse. 

Cependant l’immunohistochimie ou l’immunofluorescence nécessitent une amélioration de la 

sensibilité notamment en termes de détection du signal fluorescent. Quant à la cytométrie en flux elle 

requiert une amélioration de la détection des évènements rares. 

L’identification des CTC par l’analyse moléculaire recherche des séquences d’ARNm spécifique, par RT-

qPCR, pour les différencier des cellules sanguines. Cette méthode d’identification des CTC est très 

sensible grâce à l’utilisation de sondes de qPCR spécifiques des ARNm recherchés, notamment des 

marqueurs épithéliaux, de transcrits tissu-spécifiques ou spécifiques de métastases (Sun et al. 2011).

Plusieurs transcrits ont été identifiés comme marqueurs d’identification des CTC dans différents 

cancers, notamment KRT19 et ERBB2 pour le cancer du sein (Guo et al. 2015), CK19 pour les cancers 

du sein et de l’œsophage, ou encore EGFR pour les cancers de la tête et du cou (Sun et al. 2011). La 

PCR en temps réel permet de suivre du signal d’amplification, il est ainsi plus facile de détecter et 

d’éliminer les signaux non-spécifiques, ce qui rend cette méthode spécifique. Cependant, les ARNm 

peuvent provenir de CTC en apoptose ou nécrose, les résultats de la RT-qPCR ne reflètent donc pas 

uniquement les CTC viables dans la circulation (Boya et al. 2020). De plus l’identification par qPCR ne 

permet pas de compter les cellules, et les méthodes de fixations des cellules peuvent entrainer des 

modifications de l’ARN.

En plus des méthodes d’immunomarquage et de RT-qPCR, des méthodes de détection des CTC basées 

leur sécrétion ont été développées. L’EPISPOT (EPithelial ImmunoSPOT) utilise un système d’immuno-

spots permettant une étude fonctionnelle directe. Dans cette méthode les CTC sont enrichies par 

RosetteSep puis mises en culture in-vitro (Soler et al. 2017). Dans la plaque de culture, des anticorps 

ont été préalablement fixés au fond des puits. Les CTC sont cultivées 48h où les protéines sécrétées 

sont reconnues par ces anticorps fixés dans les puits, puis les CTC sont retirées et un anticorps 

secondaire immunofluorescent va générer des spots de fluorescence (Soler et al. 2017). Chaque spot 

est alors attribué à la présence d’une CTC. Cette détection permet un dosage quantitatif, pour le 

nombre de CTC, mais aussi qualitatif de la sécrétion cellulaire. Cette méthode a prouvé son intérêt 
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comme marqueur pronostic de la survie globale des patientes atteintes de cancer du sein (Ramirez et 

al. 2014). Basé sur cette technologie, la nouvelle méthode de l’EPIDROP est en développement au 

laboratoire. Elle consiste en une détection des protéines sécrétées par les CTC à un niveau de cellule 

unique. 

Plusieurs méthodes d’identification des CTC sont donc possibles et peuvent être choisies en fonction 

des données que l’on veut obtenir. L’immunofluorescence permet de dénombrer rapidement les CTC, 

et peut être alliée à un tri pour une caractérisation en aval. La qPCR elle permet une meilleure 

sensibilité et peut fournir des caractéristiques moléculaires des CTC. Ces méthodes apportent des 

informations utiles à la prise en charge clinique des patients. Certaines d’entre elles permettront de 

récupérer les CTC pour les caractériser et obtenir de nouvelles données pour la compréhension et la 

prise en charge des cancers. 

c) La caractérisation des CTC

1. Caractérisation moléculaire

Afin de permettre la caractérisation moléculaire des CTC, il est nécessaire de les isoler des cellules 

sanguines résiduelles. Cette sélection peut se faire par micromanipulation mais cette méthode est 

longue et difficile ; par microdissection laser des filtres, ainsi que par des méthodes de cytométrie en 

flux (fluorescence activated cell sorting - FACS). Enfin, une méthode permettant la détection et 

l’isolement des CTC, qui combine microfluidique et diélectrophorèse, le DEPArray (Menarini Silicon 

Biosystems), permet le tri à la cellule unique des cellules (Di Trapani, Manaresi, and Medoro 2018). La 

suspension de CTC enrichies et marquées par immunofluorescence est chargée dans une cassette 

constituée de cages diélectrophorétiques. Les cellules sont alors capturées dans ces cages. Le 

microscope du DEPArray scanne ensuite la cassette et l’opérateur sélectionne visuellement les cellules. 

Elles sont ensuite déplacées par inversion des charges de cage en cage jusqu’au site de tri où elles 

peuvent être triées de façon pure à raison d’une CTC par goutte (Fabbri et al. 2013). Cette technologie 

permet de trier des cellules fixées comme des cellules viables dans des supports variables (microtube, 

plaque de culture, etc.). Cette méthode offre la possibilité de caractériser les cellules unes à unes. La 

caractérisation moléculaire des CTC peut se faire sur une fraction enrichie ou sur des cellules uniques. 

Elle permet d’étudier le génome, le transcriptome, l’exome ou encore le protéome des CTC, apportant 

de nombreuses informations sur le fonctionnement de ces cellules ou des caractéristiques du cancer. 

Cependant l’étude moléculaire de fractions enrichies de CTC est limitée par la présence de cellules 
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sanguines résiduelles. L’étude des CTC à un niveau de cellule unique permet d’analyser l’hétérogénéité 

clonale présente au sein d’un même échantillon de patient et d’identifier les caractéristiques des 

différentes sous-populations, sans contamination de l’échantillon par des cellules sanguines. 

Cependant, une cellule ne représente que 6,6pg d’ADN, pour pouvoir l’analyser il est donc nécessaire 

d’effectuer une étape d’amplification génomique, par l’utilisation de WGA (Whole Genome 

Amplifcation) ou WTA (Whole Transcriptome Amplification). Les méthodes d’amplification doivent être 

robustes et sensibles car l’amplification du génome peut induire des biais dans l’intégrité du génome 

et donc dans l’analyse moléculaire. 

Les nouvelles technologies d’analyse génomique ainsi que l’utilisation d’outils bio-informatiques 

doivent ensuite permettre d’obtenir des résultats robustes afin de discriminer des altérations 

génomiques, le polymorphisme, du biais induit par le WGA. La qualité de l’échantillon après WGA est 

donc importante, mais l’amélioration rapide des technologies permet aujourd’hui le séquençage du 

génome et de l’exome. En 2013, Heitzer et al. comparent pour la première fois le profil mutationnel 

de CTC de colon avec celui des tumeurs colorectales grâce à des technologies d’hybridation génomique 

(CGH) ou de séquençage nouvelle génération (NGS)(Heitzer et al. 2013). Ils prouvent alors que des 

mutations dans les gènes PIK3CA, APC ou KRAS sont détectées dans les CTC ainsi que dans les tissus 

tumoraux correspondants. Ces mutations sont connues pour être responsables de l’évolution de 

cancers colorectaux (Guedes et al. 2013). De plus, ces méthodes ont identifié certaines mutations dans 

les CTC qui se sont révélées être des mutations de clones minoritaires de la tumeur. C’est le cas de la 

mutation T790M dans le gène EGFR dans le NSCLC qui est associé à une résistance aux inhibiteurs de 

tyrosine kinase de première et seconde génération au traitement (Maheswaran et al. 2008). Ainsi, 

lorsque des clones de CTC portant ces mutations sont identifiés, les patients pourraient être pris en 

charge différemment pour réajuster le traitement, notamment en les traitant avec des thérapies 

d’inhibiteurs de tyrosine kinase de troisième génération plus rapidement. Il est également possible 

d’utiliser des méthodes de FISH afin de détecter des amplifications ou des translocations de gènes 

d’intérêt dans les cancers, comme c’est le cas du réarrangement du gène ALK dans le NSCLC où l’étude 

des CTC complémente l’analyse de la tumeur et met en évidence les clones minoritaires (Tan et al. 

2016; Pailler et al. 2013). De même pour l’amplification du gène HER2 chez les patientes atteintes de 

cancer du sein, où l’analyse FISH des CTC peut aider au choix du traitement (Frithiof, Aaltonen, and 

Ryden 2016), ou encore la perte de PTEN et le gain du gène MYC dans le cancer de la prostate (Sun et 
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al. 2011). L’étude génomique des CTC à un niveau de cellule unique permet d’identifier les altérations 

génomiques de clones minoritaires. Ces mutations peuvent être de potentielles cibles thérapeutiques

ou être à l’origine les résistances à certains traitements. Mais les CTC peuvent également être étudiées 

au niveau de l’exome, par WES. En 2020, Faugeroux et al. analysent les CTC de patients atteints de 

cancer de la prostate métastatique, résistant à la castration. Ils mettent en évidence une concordance 

entre les altérations de l’exome des CTC et celles des métastases (Faugeroux, Lefebvre, et al. 2020). 

Au-delà des mutations de l’ADN, des modifications épigénétiques peuvent être étudiées et apporter 

des informations sur l’expression génique par rapport à la méthylation de l’ADN (Agarwal et al. 2018). 

Benezeder et al. rapportent en 2017 une multiméthylation génique dans le cancer de sein 

métastatique (Benezeder et al. 2017). Cependant les études épigénétiques des CTC sont encore peu 

nombreuses et nécessitent des technologies appropriées. 

L’étude du transcriptome est le plus souvent réalisée sur une fraction enrichie de CTC et la 

conservation des ARN, peu stables, est un challenge technologique de l’étape d’enrichissement jusqu’à 

la caractérisation. Mais ces dernières années ont vue l’émergence de nombreuses méthodes de 

séquençage de l’ARN à un niveau de cellule unique. Ziegenhain et al. ont comparé 6 méthodes de ces 

méthodes de séquençage sur des cellules souches uniques d’embryon de souris (CEL-seq2, Drop-seq, 

MARS-seq, SCRB-seq, Smart-seq, et Smart-seq2) (Ziegenhain et al. 2017). Ils mettent en évidence une 

précision similaire à chacune des méthodes, mais une sensibilité plus grande pour le SmartSeq2 (Picelli 

et al. 2013). Mais le Drop-seq est la méthode la moins couteuse pour l’étude de nombreuses cellules 

à faible profondeur de séquençage. Le choix de la méthode se fait donc en fonction des analyses 

moléculaires voulues. 

L’étude des ARN des CTC a en effet prouvé à plusieurs reprises leur hétérogénéité, mais aussi la 

concordance des profils transcriptomiques des CTC avec celui des tumeurs correspondantes (Gasch et 

al. 2013). De plus, le profil transcriptomique indique l’état de multiplication ou de mort cellulaire des 

CTC, indiquant la viabilité de ces cellules (Cann et al. 2012). De même la présence de certains ARNm, 

notamment des cytokératines, a été corrélée avec une diminution de la survie globale chez des 

patients atteints de cancers colorectaux (Iinuma et al. 2011) ou cancers du sein (Xenidis et al. 2009). 

En 2019, Cheng et al. développent une nouvelle méthode, le HydroSeq dans les CTC de cancer du sein. 

Ils détectent des marqueurs de cellules souches dans la majorité des CTC analysées et identifient de 

nouvelles cibles thérapeutiques (Cheng et al. 2019). Lang et al. dans le cancer du sein non-
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métastatique identifient eux aussi dans l’ARN des CTC des mutations cibles non présentes dans les 

tumeurs (Lang et al. 2018). Dans le cancer de la prostate, chez des patients sensibles et résistants à la 

castration, le séquençage à la cellule unique des CTC identifie les variants de AR avec une 

hétérogénéité intra-patient. Cette étude rétrospective nécessite une validation sur de plus larges 

cohortes mais l’identification de ces variants pourrait à termes permettre d’orienter les traitements 

(Miyamoto et al. 2015; Rantalainen 2018). Le séquençage des ARN des CTC, bien que rare pour le 

moment au niveau de cellule unique, apporte des informations transcriptionnelles, et peut identifier 

les différents clones de CTC pouvant avoir un intérêt dans le monitoring de la maladie. 

Les CTC peuvent également être caractérisées phénotypiquement, avec l’expression de molécules 

d’intérêt. Par exemple, la surexpression d’EGFR ou la co-expression de VGEF et VGEFR2 dans le cancer 

du sein indiquent un état de prolifération cellulaire (Kallergi et al. 2009). Cette caractérisation 

phénotypique peut identifier des cibles potentielles pour les thérapies et permettre d’orienter les 

traitements (Sun et al. 2011).

La caractérisation moléculaire des CTC permet de détecter de manière plus précise des altérations 

génomiques présentes dans les cellules cancéreuses ainsi qu’un suivi de l’évolution de la maladie, avec 

l’identification de l’émergence de mutations de résistances au cours des traitements ou les voies de 

signalisation surexprimées. Mais les études au niveau de cellule unique permettent également de 

détecter l’hétérogénéité tumorale, donc de détecter des sous-populations minoritaires pouvant être 

à l’origine de la progression métastatique. A terme, elles pourront aider au choix des traitements des 

patients, pour une médecine personnalisée. Ces caractérisations ont donc un impact clinique 

important, avec la validation de l’intérêt clinique de la détection des variants AR-v7 dans le cancer de 

la prostate et de la surexpression de HER2 du sein. Mais la majorité restent pour l’heure à l’étape 

d’étude et nécessitent des méthodes reproductibles et robustes pour être cliniquement valides. 

2. Caractérisation fonctionnelle - Culture des CTC

Enfin, dans le but d’étudier la physiologie des CTC, des méthodes de caractérisation fonctionnelles ont 

été développées. Ces études nécessite la mise en culture a plus ou moins long terme d’un nombre 
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suffisant de CTC viables. Elles peuvent se faire in vitro ou passer par l’intermédiaire de xénogreffes ex-

vivo afin de former des lignées CTC (Pantel and Alix-Panabieres 2016). L’établissement de lignée 

permettrait d’obtenir le matériel biologique suffisant, à partir d’évènements rares que sont les CTC, 

pour les caractériser, identifier leurs mécanismes d’action et de potentielles cibles thérapeutiques ou 

encore tester des traitements. Cependant, elle nécessite de préserver les CTC viables et non marquées 

durant l’enrichissement. De plus, la perte doit être minimisée au maximum, car la culture requiert un 

nombre important de cellules, et des clones minoritaires pourraient être éliminés.

1. Culture in vitro

La mise en culture in vitro des CTC permet une expansion des cellules dans des conditions 

expérimentales simples et avec un contrôle de tous les paramètres. En 2013, Zhang et al. rapportent 

la mise en culture de CTC du sein. Les CTC, enrichies par FACS, présentaient un phénotype EpCAM- et 

des caractéristiques de cellules souches. Cependant, cette lignée n’est pas établie sur le long terme 

(Zhang et al. 2013). Plusieurs équipes ont par la suite essayé d’établir des lignées CTC dans différents 

cancers, notamment la prostate (Kolostova, Broul, et al. 2014), l’œsophage (Kolostova, Zhang, et al. 

2014), l’ovaire ou encore l’endomètre (Kolostova et al. 2015; Sharma et al. 2018). Lim et al. ont eux 

établit une lignée ex-vivo à partir de cluster de CTC de la prostate, dans laquelle ils ont mis en évidence 

des caractéristiques de cellules souches et des marqueurs de pertinence clinique comme l’expression 

de PD-L1 (Lim et al. 2016). La plupart des équipes ont maintenu ces cultures de CTC sur de courts 

termes (7 à 14 jours) (Cortes-Hernandez, Eslami, and Alix-Panabieres 2020). 

En 2015, notre équipe a rapporté l’établissement d’une lignée cellulaire à long terme à partir de CTC 

d’un patient atteint d’un cancer du côlon métastatique (Cayrefourcq et al. 2015). L’étude COLOSPOT 

(NCT01596790) englobait 168 patients atteints de cancer du côlon. Dans cette étude, les CTC étaient 

recherchées grâce à la méthode CellSearch®, en parallèle de la mise en culture à partir de 10mL de 

sang. Pour mettre en culture ces CTC, les cellules ont été enrichies grâce à la combinaison des 

RosetteSep (enrichissement négatif) et du milieu de densité Ficoll puis mises en culture en conditions

d’hypoxie (2% d’O2). Le premier prélèvement à avoir permis d’établir une lignée comptabilisait 516 

CTC au CellSearch®. Par la suite, d’autres prélèvements de ce même patient ont permis d’établir huit 

autres lignées CTC immortalisées à différentes étapes de l’évolution de sa maladie. La caractérisation 

de ces lignées a prouvé la concordance de leurs caractéristiques moléculaires avec celles de la tumeur, 

notamment la mutation BRAF. De plus, les CTC possèdent des propriétés de cellules souches avec un 
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profil phénotypique intermédiaire de l’EMT (Soler et al. 2018). L’étude fonctionnelle de ces lignées a 

prouvé sa capacité à induire l’angiogenèse, mais aussi leur potentiel métastatique in vivo. Puis, les 

études moléculaires de ces lignées ont révélé une pression de sélection des clones résistants au 

traitement et aux caractéristiques de cellules souches au cours des traitements (Cayrefourcq et al. 

2021).

D’autres groupes ont essayé de mettre en culture des CTC avec la même méthode d’enrichissement 

que celle qui est utilisée au sein de notre laboratoire. C’est le cas de Gao et al. qui ont essayé avec des 

prélèvements de patients atteints de cancer de la prostate et ayant plus de 100 CTC dans 8mL de sang

(Gao et al. 2014), ou encore de Yu et al. qui ont établi plusieurs lignées à partir de prélèvements de 

patientes atteintes de cancer du sein et ont pu les maintenir plus de 6 mois en culture (Yu et al. 2014). 

A partir de CTC du NSCLC, Kaperleris et al. ont identifiés des mutations spécifiques de ce cancer ainsi 

qu’un réarrangement chromosomique de la région contenant le gène ALK (Kapeleris et al. 2020). Plus

récemment, Koch et al. ont pu obtenir une lignée depuis un prélèvement d’une patiente atteinte de 

cancer du sein et présentant plus de 1500 CTC au CellSearch®. Ils ont pu caractériser ces CTC comment 

étant ER+ de manière similaire à la tumeur, avec des caractéristiques de cellules souches également

(Koch et al. 2020). Que et al. ont quant à eux établi une lignée permanente à partir de CTC d’un patient 

atteint de cancer du poumon grâce à un enrichissement positif magnétique. Ces CTC se trouvent dans 

un état intermédiaire de l’EMT et possèdent la capacité à induire des métastases in-vivo (Que et al. 

2019). 

La culture des CTC permet de nombreuses explorations fonctionnelles (Figure 14) ; il est possible 

d’évaluer leur capacité à former des métastases, tout comme de tester leur résistance à des 

traitements, mais aussi leurs propriétés de cellules souches, leur invasivité ou encore les mécanismes 

utilisés pour la dissémination métastatique. Elles peuvent également être utilisées pour le 

développement de nouvelles drogues. La culture in vitro permet donc de nombreuses expériences, de 

manière rapide et avec un contrôle précis des paramètres d’expérience. Cependant la culture in vitro

ne permet pas de mimer et prédire de façon robuste les conditions in vivo, notamment l’implication 

du microenvironnement et les mécanismes de dissémination, et elle entraine une sélection clonale des 

CTC les plus agressives. Certaines mutations de-novo peuvent apparaitre au cours du temps dans les 

lignées in-vitro à long terme (Tayoun et al. 2019).
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Adapté de Cortes-Hernandez et al. Mol Aspects Med.2020

Figure 14: Enrichissement et expansion des CTCs

A) Méthodes d’enrichissement des CTC basées sur les propriétés physiques (taille/déformabilité pour les filtrations, les charges

pour les systèmes de diélectrophorèse, et les milieux de densité), ou les propriétés biologiques (ciblant des marqueurs de 

surface, comme EpCAM pour un enrichissement positif ou CD45 pour un enrichissement négatif) B) Expansion des CTC. Culture 

de CTC in-vitro pour des études fonctionnelles, du génome, du transcriptome, protéome, sécrétome et métabole des cellules 

initiatrices de tumeurs. Les modèles de xénogreffes dérivées de CTC (CDX) en conditions in-vivo pour comprendre les 

mécanismes de résistance aux traitements, identifier les propriétés des cellules initiatrices de tumeurs, la capacité des CTC a 

induire la croissance tumorale et métastatique. Expansion in-vitro des CDX peuvent être utilisées pour contrôler la réponse 

aux thérapies anticancer et identifier des nouveaux biomarqueurs.

2. Études fonctionnelles des CTC in vivo par Xénogreffe

A l’inverse de la culture in-vitro, les lignées obtenues in-vivo après xénogreffe de cellules tumorales 

sont obtenues sans contrôle total des paramètres. Ce modèle est plus long à mettre en place mais 

permet de nombreuses expérimentations non applicables in-vitro (Alix-Panabieres, Bartkowiak, and 

Pantel 2016). Beaucoup de lignées cancéreuses utilisées couramment dans les laboratoires aujourd’hui 

ont été obtenues à partir de cellules de tissus tumoraux des patients (patients-derived xenograft –

PDX) directement injectés dans des souris immunodéprimées. Cependant, cette technique nécessite 

un accès à la tumeur, ainsi qu’une quantité de tissus tumoral suffisant. 

Pour pallier à ces contraintes, l’utilisation des CTC comme source de cellules tumorales pour 

l’établissement de lignées est alors apparue. Lorsqu’elles sont inoculées chez des souris 
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immunodéprimées (xénogreffe), elles peuvent être à l’origine de l’établissement de lignée cellulaire. 

Ces xénogreffes dérivées de CTC (CDX) pourraient aider à la compréhension du processus de 

dissémination métastatique, mais aussi aux mécanismes de résistance aux traitements ou à l’efficacité 

d’une thérapie, par exemple. La première étude fonctionnelle de CTC utilisant des CDX a été publiée 

en 2013 par Baccelli et al. à partir de CTC de patientes atteintes de cancer du sein, enrichies avec la 

méthode de RosetteSep et injectées dans le tibia de souris immunodéprimées. Les CDX formées 

provenaient de prélèvements où plus de 1000 CTC étaient dénombrées avec la méthode 

CellSearch®(Baccelli et al. 2013). La formation de métastases in-vivo confirmait la capacité d’initiation 

de métastases des CTC. Les études de caractérisation de ces lignées CDX ont mis en lumière des 

propriétés métastatiques des CTC mais aussi la présence de propriétés de cellules souches. Des 

phénotypes hybrides ont été observés avec des caractéristiques de l’EMT, se révélant identiques aux 

caractéristiques de la tumeur primaire et des métastases ganglionnaires. Dans le cancer du poumon à 

petite cellule (Small-Cell Lung Cancer – SCLC), Hodgkinson et al. révèlent que le profil moléculaire des 

CDX diffère selon l’évolution clinique des patients (Hodgkinson et al. 2014). Ces résultats sont 

confirmés par Drapkin et al. qui comparent les CDX avec les PDX. Les CDX en série au cours des 

traitements ont confirmé l’évolution de la sensibilité à ces traitements (Drapkin et al. 2018). Dans le 

NSCLC, où les CTC sont bien moins présentes que dans le SCLC, Morrow et al. ont enrichies les CTC 

avec la méthode ISET. Ils révèlent que la formation de métastases peut se faire avec des populations 

de CTC EpCAM- et possédant des traits mésenchymateux (Morrow et al. 2016). Enfin, dans le cancer 

de la prostate, Faugeroux et al. en 2020 établissent des CDX résistantes aux traitements de manière 

similaire aux patients et détectent des mutations dans les gènes impliqués dans l’oncogenèse comme 

PTEN ou RB1.  Ils montrent enfin que la progression du cancer de la prostate résistant à la castration 

implique des capacités tumorigéniques des CTC (Faugeroux, Pailler, et al. 2020). 

Le modèle CDX mime au mieux les conditions in-vivo de la tumeur. Il indique facilement les propriétés 

initiatrices de métastases des CTC, ainsi que la réponse aux traitements, notamment la sensibilité des 

cellules aux chimiothérapies (Figure 14). Cependant, cette méthode est très peu efficace dans 

l’établissement de lignées cellulaires et nécessite, comme les cultures in-vitro, beaucoup de CTC 

(Cortes-Hernandez, Eslami, and Alix-Panabieres 2020). Elle ne peut donc s’appliquer qu’à des patients 

en stade avancé. De plus, il est nécessaire de vérifier l’origine des tumeurs développées par le modèle 

murin (Tayoun et al. 2019). A ce jour, les populations EpCAM- sont très peu étudiées dans ces modèles 
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mais elles pourraient apporter des informations importantes sur leur capacité à induire des 

métastases, leurs propriétés de cellules souches, ou encore la résistance aux traitements pour une 

prise en charge clinique personnalisée. Pour l’heure elles ne sont pas utilisées pour le choix des 

traitements car elles sont longues à mettre en place mais informent sur les mécanismes de 

dissémination métastatique. 

Une autre méthode de croissance in-vivo des cellules est de mettre les lignées obtenues avec les CDX 

en culture in vitro afin de faciliter les analyses fonctionnelles. On peut ainsi identifier de nouveaux 

biomarqueurs, tester la sensibilité à des thérapies anti-cancéreuses ou encore étudier les mécanismes 

de la réponse aux thérapies de manière rapide par rapport aux tests in-vivo (Figure 14) (Tayoun et al. 

2019). Lallo et al. rapportent dans le cancer du poumon l’utilisation de cette méthode pour tester plus 

rapidement les réponses aux traitements (Lallo et al. 2017).

De manière générale, les études fonctionnelles ont pour but d’identifier les potentielles cibles 

thérapeutiques. Cependant, la difficulté à obtenir assez des lignées suffisantes restreint leur 

application clinique pour l’heure et nécessite de développement de méthodes plus efficaces, par 

exemple par le développement de méthodes in-vitro en 3D combinés avec la microfluidique afin de 

mimer le microenvironnement tumoral (Tayoun et al. 2019). L’étude fonctionnelle des CTC permet 

néanmoins d’identifier les propriétés souches et initiatrices de métastases des cellules et de mieux 

comprendre les mécanismes de la dissémination métastatique. Leur intérêt clinique grandissant avec 

le développement des méthodes d’analyses.

d) Pertinence clinique

Les CTC ne sont pour l’heure, pas recherchées de façon routinière dans la prise en charge des patients 

atteints de cancer, malgré leur rôle primordial dans la dissémination métastatique. En effet, dans le 

diagnostic des maladies pulmonaires obstructives chroniques, les cellules épithéliales peuvent être 

détectées dans le sang de 1 à 4 ans avant la détection de la maladie par les technologies d’imagerie, 

et sont donc utilisées comme un outil de dépistage, suggérant la sensibilité de détection des cellules 

épithéliales (Micalizzi, Maheswaran, and Haber 2017). Etudier les CTC comme biopsie liquide 
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permettrait d’adapter le suivi ainsi que les thérapies des patients, mais aussi prédire les réponses aux 

thérapies pour amener à une médecine personnalisée de précision. Mais elle permettrait également 

de comprendre les mécanismes de dissémination métastatique. 

La présence des CTC et leur nombre est d’abord un fort biomarqueur pronostic. En effet, l’énumération 

des CTC grâce à la technologie du CellSearch®, par exemple, a démontré la valeur pronostic des CTC 

notamment dans le cancer du sein (Cristofanilli et al. 2005). Que ce soit dans le cancer du sein localisé 

mais aussi, plus souvent, dans le cancer du sein métastatique, la présence des CTC est associée avec 

un risque de rechute précoce (Pierga et al. 2008; Bidard et al. 2014). Au-delà de 5 CTC/7,5mL de sang, 

leur présence a également été associée avec une diminution significative de la survie globale et la 

survie sans progression (progression-free survival – PFS). De plus, les patientes présentant moins de 5 

CTC au diagnostic semblent plus sensibles aux thérapies (Hayes et al. 2006). L’énumération des CTC 

dans le cancer métastatique du sein a prouvé son intérêt clinique jusqu’à son inclusion dans la 

classification clinique de ce cancer, avec la création d’un stade de cancer cM0(i+) où il n’existe pas de 

signes cliniques de métastases mais où des CTC sont détectées au CellSearch®. Mais le dénombrement 

des CTC au cours des traitements apparait aussi comme un marqueur pronostic, avec une corrélation 

entre l’augmentation du nombre de CTC et rechute clinique (Poulet, Massias, and Taly 2019). De 

même, si plus de 5 CTC sont détectées après les premières lignes de traitements, le risque de rechute 

est significativement plus important (Liu et al. 2009). De façon similaire, pour les patients atteints de 

cancer colorectal, le dénombrement de plus de 3 CTC est associé avec une survie globale et une PFS 

plus courtes. Cependant ce seuil n’est pour l’heure pas validé cliniquement. En effet les patients 

atteints de cancer colorectal présentent globalement moins de CTC que dans les autres cancers. Cette 

observation suggère une filtration des CTC colorectales lors de leur passage dans le foie. Dans le cancer 

de la prostate, la présence de CTC possède également un intérêt prédictif, avec un seuil déterminé à 

5 CTC qui est significativement lié à la survie globale (Moreno et al. 2005)  même si ce seuil a pu être 

controversé avec des propositions à 4 CTC (Goodman et al. 2009) ou encore à 2 CTC (Chen et al. 2005)

suivant les études. Pour les patients atteints de cancer de la prostate mais résistants à la castration, la 

présence de CTC reste prédictive de la survie globale des patients (Danila et al. 2007). En effet, la 

présence de CTC est définie comme un biomarqueur prédictif plus pertinent que la concentration en 

PSA chez ces patients (de Bono et al. 2008; Sun et al. 2011). Cependant, dans ce type de cancer, le 

nombre de CTC n’est pas corrélé avec la taille de la tumeur (Sun et al. 2011). A l’inverse, dans le cancer 
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du poumon, le seuil à 1 CTC permet de différencier maladies bénignes des poumons des cancers, et le 

nombre de CTC est corrélé avec la réponse aux thérapies (Hou et al. 2009). Les patients avec plus de 5 

CTC dénombrées avec le CellSearch® auront une évolution clinique non favorable, à l’inverse, si une 

diminution du nombre de CTC après la thérapie est observée, la survie globale et la PFS associée sont 

meilleures (Krebs et al. 2011). Lorsque plus de 50 CTC sont détectées avec la technologie ISET dans le 

NSCLC, l’évolution de la maladie associée est mauvaise. Les CTC ont donc également avoir une valeur 

pronostique avec la méthode ISET (Hofman et al. 2011). On peut finalement dire que les CTC ont une 

valeur pronostic claire dans différents cancers mais elles peuvent aussi être des biomarqueurs 

pharmacodynamiques, bien que les analyses prospectives n’aient pas obtenus des résultats 

concordants (Zahra Eslami-S 2020). Les CTC ont également démontré leur intérêt dans l’évaluation de 

l’utilité des chimiothérapies, avec le suivi du nombre de CTC chez des patients atteints de cancer du 

sein, qui reflète l’efficacité de la thérapie, ou qui peut indiquer précocement la résistance à une 

chimiothérapie (Bidard et al. 2013). Récemment, il a été montré que le nombre de CTC pouvait aider 

à la décision du choix de traitement dans le cancer du sein métastatique (Bidard et al. 2020). La 

pertinence clinique de la détection des CTC a également été déterminée dans d’autres cancers comme 

le cancer de la vessie, du foie ou de l’œsophage, pour une corrélation entre le nombre de CTC et les 

risques de rechutes métastatiques (Agashe and Kurzrock 2020).

Outre l’énumération des CTC, leur caractérisation peut servir de biomarqueur clinique et apporter des 

informations moléculaires. En effet, les altérations génomiques des CTC identifiées lors du diagnostic 

ou apparaissant au cours de l’évolution de la maladie, peuvent orienter le choix des traitements, de 

même que l’expression de certaines molécules spécifiques. La caractérisation séquentielle des CTC 

par la biopsie liquide permet donc un suivi en temps réel des modifications moléculaires du cancer 

(Alix-Panabieres and Pantel 2021a) et pourrait donc servir à terme au choix des traitements et à la 

prise en charge des patients.  

Les CTC sont donc prometteuse pour une application clinique par leur grande valeur pronostique 

observée dans de nombreux cancers. Leur détection et caractérisation pourra à terme permettre 

d’adapter la prise en charge clinique, avec un choix de traitement et un suivi adéquat. La biopsie liquide 

avec les CTC pourrait permettre une médecine personnalisée pour chaque patient. Pour l’heure, elle 

nécessite l’amélioration de la sensibilité et la spécificité des méthodes. A terme, l’analyse moléculaire 

pourra aider à la compréhension des mécanismes de dissémination métastatique, mais également à 
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comprendre la résistance aux traitements notamment par la présence de cellules souches. A l’avenir, 

les nouvelles études des CTC seront utiles pour la recherche sur le cancer mais également en clinique 

pour le développement d’une médecine personnalisée, essentielle dans la prise en charge de cancers 

rares dont les mécanismes restent encore peu étudiés. 
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V. Les CTC dans le CCM

Le Carcinome à cellules de Merkel, de par sa rareté, a très peu été étudié jusqu’à récemment. (Moins 

de 100 publications par an jusqu’en 2007 - Source PubMed). Il atteint maintenant en moyenne 296 

publications par an sur les cinq dernières années (2014 – 2019). La majorité de ces publications 

étudient différents traitements proposés aux patients. Malgré de nombreuses découvertes récentes 

sur l’implication du MCPyV ou de l’immunosuppression dans ce cancer, la compréhension des 

mécanismes de sa carcinogénèse reste encore très faible. 

La biopsie liquide dans le CCM a été jusqu’ici très peu étudiée. Malgré la haute mortalité associée à ce 

cancer et la nécessité de nouveaux biomarqueurs, il n’existe pour l’heure que 6 publications 

s’intéressant à la biopsie liquide dans le CCM (Revue : Clinical Relevance of Liquid Biopsy in Melanoma 

and Merkel Cell Carcinoma). Les biomarqueurs circulants comme les CTC, le ctDNA ou encore les mi-

RNA sont des candidats pour le diagnostic précoce du CCM, mais également et surtout pour le suivi de 

l’évolution clinique des patients de façon précise et personnalisée. En effet, un des objectifs de la 

biopsie liquide est d’obtenir des biomarqueurs spécifiques pour la détection précoce de la progression 

des cancers afin de la stopper rapidement. La biopsie liquide permet également de surveiller 

l’évolution de la maladie en temps réel. Parmi les 6 publications sorties à ce jour, 4 s’intéressent aux 

CTC dans le CCM, dont une étude découlant des résultats de cette thèse (Article: Circulating Tumor 

Cell Detection and Polyomavirus Status in Merkel Cell Carcinoma). Deux d’entre elles ont évalué la 

faisabilité de la détection des CTC dans le but de les compter, les deux suivantes ont également étudié 

la présence du MCPyV dans les CTC. Parmi ces 4 études, deux ont utilisé uniquement le CellSearch® 

comme méthode de détection, une troisième (notre étude) a comparé le CellSearch® et la méthode 

de RosetteSep-DEPArray et enfin la dernière a utilisé le système Maintrac. Quelle que soit la méthode 

de détection, les résultats ont tous convergé vers des résultats similaires : les CTC sont détectables 

chez les patients atteints de CCM. Concernant la pertinence clinique, les résultats divergent, avec une 

corrélation entre CTC et la survie globale(Blom et al. 2014), CTC et évolution de la maladie(Gaiser et 

al. 2015), nombre de CTC et agressivité(Riethdorf et al. 2019), ou encore CTC et stade du cancer(Boyer, 

Cayrefourcq, Garima, et al. 2020). Globalement les CTC semblent avoir un intérêt clinique mais les 

études doivent se poursuivre à plus grande échelle, sur des cohortes plus grandes. Pour les études 

concernant le miRNA(Fan et al. 2018) et la concentration des anticorps anti-MCPyV(Samimi et al. 
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2016), ces biomarqueurs semblent intéressants dans le monitoring et la prédiction de l’évolution de la 

maladie mais de nouvelles investigations sont nécessaires pour confirmer cliniquement ces résultats.

La rareté de ce cancer limite les études car les cohortes de patients sont réduites et des analyses 

multicentriques pourraient aider à pallier ce problème. De ce fait, la recherche sur les CTC dans le CCM, 

et plus largement la biopsie dans le CCM n’en est qu’à ses débuts. Elle pourrait aider à comprendre les 

mécanismes sous-jacents de cette maladie encore mal comprise, mais aussi servir de marqueur en 

temps réel de l’évolution de la tumeur. 

Dans ce projet, nous avons voulu développer une nouvelle méthode de détection des CTC dans le CCM 

basée sur un enrichissement négatif et utilisant des technologies de pointe afin de compter et 

caractériser ces CTC avec un haut niveau de pureté. La détection s’est d’abord faite chez des patients 

atteints de CCM métastatiques, où nous avons détecté des CTC avec notre méthode ainsi qu’avec le 

CellSearch®, nous avons donc ensuite recherché les CTC chez des patients en stades plus précoces. La 

détection de CTC a été corrélée avec le stade des cancers des patients, que ce soit avec notre méthode 

de détection ou avec le CellSearch®. Nous avons aussi pu déterminer de nouveaux seuils pour la 

corrélation de la détection des CTC dans le CCM et le stade des patients.

A partir des cellules détectées et triées, nous avons recherché la présence du MCPyV, et nous avons 

comparé le statut viral à celui des biopsies tissulaires de ces mêmes patients. Ces analyses nous ont 

révélé une hétérogénéité de la présence de ce virus au sein des CTC d’un même patient, alors même 

que la biopsie correspondante était positive au MCPyV. Cette observation a soulevé la question de 

l’origine de cette hétérogénéité : est-elle présente au sein des tumeurs ?, ou les CTC perdent-elles le 

MCPyV lors de leur passage dans le sang ? Pour répondre à cette question, nous avons optimisé une 

méthode de dissociation et d’isolation à la cellule unique des cellules de biopsies tissulaires. Nous 

avons donc pu ainsi comparer les statuts viraux de chaque CTC à ceux des cellules tumorales. Ainsi, 

nous avons observé une hétérogénéité du statut viral au sein même de la tumeur, sans corrélation 

évidente avec le statut viral des CTC. L’origine de cette hétérogénéité est donc toujours inconnue. 
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Objectifs de la thèse

La recherche sur la biopsie liquide est aujourd’hui en pleine expansion grâce notamment à l’évolution 

des technologies et à la découverte de nouveaux biomarqueurs. Elle ouvre de larges perspectives pour 

la prise en charge clinique des patients, tant comme marqueur pronostique que comme outil de 

développement de la médecine personnalisée avec le choix des traitements. Cependant, la détection 

du matériel biologique tumoral à très faible concentration dans le sang reste un défi technique et 

nécessite de multiples étapes avant de pouvoir quantifier et/ou caractériser ces biomarqueurs. De 

nombreuses méthodes ont été développées, notamment le système CellSearch® pour la détection des 

CTC, approuvé comme biomarqueur de pronostic par la Food-Drug Administration dans les cancers de 

sein, de la prostate et du côlon métastatiques. Par exemple dans le cancer du sein, la détection de CTC 

par le CellSearch® est établie comme étant un stade du cancer à part entière. La prise en charge des 

patientes présentant des CTC >= 5 sera différente de celles qui n’ont pas de CTC ou <5 CTC dans leurs 

prélèvements sanguins. De plus, la caractérisation des CTC avec l’identification de mutations 

moléculaires ou encore la détection de marqueurs tels que Her2 ou PD-L1, pourrait permettre 

d’orienter les traitements des patients vers des thérapies ciblées (trastuzumab et immunothérapie 

anti-PD-L1, respectivement). C’est pourquoi la biopsie liquide apparait comme un outil prometteur 

pour la prise en charge personnalisée des patients atteints de cancer, ainsi que dans la compréhension 

des mécanismes de dissémination des cancers agressifs. 

Nous avons ainsi voulu appliquer les connaissances en matière de biopsie liquide au Carcinome à 

Cellules de Merkel (CCM), où les recherches sur les biomarqueurs circulants sont à ce jour très peu 

répandues. Ce cancer particulièrement agressif nécessite une prise en charge et un suivi régulier car il 

peut se disséminer de façon très rapide. La biopsie liquide pourrait permettre d’affiner la prise en 

charge de ce cancer mais aussi de déterminer les mécanismes de ce cancer encore mal compris. Notre 

choix s’est porté sur l’étude des CTC car elles peuvent apporter de nombreuses informations : leur 

dénombrement peut informer sur l’état d’avancement du cancer et elles peuvent être caractérisées à 

un niveau phénotypique mais également moléculaire (étude de l’ADN, de l’ARN, des protéines). La 

caractérisation des CTC permettrait de visualiser leur hétérogénéité mais aussi détecter de potentielles 

cibles thérapeutiques ou des informations sur les résistances à certains traitements. 

Afin d’évaluer l’intérêt clinique de la détection des CTC dans le CCM, nous avons développé une 

nouvelle méthode de détection de ces cellules et l’avons comparé au système CellSearch®. Cette 
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nouvelle méthode, appelée R-D, combine un tri négatif des CTC (par la technique RosetteSep) avec la 

détection des CTC grâce au DEPArray, une technologie de pointe qui permet de visualiser, sélectionner 

et de trier les cellules à la cellule unique (ici grâce aux marqueurs épithéliaux EpCAM et PanCK (8, 18, 

19) et aux marqueurs de CCM (CK20 et NSE)). En parallèle, nous avons recherché les CTC du CCM par 

le système CellSearch® qui combine un tri positif des CTC (via l’expression de la molécule épithéliale 

EpCAM) et leur dénombrement grâce au marquage de cytokératines (PanCK), du DAPI et de CD45. 

L’optimisation de la méthode R-D s’est d’abord faite avec l’utilisation de lignées cellulaires du CCM, 

puis afin d’évaluer la faisabilité de la détection des CTC avec cette méthode, et visualiser une 

éventuelle corrélation avec le statut clinique, des patients atteints du CCM suivis au département de 

Dermatologie du CHU de Montpellier ont été inclus dans cette étude. 

La seconde partie de cette thèse a été de caractériser le statut viral des CTC à la cellule unique pour la 

présence du Polyomavirus de Merkel (MCPyV). Ce virus, seul polyomavirus humain lié à la 

carcinogénèse d’un cancer humain, est présent chez 80% des patients atteints de CCM. Bien que l’on 

sache que ce polyomavirus exprime des antigènes tumoraux qui peuvent influer le cycle cellulaire, 

expliquant son association au tissu tumoral, son rôle exact et les mécanismes utilisés dans le 

développement du CCM restent à déterminer. En effet, ce virus est lié au développement tumoral du 

CCM. Cependant, les patients qui ne sont pas infectés par le MCPyV ont une moins bonne survie 

associée et un risque plus élevé à développer des métastases rapidement que ceux infectés par le 

MCPyV. Cette observation permet de poser l’hypothèse d’une théorie de ‘hit and run’ où les cellules 

cancéreuses pourraient perdre le virus en conservant l’agressivité du cancer. Nous avons donc 

recherché la présence de ce MCPyV, grâce à la collaboration du laboratoire de virologie du CHU de 

Montpellier, dans les CTC mais aussi dans les cellules des biopsies tissulaires pour tenter d’éclairer 

cette théorie.

Enfin, afin de permettre des études plus poussées sur les caractéristiques et le fonctionnement des 

CTC dans le CCM, nous avons tenté de mettre en culture in vitro des CTC d’après l’expertise du 

laboratoire. Ces CTC provenaient de prélèvements de patients où plus de 300 CTC étaient détectées 

par le système CellSearch®.

Ce projet de thèse a donc permis de développer une nouvelle méthode de détection des CTC dans le 

CCM, ainsi que la caractérisation de leur statut viral à la cellule unique. Le but étant d’aider à la prise 

en charge des patients CCM avec le monitoring de la maladie chez des patients en stades avancés 
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comme précoces, mais aussi tenter de comprendre au mieux le processus métastatique de ce cancer 

à travers la présence du MCPyV dans les CTC et les tumeurs des patients inclus dans l’étude. 
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Résultats
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I. Mise en place d’une nouvelle méthode de détection des CTC

La première partie de ma thèse a consisté à développer une nouvelle méthode de détection des CTC 

dans le CCM. En effet, seulement trois études s’y intéressant avaient été publiées en janvier 2019 et il 

n’existe pour l’heure aucun essai clinique se basant sur l’étude de la biopsie liquide dans le CCM. Nous 

avons voulu mettre en place une méthode qui se veut complémentaire à celle du système CellSearch®, 

approuvée par la FDA pour les cancers du sein, de la prostate et du côlon métastatique. Le système 

CellSearch® est basé sur un enrichissement positif des cellules épithéliales (EpCAM+) depuis le sang 

total, avec une détection des CTC par l’expression de cytokératines et du DAPI dans les cellules. N’ayant 

que très peu d’informations sur le comportement et la biologie des CTC dans le CCM, nous avons voulu 

développer une méthode basée sur un enrichissement négatif avec la méthode des RosetteSep, pour 

éviter tout biais de sélection dès la première étape, c’est-à-dire une méthode qui élimine les cellules 

sanguines normales, et conserve toutes les autres, afin de limiter au maximum la perte des cellules du 

CCM (Figure 15, ligne du haut). Les RosetteSep sont un cocktail d’anticorps dirigés contre les 

marqueurs de cellules sanguines qui, lorsqu’ils sont ajoutés dans du sang, vont former des agrégats 

dits ‘rosettes’ de cellules sanguines. Une fois ces agrégats formés, le sang est déposé sur un milieu de 

densité et centrifugé. Ainsi les réseaux de cellules sanguines sédimentent au fond du tube et les cellules 

non-sanguines restent en suspension au-dessus du milieu de densité. Cette méthode d’enrichissement 

est combinée à une méthode de détection, le DEPArray, une technologie de pointe pour une analyse 

à la cellule unique. Le DEPArray permet, par un système de microfluidique, d’injecter les cellules dans 

une cassette composée de plusieurs milliers de cages de diélectrophorèses (DEP) qui vont capturer les 

cellules grâce à leurs charges magnétiques. On peut ainsi visualiser les cellules unes à unes dans les 

cages DEP, les sélectionner en fonction de leur phénotype et les trier à un niveau de pureté de cellule 

unique (Figure 15, ligne centrale) pour permettre la caractérisation moléculaire de ces CTC après 

amplification génomique (Figure 15, ligne du bas).
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Figure 15: RosetteSep-DEPArray (R-D) workflow

Différentes étapes du workflow RosetteSep-DEPArray. Ligne du haut : enrichissement négatif avec les RosetteSep depuis le 

sang total jusqu’à la fraction enrichies. Ligne du milieu : Détection des CTC par marquage immunologique et analyse au 

DEPArray. Ligne du bas : Analyse moléculaire de la cellule unique à la détection du MCPyV après WGA. Abréviations : CTC : 

cellule tumorale circulante, WGA : whole genome amplification, MCPyV : Polyomavirus de Merkel. 

a) Détermination des marqueurs des CTC CCM

La première étape de l’optimisation de cette nouvelle méthode a été de déterminer les marqueurs 

spécifiques du CCM qui nous servirons pour la détection des CTC au DEPArray. Pour cela, nous avons 

testés différents anticorps sur 3 lignées cellulaires dérivées de tumeur de CCM. La lignée MKL-1 se 

multiplie en suspension, en amas qui ressemblent à des lambeaux de peaux, et les lignées MCCL-9 et 

MCCL-11 se multiplie en suspension sur une monocouche de fibroblastes inactivés, de façon isolées.

Toutes trois ont été dérivées de tumeurs de patients atteints de CCM. Ces trois lignées sont donc 

biologiquement différentes et nous permettent de tester un large panel biologique de marqueurs en 

conditions CCM.
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Les cellules ont d’abord été marquées avec le kit de fixation/perméabilisation IntraPrep 

Permeabilization Reagent (Beckman Coulter), en suivant le protocole du fournisseur c’est-à-dire sur 

200uL de suspension cellulaire, contenant environs 100 000 cellules par échantillon. Les marquages 

ont ensuite été analysés en cytométrie en flux (Cyan9 – Beckman Coulter) sur chacune des lignées ainsi 

que sur des PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) en tant que contrôle négatif ; en effet, le but 

de notre méthode est de différencier les CTC du CCM des cellules sanguines normales contaminantes. 

Chacun des anticorps a été testé individuellement sur chaque lignée cellulaire avec des anticorps 

dirigés contre des marqueurs utilisés couramment pour détecter les CTC, notamment des marqueurs 

épithéliaux comme EpCAM, cytokératine 19 ou les cytokératines 8, 18, 19 (PanCK) ainsi que des 

marqueurs mésenchymateux (Vimentine) ou de cellules souches (CD24/CD44). D’autre part, des 

marqueurs utilisés pour la détection du CCM en immunohistochimie ont été testés, avec des 

marqueurs spécifiques des cancers neuroendocrines (Synaptophysine, chromogranine A), des 

neurones (NSE, CD56) et spécifiques du CCM avec CK20 (Tableau 1).

Tableau 1: Anticorps utilisés pour la caractérisation des lignées CCM

Anticorps Fluorescence Références Fournisseurs Dilutions

Chromogranin A FITC FCMAB329F Millipore 1/20

CD24 PE 130-095-953 Miltenyi 1/50

CD44 FITC J.173 Bekman Coulter 1/20

CD45 PE 130-113-118 Miltenyi 1/14

CD56 APC 130-113-867 Miltenyi 1/20

CK19 FITC 61029 Progen 1/50

CK20 FITC ab189087 Abcam 1/14

PanCK (8,18,19) FITC 130-080-101 Miltenyi 1/20

EpCAM FITC 130-080-301 Miltenyi 1/33

Neuro-Specific 

Enolase (NSE)

Alexa 647 ab199829 Abcam 1/14

Synaptophysine Alexa 647 bs-0121R-AF647 Bioss 1/100

Vimentine PE 562337 BD Bioscience 1/50

Ces tests cytométriques nous ont permis de déterminer les marqueurs positifs pour les lignées CCM et 

négatifs pour les PBMC. Ainsi, la vimentine et la synaptophysine sont négatifs sur les trois lignées CCM 

ainsi que sur les PBMC et donc non retenus (Figure 16). De plus, les CD24, CD44 et la chromogranine 
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A, bien que positifs chez certaines lignées, sont aussi positifs sur les PBMC. Le CD56 lui présente une 

population minoritaire de cellules positives chez les PBMC, correspondant aux NK (Figure 16) et le 

CD45 n’est positif que chez les PBMC (Figure 17). Ces marqueurs ne permettent donc pas de détecter 

les CTC du CCM parmi les PBMC. Parmi les marqueurs épithéliaux EpCAM, CK19 et PanCK (CK 8, 18, 19) 

sont positifs sur les trois lignées cellulaires et négatifs sur les PBMC, de même pour CK20 et NSE comme 

marqueurs spécifiques du CCM (Figure 17).  

Figure 16: Caractérisation phénotypique des lignées CCM en cytométrie – Marqueurs non retenus
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+ : marqueur positif, le nombre de + représente l’intensité de signal,  - : marqueur négatif. Les pics gris représentent l’auto-

fluorescence des cellules. Abréviations : EpCAM : Epithelial Cell Adhesion Molecule ; CK : cytokératine, PanCK : panel de 

cytokératines, NSE : neuro-specific enolase, CD : Cluster Differenciation.

+ : marqueur positif, le nombre de + représente l’intensité de signal,  - : marqueur négatif. Les pics gris représentent l’auto-

fluorescence des cellules. Abréviations : EpCAM : Epithelial Cell Adhesion Molecule ; CK : cytokératine, PanCK : panel de 

cytokératines, NSE : neuro-specific enolase, CD : Cluster Differenciation. 

Nous avons donc sélectionné comme marqueurs pour la détection des CTC du CCM : EpCAM, PanCK, 

CK20 et NSE, et nous avons conservé le CD45 comme marqueur d’exclusion des PBMC. Afin de s’assurer 

qu’il n’y ait aucune gêne stérique entre tous les anticorps utilisés, nous avons ensuite testé le 

marquage des lignées avec les différents marqueurs simultanément, et nous avons ainsi confirmé la 

faisabilité de l’utilisation combinée des marqueurs sélectionnés. 

Enfin, nous avons testé la détection des lignées CCM au DEPArray grâce aux marqueurs choisis. Nous 

avons pour cela chargé directement dans les cassettes DEPArray des cellules de lignées pures, c’est-à-

dire, diluées dans du PBS, et marquées comme déterminé précédemment. Ce test nous a permis 

Figure 17: Caractérisation phénotypique des lignées CCM en cytométrie – Marqueurs retenus
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d’optimiser le marquage des cellules afin de les visualiser au mieux au DEPArray, notamment en 

changeant de kit de fixation/perméabilisation (Figure 18) et le volume d’anticorps utilisé.

Figure 18: Test de différents kits de fixation/perméabilisation sur les MCCL-11. 

Brightfield : Lumière blanche, PE : CD45, APC : NSE, FITCsb : EpCAM, CK20. Intensité de fluorescence >400 = positive, <400 = 

négative. 

Les instructions du DEPArray indiquent qu’une intensité de fluorescence inférieure à 400 est 

considérée comme bruit de fond. Nous avons considéré comme cellule tumorale les cellules positives 

pour EpCAM/CK20 (FITCsb), négatives pour le CD45 (PE), et positives ou négatives pour le NSE (APC). 

L’utilisation des réactifs du kit CTC du CellSearch® pour fixer et perméabiliser les cellules a permis une 

amélioration, notamment visuelle, des marquages avec une diminution du bruit de fond et 

l’augmentation globale de l’intensité de fluorescence des marqueurs d’intérêt. 

Ces résultats préliminaires nous ont permis de déterminer la méthode idéale de fixation, de 

perméabilisation et de marquage ainsi que les différents anticorps utilisés, leur concentration optimale 

pour la détection au DEPArray des cellules tumorales du CCM parmi les cellules sanguines (Tableau 2). 
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Tableau 2: Réactifs et anticorps utilisés pour la détection des cellules tumorales dans le CCM

Réactif Références Fournisseurs Volume

Fixative Reagent 7900001 
Menarini Silicon 

Biosystems

50µL

Permeablization 
Reagent

7900001 50µL

Anticorps Fluorescence Références Fournisseurs Dilutions

CD45 PE 130-113-118 Miltenyi 1/14

CK20 FITC ab189087 Abcam 1/14

PanCK (8,18,19) FITC 130-080-101 Miltenyi 1/20

EpCAM FITC 130-080-301 Miltenyi 1/33

Neuro-Specific 

Enolase (NSE)
Alexa 647 ab199829 Abcam 1/14

Marquage : 30 minutes, température ambiante, obscurité

b) Evaluation de la sensibilité de la méthode R-D

Comme la méthode R-D utilise une méthode d’enrichissement qui n’a pas encore été validée 

cliniquement, nous avons voulu connaitre le rendement de chaque étape de notre workflow (Figure

19 A). Pour cela, nous avons réalisé des expériences de spiking : ces expériences consistent à injecter 

des cellules tumorales (ici nos lignées cellulaires) dans des échantillons sanguins de donneurs sains afin 

de mimer un prélèvement d’un patient atteint de cancer et ayant des CTC dans le sang. Pour chaque 

test, nous avons compté le nombre de cellules injectées dans 10mL d’un échantillon sanguin sain, puis 

nous avons compté le nombre de cellules retrouvées à chaque étape du processus (Figure 19 A).

1. Rendement de l’étape d’enrichissement

Pour l’étape d’enrichissement avec les RosetteSep, nous avons marqué les différentes lignées 

cellulaires à la calcéine, un marqueur fluorescent de viabilité des cellules, que nous avons mélangées 

avec du sang de donneur sain, puis nous avons testé notre capacité à enrichir les cellules tumorales 

depuis du sang total avec les RosetteSep. Nous avons testé différentes dilutions du nombre de cellules 

mélangées dans le sang de donneur sain (100, 50 et 25), puis nous avons compté le nombre de cellules 

retrouvées sur la fraction enrichies de cellules après les RosetteSep (Figure 19 A (1)). 
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Figure 19: Illustration du R-D workflow et de la combinaison CellSearch-DEPArray

Ainsi, nous avons pu noter que nous retrouvions 63% des MCCL-9, 74% des MCCL-11 et 53% des MKL-

1 après la seule étape d’enrichissement (Figure 19 A (1)). Cette différence peut s’expliquer par 

l’hétérogénéité des lignées ; en effet, il est possible que les cellules de la lignée MKL-1 expriment à leur

surface des marqueurs captés par les RosetteSep. De plus, pour que cette lignée cellulaire puisse être 

utilisée dans les expériences de tests de rendement de la méthode R-D, elle doit être dissociée avec 

une solution d’Accumax. Ce traitement peut induire une fragilisation de la lignée et donc expliquer que 

les cellules résistent moins bien que les autres lignées aux différentes centrifugations induites par 

l’enrichissement avec les RosetteSep. 
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2. Rendement de l’étape du marquage

Pour connaître le rendement de l’étape de marquage, nous avons marqué les cellules après 

l’enrichissement aux RosetteSep avec la méthode optimisée et décrite précédemment, et nous avons 

compté le nombre de cellules marquées par rapport au nombre initial pour déterminer le taux de 

marquage des cellules pour chacune des lignées (Figure 19 A (2)). Ainsi, nous avons observé que 43,6% 

des MCCL-9, 58% des MCCL-11 et 60% des MKL-1 étaient marquées. Ici encore, le rendement observé 

pour cette étape est faible. On peut une fois de plus soulever l’hypothèse de l’état des cellules. En 

effet, les lignées ont été injectées dans du sang de donneurs sains, elles ont donc été contraintes aux 

défenses immunitaires qui ont pu les endommager et ainsi, soit modifier l’expression protéique des 

cellules, soit induire une mort cellulaire lors de la perméabilisation des cellules ou lors des différents 

lavages qui suivent le marquage. 

3. Rendement global de la méthode R-D

Afin d’évaluer la sensibilité globale de notre méthode, nous avons injecté pour chacune des lignées un 

nombre connu de cellules dans les différents échantillons sanguins et noté le nombre de cellules 

retrouvées au DEPArray. Nous avons ici aussi testé différentes dilutions (100, 50 et 25) de cellules 

mélangées dans 10mL de sang afin de connaitre la valeur seuil de détection des CTCs avec notre 

méthode R-D (Figure 19 A (3)).  

Le rendement de la méthode R-D est globalement de 8,3% pour les MCCL-9, 13,3% pour les MCCL-11 

et 5,3% pour les MKL-1. Plus précisément, pour les MCCL-9 on retrouve 5,8% de cellules des 100, 8,8% 

des 50 et 10,3% des 25 cellules mélangées au sang de donneur sain. Pour les MCCL-11 22% de 100, 

10,9% de 50 et 6,2% de 25, et enfin 7,1% pour 100, 6,5% de 50 et 2,4% de 25 MKL-1 (Figure 20 A). Nous 

avons tenté d’optimiser encore le marquage ainsi que les étapes successives entre le sang total jusqu’à 

la détection au DEPArray, sans amélioration notable des rendements de récupération des cellules. Ici 

encore on peut suggérer que ce sont les nombreuses étapes induites par le R-D workflow qui sont à 

l’origine de ces taux de récupérations des cellules, avec l’ajout des cellules dans le sang, les différentes 

centrifugations pour l’enrichissement, le marquage et les centrifugations de lavage après le marquage, 

et enfin, le chargement dans la cassette DEPArray où on sait que l’on perd 1/3 de l’échantillon dans le 
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volume mort. Toutes ces étapes peuvent induire une perte de cellules et expliquer le rendement faible 

de détection des cellules au DEPArray.

Figure 20: R-D workflow : taux de récupération et illustrations des cellules spikées.

A. Nombre et pourcentage de récupération des cellules (n=3), B. Illustrations des lignées au DEPArray après enrichissement 

depuis des échantillons sanguins de donneurs sains, après marquage avec les anticorps : anti-CD45 – PE, anti-NSE – APC, anti-

EpCAM – FITC, anti-CK20 – FITC. Le DEPArray considère comme bruit de fond les intensités de fluorescence inférieures à 400.

En supplément des expériences de mime de sang de patient ayant des CTC avec les différentes 

dilutions, nous avons testé cette méthode sur différents échantillons sanguins de donneurs sains (n=3) 
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sans ajout de cellules de lignées cellulaires et aucune cellule n’a été retrouvée au DEPArray dans ces 

échantillons, validant ainsi la spécificité de notre méthode. 

De plus, nous avons pu confirmer les phénotypes des lignées déterminés lors des analyses avec le 

cytomètre en flux grâce au DEPArray avec les images de microscopie (Figure 20 B). En effet, toutes les 

lignées sont négatives pour le CD45, positives pour EpCAM et/ou CK20 et seule la lignée MKL-1 est 

négative pour la NSE. De plus, la cytokératine des lignées CCM apparait sous la forme d’un point, 

comme décrit dans la littérature pour les marquages des tumeurs CCM en ICC(Tanaka et al. 2004). La 

limite de détection du R-D workflow a été déterminée à 25 cellules par 10mL de sang car on ne détecte 

que de 1 à 3 cellules lorsque 25 cellules sont présentes dans l’échantillon sanguin. 

En conclusion, nous pouvons dire que la méthode R-D est une méthode qui permet de détecter les 

cellules tumorales du CCM à partir d’échantillons sanguins.

4. Taux de récupération des cellules avec le CellSearch

Afin de pouvoir comparer la méthode R-D avec le système CellSearch, les tests de rendement ont été 

réalisés en parallèle avec le système CellSearch (Figure 21). Le CellSearch a déjà été utilisé pour 

détecter les CTC dans le CCM dans seulement deux études (Blom et al. 2014; Riethdorf et al. 2019)

sans rechercher les rendements avec des lignées cellulaires cancéreuses. De la même façon qu’avec le 

R-D workflow, nous avons donc mélangé 100, 50 et 25 cellules dans des échantillons sanguins de 

donneurs sains. Le système CellSearch possède un quatrième canal libre pour ajouter un marqueur 

supplémentaire. Nous avons donc sélectionné un anticorps anti-PD-L1 (anti-B7H1) au vu de son 

implication dans la prise en charge des patients métastatiques CCM (Becker et al. 2017). L’expression 

de PD-L1 sur les CTC dans le quatrième canal du CellSearch avait déjà été optimisée au sein de notre 

laboratoire sur des CTC de cancer du sein métastatique (Mazel et al. 2015).
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Figure 21: CellSearch : taux de récupération et illustrations des lignées cellulaires mélangées au sang de donneur sain.

A. Nombre et pourcentage de récupération des cellules (n=3), B. Illustrations des lignées au CellSearch depuis des échantillons 

sanguins de donneurs sains. 

Globalement, on obtient 8,4% de récupération des cellules pour la lignée MCCL-9, 13,1% pour la lignée 

MCCL-11 et 7,1% pour la lignée MKL-1. Plus précisément, on récupère pour les MCCL-9 7,8%, 13% et 

4,6%, pour les MCCL-11 8,3%, 14,5% et 16,7% et pour les MKL-1 9,9%, 2,3% et 9,1% pour 100, 50 et 25 

cellules mélangées à du sang de donneur sain, respectivement (Figure 21 A). Ces résultats sont 

similaires à ceux obtenus avec le workflow R-D, et le seuil de détection est ici aussi déterminé à 25 
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cellules car on retrouve pour ce nombre de cellules mélangées dans le sang de donneur sain, 2 à 4 

cellules au CellSearch. On peut expliquer ces taux faibles par le fait que, selon les instructions du 

système CellSearch, une cellule ne peut être considérée comme CTC que si son réseau de cytokératine 

est plus large que le noyau de la cellule. Or, comme précédemment, on remarque que la cytokératine 

se présente comme un point, de façon para-nucléaire. Il est donc possible qu’une grande partie des 

cellules de lignées CCM soient manquées lors de l’analyse des résultats. Cela suggère donc une 

adaptation de la lecture des résultats du CellSearch pour le CCM afin de prendre en compte les cellules 

où la cytokératine est présente uniquement sous forme de point. Enfin, pour chacune des trois lignées 

cellulaires cancéreuses, aucune cellule ne présente de marquage PD-L1. 

En conclusion, on peut dire que les deux méthodes testées nous permettent la détection de cellules 

tumorales du CCM à partir d’échantillons sanguins. Elles présentent des résultats similaires de 

sensibilité avec des seuils ‘limites’ de détection déterminés à 25 cellules.  Cependant, le R-D permet 

de trier directement les cellules à la cellule unique dès leur détection pour l’analyse moléculaire, alors 

que le CellSearch nécessite une étape supplémentaire : la récupération des cellules une par une par 

micromanipulation ou par analyse de la casette CellSearch au DEPArray. 

En résumé, nous avons mis au point une nouvelle méthode, le R-D workflow, pour la détection des 

cellules tumorales dans le CCM, qui combine la méthode de RosetteSep, pour un enrichissement 

négatif, avec le DEPArray, pour une détection des cellules EpCAM+/CK20+/NSE+/-/CD45-. Cette 

méthode présente un rendement de recouvrement des lignées CCM identique à celui du système 

CellSearch, le Gold-Standard dans la détection des CTC dans les cancers solides. De plus, le R-D 

workflow permet de trier les cellules à un niveau de cellules uniques afin de réaliser des analyses 

moléculaires, notamment la détection du MCPyV, que nous développerons dans le chapitre III de ce 

manuscrit. 
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II. Pertinence Clinique de la détection des CTC dans le CCM

Après avoir validé la possibilité de détecter les cellules tumorales du CCM avec la méthode R-D, à partir 

d’échantillons sanguins, nous avons appliqué cette méthode à des patients atteints du CCM et suivis 

par le département de dermatologie du CHU de Montpellier. Dans une démarche d’optimisation des 

chances de détecter des CTC dans le sang, le premier patient inclus était atteint d’une tumeur avec 

métastases à distance. Nous avons ainsi pu retrouver une CTC sur le prélèvement sanguin de ce 

premier patient avec le R-D workflow (Figure 22).

Figure 22: CTC du premier prélèvement chez un patient CCM

La cellule retrouvée était positive pour les marqueurs EpCAM et CK20 (avec une intensité de 

fluorescence supérieure à 400), tout comme pour la NSE, et négative pour le CD45. Ainsi, nous avons 

pu confirmer de la faisabilité de la méthode R-D à détecter des CTC dans des CCM en conditions réelles 

avec les marqueurs déterminés grâce aux lignées cellulaires CCM. Cependant, le marqueur NSE était 

également exprimé par les leucocytes (Figure 23).



104

Figure 23: Illustrations de leucocytes au DEPArray

Cette positivité peut être liée à un manque de spécificité de l’anticorps ou à une superposition des 

fluorescences entre PE et APC. Ainsi, pour les prélèvements suivants, les réglages du DEPArray ont été 

affinés afin de limiter ce problème, car les tests en cytométrie nous ont bien montré que les leucocytes 

sont négatifs pour la NSE (Figure 17). 

Tous les patients atteints de CCM suivis par le département de dermatologie du CHU de Montpellier 

entre octobre 2017 et septembre 2020 ont ensuite été inclus de façon prospective. Pour cette étude 

nous avons ainsi pu inclure 28 patients pour un total de 51 prélèvements analysés par la méthode R-D

mise au point ainsi que par le système CellSearch (Figure 24). 

Figure 24: Illustrations de CTCs avec le DEPArray et le système CellSearch



105

A. Illustrations de CTC et leucocytes retrouvés avec le DEPArray NxT. Cette nouvelle version du DEPArray considère un 

évènement positif pour une fluorescence lorsque l’intensité de fluorescence est supérieure à 100. Dans la première partie du 

tableau, on voit des CTC seules, positives pour EpCAM, CK20 et PanCK, et négatives pour CD45. Dans la seconde partie du 

tableau, on voit des CTC accrochées à des leucocytes. Le marquage des cellules permet de bien différencier les cellules. B.

Illustrations de CTC et leucocytes retrouvés avec le système CellSearch. Les CTC seules sont bien positives pour le panel de 

cytokératines (CK-PE) et négatives pour le CD45. Dans la seconde partie du tableau, on visualise une CTC accrochée à un 

leucocyte, ici encore le marquage permet de bien différencier cellule cancéreuse de cellule sanguine. Toutes les CTC détectées 

avec le système CellSearch sont négatives pour le marqueur B7-H1 (PD-L1).

Enfin, le caractère tumoral des cellules triées avec la méthode R-D a été vérifié. Pour cela, nous avons 

amplifié le génome global des cellules et recherché des aberrations chromosomiques, (CNA – Copy 

number aberration). En effet, une cellule saine est considérée comme tel lorsque son profil CNA est 

plat, c’est-à-dire lorsqu’il y a 2 copines de gènes par cellules (pour chacun des chromosomes). A 

l’inverse, une cellule cancéreuse va présenter des anomalies du nombre de copies, notamment des 

duplications ou des délétions de portions de chromosomes. 4 cellules triées avec le DEPArray ont ainsi 

été analysées (Figure 25).
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Figure 25: Aberrations chromosomique des CTC

Les études de CNA ont permis de confirmer le caractère tumoral des cellules triées avec la méthode R-

D. En effet, les cellules des patients 13 et 25 présentent en effet des aberrations chromosomiques. Les 

deux cellules analysées du patient 13 présentent les mêmes variations de copies de gènes, à savoir 

une duplication d’une portion de chromosome dans la zone codant pour le gène IDH1, ou des délétions 

des zones codantes pour les gènes CDK6, CDH1 ou encore TP53. Le patient 25 lui présente d’autres 

variations, avec des duplications des zones codantes pour les gènes PIK3CA, MYC et GNAS, et une 

délétion pour la zone codante pour les gènes BRCA2 et RB1. On remarque que ce sont des régions qui 
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codent pour des gènes souvent impliqués dans la tumorigénèse, mais qu’il n’y a pas de zone 

modification chromosomique commune entre ces deux patients. 

Pour le patient 16, on ne voit pas de modification du profil génétique de la cellule analysée. Après 

vérification dans le panel de DEPArray, il apparait que cette cellule était CD45+, donc une cellule 

sanguine qui a été triée et analysée par CNA. On peut donc noter que les cellules sanguines ont un 

profil plat dans les analyses CNA. 

Cette analyse CNA nous a permis de confirmer la capacité de la méthode R-D à trier des cellules 

tumorales à partir d’échantillons sanguins grâce au DEPArray. De même, l’ADN amplifié de ces cellules 

uniques pourrait être utilisé pour des analyses moléculaires telles que les aberrations chromosomiques

ou la recherche de modifications géniques et/ou épigénétiques plus fines. 

1. Caractéristiques de la cohorte de patients

Cette étude a été validée par le Comité de bioéthique du CHU de Montpellier (IRB) et répertoriée sous 

le numéro : 2018_IRB_MTP_12-07. Les patients ont été inclus après signature d’un consentement 

éclairé (Annexe). Les caractéristiques cliniques des 28 patients inclus dans cette étude et ayant 

bénéficié d’une détection des CTC avec le R-D workflow et le CellSearch sont présentées dans le 

Tableau 3 ci-dessous :

Tableau 3: Caractéristiques de la cohorte des patients CCM

Caractéristique des patients Nombre (% des patients)
Patients 28

Age (années)

    Moyenne 74,5

    Intervalle 49-96

Genre

    Homme 17 (60,7)

    Femme 11(39,3)
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Stade

    I 3 (10,7)

    II 8 (28,6)

    III 9 (32,1)

    IV 8 (28,6)

Localisation de la tumeur

    Tête 12 (42,9)

    Membres Supérieurs 3 (10,7)

    Tronc 1 (3,6)

    Membres Inférieurs 9 (32,1)

    Non connue 3 (10,7)

Antécédents de cancer

    Oui 7 (25)

    Non 21 (75)

Organes avec des métastases

    <3 3 (37,5)

    >3 5 (62,5)

Nombre d'échantillon / patients               1 - 6
Temps de suivi des patients (jours)         1 - 695

L’âge moyen des patients est de 74,5 ans, avec une prédominance d’hommes (60,7%), ce qui 

correspond à l’épidémiologie globale du CCM dans le monde. Nous avons inclus peu de patients en 

stade I (10,7%), et de façon homogène des patients en stades II, III et IV (28,6 à 32,1%). Douze des 28 

patients (42,9%) présentaient une tumeur initiale localisée à l’extrémité céphalique, 3 patients (10,7%) 

sur les membres supérieurs, 1 (3,6%) sur le tronc, 9 (32,1%) sur les membres inférieurs, et 3 patients 

(10,7%) ne présentaient pas de tumeur primaire identifiable, comme cela est possible dans certains 

cas de CCM(Vandeven et al. 2018). La majorité des patients (75%) n’avaient pas d’autres antécédents 

néoplasiques. Parmi les patients en stade IV, plus de la moitié (62,5%) présentaient des métastases 

dans plus de trois organes, 5 étaient traités par immunothérapie (avelumab ou pembrolizumab) et 3 

par chimiothérapie (Etoposide / carboplatine). Pour 20 patients, un seul prélèvement a été effectué, 3 

patients ont été prélevés 2 fois, 2 patients ont eu 4 prélèvements, 1 patient 5 prélèvements, et enfin 

2 patients ont eu 6 prélèvements. Le suivi du patient dans notre étude de détection des CTC dans le 

CCM a été d’un jour (pour les prélèvements uniques) à 695 jours (pour un patient en stade IV, avec 4 

prélèvements), avec une moyenne de 87 jours de suivi. 
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Parallèlement à la détection des CTC, nous avons constitué une bio-banque de plasma à partir des 

échantillons de patients pour permettre des études rétrospectives sur d’autres biomarqueurs 

circulants (ctDNA, exosomes par exemple). 

2. Détection des CTC dans le CCM avec CellSearch et R-D workflow

Nous avons donc recherché les CTC du CCM dans 51 prélèvements (Tableau 4), par les deux méthodes 

(R-D et le système CellSearch) en parallèle pour la plupart des échantillons. Pour 5 prélèvements, le 

CellSearch n’a pas pu être effectué, pour des raisons techniques (caillot dans le prélèvement sanguin, 

abandon d’échantillon par le système). Pour 6 des échantillons, nous n’avons pas recherché les CTC 

avec la méthode R-D pour privilégier la mise en culture des cellules, et pour 2 prélèvements nous 

n’avons effectué ni le CellSearch ni le R-D workflow car ils ont été réalisés au lendemain de 

prélèvements révélant de fortes concentrations de CTC (au-dessus de 300 CTC au CellSearch) et 

uniquement dans le but de mettre ces CTC en culture in vitro (Chapitre IV. Culture in-vitro des CTC).

Dans ce tableau, le nombre de CTC retrouvée avec le système CellSearch a été normalisé par rapport 

au volume de sang analysé en raison d’un différentiel de volume initial de sang utilise pour les deux 

méthodes (7,5 ml pour le CellSearch vs 20mL de pour le R-D workflow). La normalisation s’est donc 

faite sur le volume le plus grand et arrondie au nombre entier supérieur afin d’obtenir des nombres 

entiers et comparables de CTC.

Tableau 4: Résultats de la détection des CTC chez les patients CCM

Patients Cancer stage Blood collection Date Time interval CellSearch® R-D workflow

1 I After diagnosis 8/06/18 D
0 0 0

2 I After diagnosis 12/11/18 D
0 0 1

3 I

After diagnosis 18/09/18 D
0 0 4

After diagnosis 15/01/19 D
120 0 0

After diagnosis 4/4/19 D
199 0 0

After diagnosis 4/10/19 D
382 0 4

After diagnosis 22/07/20 D
674 0 0

4 II After diagnosis 4/4/18 D
0 0 0

5 II After diagnosis 19/04/18 D
0 0 0

6 II After diagnosis 04/06/18 D
0 0 0
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7 II After diagnosis 21/06/18 D
0 0 0

8 II After diagnosis 08/10/18 D
0 0 0

9 II After diagnosis 11/12/19 D
0 0 0

10 II After diagnosis 25/2/19 D
0 0 1

11 II After diagnosis 19/7/19 D
0 0 4

12 III After diagnosis 5/03/18 D
0 3 0

13 III

After diagnosis 18/04/18 D
0 NA 17

Before chemotherapy 2/05/18 D
14 11 23

Under treatment 06/09/18 D
141 0 0

Under treatment 08/04/19 D
355 45 2

14 III
After diagnosis 18/04/18 D

0 0 0

After diagnosis 18/10/18 D
152 0 1

15 III After diagnosis 10/7/18 D
0 0 1

16 III

After diagnosis 6/08/18 D
0 0 1

Under treatment 19/07/19 D
347 0 2

Under treatment 4/06/20 D
667 471 117

Under treatment 2/07/20 D
695 2574 NA

17 III After diagnosis 30/08/18 D
0 0 0

18 III After diagnosis 9/01/19 D
0 0 5

19 III After diagnosis 4/4/19 D
0 0 5

20 III After diagnosis 4/4/19 D
0 0 7

21 IV Before chemotherapy 24/8/18 D
0 0 0

22 IV After treatment 8/9/20 D
0 0 3

23 IV
Under treatment 2/08/19 D

0 6 2

Under treatment 4/12/19 D
124 16 2

24 IV Under treatment 5/06/18 D
0 11 7

25 IV

Before chemotherapy 2/10/17 D
0 NA 0

Under treatment 19/12/17 D
78 NA 1

Under treatment 15/1/18 D
105 NA 9

Under treatment 21/02/18 D
142 996 18

Under treatment 26/02/18 D
147 858 NA

After treatment 4/4/18 D
185 892 NA

26 IV Under treatment 3/07/18 D
0 32 6

27 IV

Under treatment 9/05/19 D
0 1098 2

Under treatment 16/5/19 D
7 NA NA

Under treatment 19/7/19 D
71 7813 8

Under treatment 10/9/19 D
124 11 NA

Under treatment 18/12/19 D
223 6500 >300

Under treatment 19/12/19 D
224 NA NA

28 IV
Under treatment 4/9/20 D

0 7384 146

Under treatment 16/9/20 D
12 15808 NA

La totalité des prélèvements chez les patients en stades I et II ont été réalisés après diagnostic et en 

l’absence de traitement médical ; de façon prévisible compte tenu du stade, très peu de CTC ont été 
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retrouvées. Pour les patients au stade avancé (III et IV), les prélèvements ont été réalisés après 

diagnostic, avant, pendant ou après le traitement médical (chimiothérapie ou de l’immunothérapie). 

Des CTC ont été retrouvées avec les deux méthodes de détection ; cependant, les méthodes qui 

montraient des résultats similaires avec les lignées CCM ont cette fois détecté les CTC des patients 

CCM avec des résultats différents. En effet, on retrouve des CTC chez 18 patients (64%) avec le R-D 

workflow et seulement 9 patients (19%) avec le CellSearch, patients pour la plupart en stade IV. Plus 

précisément, chez certains patients, on retrouve des CTC uniquement avec le CellSearch (patient 12), 

inversement, chez certains patients les CTC ne sont détectées qu’avec le R-D workflow (patients 2, 3, 

10, 11, 14, 15, 18, 19, 20, 22). Afin, pour 8 patients (28%), on retrouve des CTC avec les deux méthodes 

mais dans des proportions différentes, allant jusqu’à 50 fois plus de CTC détectées avec le CellSearch 

(patient 28) par rapport à la méthode R-D. 

On peut aussi noter que 87% (7) des patients en stade IV ont des CTC avec la méthode R-D vs 75% (6) 

avec le système CellSearch. Pour les patients en stade III, 77% (7) ont des CTC avec le R-D workflow vs

33% (3) avec le CellSearch. Enfin, pour les patients en stades I et II, aucun ne présente de CTC au 

CellSearch, alors qu’on en identifie chez 36% (4) avec la méthode R-D.

On peut donc conclure que la méthode R-D et le système CellSearch semblent détecter les CTC de 

manière complémentaire. Le R-D workflow semble être plus performant chez les patients en stade 

précoce, alors que le système CellSearch n’en détecte que chez des patients en stades avancés (III et 

IV). Il est d’ailleurs possible que les sous-populations de CTC détectées par chacune des deux méthodes 

soient différentes. Ceci peut s’expliquer notamment par la méthode d’enrichissement qui diffère entre 

les méthodes, avec un enrichissement et donc une détection des cellules EpCAM+ pour le CellSearch, 

et un enrichissement négatif pour le R-D qui peut détecter des CTC EpCAM- ou EpCAMlow.

3. Détermination de la valeur seuil de détection des CTC

Un des intérêts cliniques de la détection des CTC chez les patients est de pouvoir détecter les patients 

à risque évolutif élevé (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Dans ce projet, nous avons donc c

herché à établir un seuil de détection des CTC permettant de séparer les patients en stade IV des autres 

stades (I, II, III vs IV) et donc éventuellement d’identifier des stades IV méconnus. Ce seuil pourrait en 

effet indiquer aux cliniciens une probabilité de présence de métastases à distance qui n’ont pas encore 
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été détectées par les imageries habituelles, ce qui permettrait donc d’adapter la surveillance de ces 

patients. Nous avons pour cela construit une courbe ROC (receiver operating characteristic), qui 

indique la spécificité et la sensibilité d’un test, ici un test clinique (la détection de CTC avec le R-D 

workflow et/ou le système CellSearch vs présence de métastase à distance) pour chaque point, qui

correspondent ici aux prélèvements. La courbe ROC obtenue permet ainsi de déterminer pour quel 

seuil la spécificité et la sensibilité de chacun des tests sont à leur optimum. Pour établir les courbes de 

ROC de chacune des deux méthodes, chaque prélèvement a été évalué comme un évènement 

indépendant, et ainsi les courbes ROC ont été construites avec 44 points pour la méthode R-D (Figure

26 A) et 45 points pour le CellSearch (Figure 26 B).

Figure 26: Courbe ROC du workflow R-D et du CellSearch

La courbe ROC pour le R-D workflow permet de déterminer le seuil est établi à 2 CTC pour 20mL de 

sang pour discriminer les patients non métastatiques (M0) des patients métastatiques (M1). En d’autres 

termes, les patients en dessous de ce seuil seront classés non stade IV (M0), et ceux au-dessus de ce 

seuil sont certainement en stade IV (M1), avec une sensibilité de 78% et une spécificité de 74%. Pour 

le CellSearch, le seuil de détection des CTC pour discriminer les patients M0 des patients M1 est lui aussi 

déterminé à 2 CTC pour 7,5mL de sang avec une sensibilité de 86% et une spécificité de 90%.
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Enfin, l’aire sous la courbe (AUC) des courbes ROC permet de déterminer la probabilité du test à classer 

correctement un évènement. Plus elle est proche de 1, plus la méthode va classer correctement les 

évènements. Pour la méthode R-D, l’AUC est de 0.802, une valeur assez élevée qui indique que les 

chances de se tromper dans la classification des patients sont relativement faibles ; pour le système 

CellSearch, l’AUC est de 0.935, ce qui indique qu’avec le CellSearch, la probabilité de classer 

correctement le stade clinique des patients est réellement forte.

Par ailleurs, lorsqu’on compare les deux méthodes (Figure 27), l’AUC du CellSearch est plus grande que 

celle du R-D workflow (0.935 vs 0.802), ce qui signifie que la classification M0 vs M1 avec le système

CellSearch est plus fiable que la classification avec le R-D workflow. 

Figure 27: Comparaison des courbes ROC : R-D vs CellSearch

Ces courbes ROC permettent donc de déterminer un seuil de détection des CTC à prendre en compte 

par les cliniciens pour le suivi des patients. Ainsi, si un patient présente plus de 2 CTC, que ce soit avec 
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le CellSearch, ou le R-D workflow, on peut supposer qu’il a de fortes chances d’être en stade IV, ce qui 

peut conduite le clinicien à rechercher de façon plus précise et plus rapprochée la présence de 

métastases à distance qui ne sont pas encore connues (par exemple, anticiper une imagerie par 

rapport au planning prévu, notamment pour les stades III très à risque). La détection des CTC apparait 

donc comme un outil d’affinement et d’adaptation du suivi des patients. 

A terme, le but est de valider le lien entre ce seuil de détection de 2 CTC et l’évolution métastatique, 

afin d’en faire un authentique marqueur pronostique de l’évolution de la maladie et de suivi 

personnalisé. 

4. Concordance de la détection de CTC et des paramètres cliniques chez les patients CCM

Enfin, la concordance de la détection des CTC avec les paramètres cliniques des patients a été analysée 

(Tableau 5). Nous avons ainsi déterminé la positivité d’un patient à la détection des CTC avec un seuil 

à 2 CTC et analysé. La concordance entre la détection de CTC ainsi définie et l’âge des patients, leur 

genre, le stade de leur cancer, l’état métastatique, le nombre d’organes avec plus de 3 métastases ou 

encore les antécédents de cancers de patients a été recherchée. La significativité de la concordance 

entre détection de CTC et paramètre clinique a été évaluée avec le Test de Fisher, et a été déterminée 

comme significative lorsque la p valeur était supérieure à 0,05.

Tableau 5: Caractéristiques cliniques des patients et détection des CTC

Ainsi, 13 patients sur 28 (46,4%) sont positifs à la détection de CTC (CTC+) lorsqu’on utilise la méthode 

R-D, et 8 (28,6%) le sont avec le système CellSearch. Lorsqu’on additionne les deux méthodes, ce sont 

Clinicopathological parameter p  value p  value p  value

Total patients n % n % n % n % n % n %

28 13 46,4 15 53,6 13 46,4 15 53,6 8 28,6 20 71,4

Age, years 0,128 0,128 0,677

≤75 9 32,1 5 17,9 9 32,1 5 17,9 5 17,9 9 32,1

>75 4 14,3 10 35,7 4 14,3 10 35,7 3 10,7 11 39,3

Sex 1 1 1

Men 8 28,6 9 32,1 8 28,6 9 32,1 5 17,9 12 42,9

Women 5 17,9 6 21,4 5 17,9 6 21,4 3 10,7 8 28,6

AJCC stage 0,002 0,046 0,0006

I/II 1 3,6 10 35,7 2 7,1 9 32,1 0 0,0 11 39,3

III 5 17,9 4 14,3 5 17,9 4 14,3 2 7,1 7 25,0

IV 7 25,0 1 3,6 6 21,4 2 7,1 6 21,4 2 7,1

M0/M1 0,01 0,09 0,001

M0 6 21,4 14 50,0 7 25,0 13 46,4 2 7,1 18 64,3

M1 7 25,0 1 3,6 6 21,4 2 7,1 6 21,4 2 7,1

Nbr organs with metastasis 0,375 1 1

≤3 2 7,1 1 3,6 2 7,1 1 3,6 2 7,1 1 3,6

>3 5 17,9 0 0,0 4 14,3 1 3,6 4 14,3 1 3,6

Cancers antecedents 1 0,65 0,639

Yes 3 10,7 4 14,3 3 10,7 4 14,3 1 3,6 5 17,9

No 10 35,7 11 39,3 10 35,7 6 21,4 7 25,0 15 53,6

Both methods combined R-D Workflow CellSearch® system

CTC positive ≥2 CTC negative R-D - CTC positive ≥2 R-D - CTC negative CS CTC positive ≥2 CS CTC negative
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là encore 13 patients qui sont CTC+. Pour le R-D workflow, on voit que 9 patients qui ont moins de 75 

ans sont CTC+ et 5 ont 2 CTC ou moins (CTC-), 5 patients sont CTC+ pour le CellSearch et 9 CTC-. Parmi 

les patients de plus de 75 ans, pour le R-D workflow, 4 sont CTC+ et 10 sont CTC-, pour le CellSearch 

c’est 3 patients qui sont CTC+ et 11 CTC-. Pour les deux méthodes combinées, les résultats sont les 

mêmes que pour le R-D workflow. L’âge ne semble donc pas concorder avec la détection de CTC dans 

notre cohorte. 

Concernant le genre, 8 patients CTC+ pour le R-D workflow sont des hommes, 5 sont des femmes ; 9 

CTC- sont des hommes, et 6 femmes sont CTC-. Pour le CellSearch c’est 5 hommes et 3 femmes qui 

sont CTC+ et 12 hommes et 8 femmes qui sont CTC-. Ici encore, les résultats des deux méthodes 

combinées correspondent à ceux du R-D workflow. Le genre aussi ne semble pas corrélé avec la 

détection de CTC chez les patients de cette étude. 

Concernant le stade des patients, on peut voir que pour le R-D workflow seuls 2 patients sont CTC+ en 

stades I/II, 5 en stade III et 6 en stade IV, tandis que 9 patients sont CTC- en stades I/II, 4 en stade III et 

seulement 2 en stade IV. Ici, la détection de CTC est donc significativement corrélée avec le stade des 

patients. Pour le CellSearch, aucun patient n’est CTC+ en stades I/II, 2 et 6 sont positifs en stade III et 

IV respectivement, alors que 11 sont CTC- en stades I/II, 7 en stade III et 2 seulement en stade IV. On 

remarque donc alors une association très significative entre le stade et le statut CTC avec cette 

technique (p<0,005). Enfin, quand on combine les deux méthodes, c’est-à-dire lorsqu’un patient est 

positif avec l’une ou l’autre des méthodes, on note 1 seul patient CTC+ en stades I/II, 5 patients CTC+ 

en stade III, et 7 en stade IV, à l’inverse, 10 patients en stades I/II sont CTC-, 4 en stade III et 1 seul en 

stade IV. Globalement, une corrélation significative existe entre détection des CTC et stade de la 

maladie, que ce soit pour chaque méthode individuellement, ou en combinant les deux méthodes. 

Nous avons ensuite voulu plus particulièrement évaluer le lien entre détection de CTC et statut 

métastatique à distance des patients. En effet, pour le R-D workflow, 7 patients CTC+ n’avaient pas de 

métastases à distance (M0), tandis que 6 CTC+ avaient des métastases à distances (M1) ; inversement 

13 CTC- étaient en stade M0 vs 2CTC- M1. Cependant, le test de Fisher n’a pas permis d’établir une 

corrélation significative entre détection de CTC et état métastatique des patients. Pour le CellSearch, 

2 patients M0 sont CTC+ contre 6 patients M1, et parmi les CTC- 18 sont M0 contre 2 sont M1. Ici, le 

même test montre que la détection de CTC avec le CellSearch semble corrélée avec le statut 

métastatique à distance des patients. Enfin, lorsqu’on combine les deux méthodes, 6 patients CTC+ 
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sont M0 et 7 patients CTC+ sont M1 vs 14 CTC- M0 et 1 CTC- M1. En combinant les deux méthodes, la 

détection des CTC reste corrélé avec le statut métastatique à distance. On peut donc dire que la 

détection des CTC avec les deux méthodes combinées, ainsi qu’avec le système CellSearch seul semble 

corrélée avec le statut métastatique à distance des patients de cette cohorte.

Puis, nous nous sommes intéressés au nombre d’organes sièges de métastases chez les patients M1, 

De manière homogène entre R-D workflow et CellSearch, 2 patients M1 CTC+ ont moins de 3 organes 

touchés par des métastases, 4 patients CTC+ ont plus de 3 organes atteints vs 1 patient M1 CTC- avec 

moins de 3 organes touchés et 1 patient M1 CTC- avec plus de 3 organes atteints. En combinant les 

deux méthodes, 2 patients M1 CTC+ ont moins de 3 organes atteints, 5 patients M1 CTC+ avec plus de 

3 organes atteints vs 1 patients M1 CTC- avec moins de 3 organes touchés et aucun patient M1 CTC-

avec plus de trois organes sièges de métastases. De manière générale, aucun de ces résultats de 

détection de CTC ne semble donc être significativement corrélé au nombre d’organes sièges de 

métastases, mais le faible nombre de patients en stade métastatique inclus dans notre cohorte (8) ne 

permet probablement pas une robustesse statistique permettant de conclure.

Enfin, nous avons voulu voir si des antécédents d’autres cancers chez les patients pouvaient être liés 

à la détection de CTC. Pour le R-D workflow, 3 patients CTC+ avaient des antécédents de cancer, contre 

10 qui n’en avaient pas, pour les patients CTC- 4 patients avaient des antécédents de cancer, contre 6 

qui n’en avaient pas. Pour le système CellSearch, 1 patient CTC+ présentaient des antécédents de 

cancers, contre 7 CTC+ qui n’en avaient pas. Pour les patients CTC-, c’est 5 patients qui avaient eu des 

antécédents de cancers, contre 15 qui n’ont pas eu de cancers avant le CCM. Enfin, quand on combine 

les résultats du R-D workflow et du CellSearch, 3 patients avec des CTC ont eu d’autres cancers avant, 

10 ont des CTC sans avoir eu d’autres cancers, 4 patients chez qui on ne détecte pas de CTC ont eu des 

cancers avant, et 11 n’ont pas de CTC et n’ont pas eu de cancers avant. De façon globale, on ne trouve 

pas de relation significative entre détection de CTC et antécédents d’autres cancers chez les patients 

de cette cohorte.

Enfin, nous avons voulu voir si des antécédents d’autres cancers chez les patients pouvaient être liés 

à la détection de CTC. Pour le R-D workflow, 3 patients CTC+ avaient des antécédents de cancer 

(carcinomes cutanés, myélome, mélanome, cancer du sein), contre 10 qui n’en avaient pas, pour les 

patients CTC- 4 patients avaient des antécédents de cancer (prostate, mélanome, glaucome), contre 6 

qui n’en avaient pas. Pour le système CellSearch, 1 patient CTC+ présentaient des antécédents de 
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cancers, contre 7 CTC+ qui n’en avaient pas. Pour les patients CTC-, c’est 5 patients qui avaient eu des 

antécédents de cancers, contre 15 qui n’ont pas eu de cancers avant le CCM. Enfin, quand on combine 

les résultats du R-D workflow et du CellSearch, 3 patients avec des CTC ont des antécédents 

néoplasiques, 10 ont des CTC sans avoir eu d’autres cancers, 4 patients chez qui on ne détecte pas de 

CTC ont des antécédents néoplasiques d’autre nature, et 11 n’ont pas de CTC et n’ont pas eu de cancers 

avant. De façon globale, on ne trouve pas de relation significative entre détection de CTC et 

antécédents d’autres cancers chez les patients de cette cohorte.

En conclusion, l’âge, le genre des patients, le nombre d’organes atteints par les métastases à distance 

(plus de 3 vs pas plus de 3) ou encore les antécédents néoplasiques ne semblent pas corrélés avec la 

détection de CTC dans notre cohorte de patients. En revanche la détection de CTC est significativement 

corrélée aux stades de la maladie dans cette cohorte, que ce soit avec le R-D workflow, le système 

CellSearch ou en combinant les résultats des deux méthodes. De plus, la détection des CTC est aussi

corrélée de manière significative avec le statut métastatique à distance lorsqu’on utilise le système 

CellSearch ou que l’on combine les deux méthodes. 

Cette étude préliminaire en conditions réelles chez des patients atteints de CCM établit d’une part la 

faisabilité des deux méthodes de détection des CTC dans une petite cohorte de patients, et d’autre 

part de déterminer un seuil permettant de différencier les patients métastatiques vs non-

métastatiques à distance. Nous avons ainsi pu corréler la détection de CTC chez les patients avec le 

stade de la maladie, ce qui ouvre la voie à la mise en place d’une surveillance cliniquement pertinente 

par biopsie liquide à l’avenir. Toutefois, ces résultats doivent être confirmés sur des cohortes plus 

larges, descriptives et statiques dans un premier temps, puis prospectives et suivies afin de confirmer 

le caractère authentique de ce seuil. Par ailleurs des études à plus long terme permettront de corréler 

détection de CTC et survie sans progression et globale des patients, notamment en stade III. 
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III. Détection du MCPyV dans les CTC et les cellules tumorales

issues de la biopsie tissulaire

Dans un troisième temps, nous avons voulu rechercher la présence du MCPyV dans les CTC des patients 

CCM. Ce polyomavirus présent dans 80% des cas de CCM est lié à l’oncogenèse de ce cancer sans que 

l’on connaisse les mécanismes sous-jacents. Cependant, on suppose des mécanismes biologiques 

différents entre CCM MCPyV+ et MCPyV-, car les CCM MCPyV+ semblent plus faciles à traiter que les 

MCPyV-. En effet, le taux de mutations induites par les UV est nettement supérieur dans les MCC 

MCPyV- (Goh et al. 2016) et ils semblent répondre moins bien aux immunothérapies. Nous savons que l’ADN 

de ce virus est intégré à l’ADN cellulaire lorsque les cellules sont cancéreuses. Ainsi, l’étude du statut 

viral des CTC pourrait nous permettre de mieux comprendre la cascade métastatique ou de le corréler 

avec une agressivité amoindrie du CCM. 

a) Recherche du MCPyV dans les lignées cellulaires cancéreuses de Merkel

Afin de valider la faisabilité de la détection du MCPyV sur cellule unique, nous l’avons tout d’abord 

testée sur les cellules tumorales de lignées cellulaires cancéreuses détectées et triées avec la méthode 

R-D. Pour cela, nous avons amplifié le génome global de cellules uniques (n=20) grâce au kit Ampli1

WGA (Menarini Silicon Biosystems - Figure 28: Procédure de kit WGA Ampli1) conçu pour 

l’amplification génomique après le tri au DEPArray pour permettre des analyses moléculaires de ces 

cellules. 
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Figure 28: Procédure de kit WGA Ampli1

Ce protocole d’amplification génomique WGA Ampli1, permet d’obtenir une quantité suffisante d’ADN 

à partir d’une cellule unique pour des analyses moléculaires dont le type va dépendre de la qualité de 

l’ADN obtenu lors du contrôle qualité du WGA Ampli1. Ainsi, il est possible de faire de simples PCR, 

mais si la qualité de l’échantillon le permet, il est aussi possible de faire de l’hybridation génomique

sur ces mêmes cellules uniques. Ce contrôle qualité est une PCR qui va cibler spécifiquement 4 

séquences de l’ADN amplifié sur différents chromosomes. Ces produits de PCR sont ensuite déposés 

sur un gel d’agarose à 2% afin de séparer les différents fragments (Figure 29). Le nombre de fragments 

va indiquer la qualité de l’ADN.
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Figure 29: Contrôle qualité du WGA Ampli1

A. Illustration d’un gel d’agarose avec 3 cellules du patient 27 après WGA. La première cellule présente 3 fragments, la cellule

n°2 4 fragments et enfin la cellule n°3 n’a qu’un fragment d’ADN. B. Tableaux du protocole du kit de contrôle qualité du WGA 

Ampli1. Le nombre de bande indique le type de d’analyses moléculaires possibles.

Ici on confirme qu’à partir de cellules uniques triées avec DEPArray et dont l’ADN a été amplifié par le 

WGA Ampli1, il est possible d’obtenir une qualité d’ADN suffisante pour réaliser des PCR (cellule n°3) 

et l’hybridation génomique comparative (CGH, cellule n°2). Dans ce gel d’illustration, on voit bien les 

4 bandes dans la cellule n°2 témoin d’une bonne qualité de l’ADN. La cellule n°1 possède 3 bandes, ce 

qui indique une qualité suffisante pour faire de la CGH métaphase, en revanche la cellule n°3 possède 

une seule bande, rendant uniquement possibles la PCR et le séquençage. Ces gels permettent aussi de 

savoir quels sont les échantillons vides, notamment il est possible qu’une cellule soit perdue lors de la 

réduction de volume après le tri au DEPArray et avant la congélation, ou il est possible qu’on ait trié 

des débris qui fluoresçaient de même façon que des CTC. Notre but premier ici est de rechercher la 

présence du MCPyV par qPCR. Ainsi, il suffit d’une seule bande qui apparait sur le gel d’agarose pour 

pouvoir rechercher le MCPyV dans l’ADN de l’échantillon.

La détection du MCPyV s’est d’abord faite en collaboration avec le Pr Vincent Foulongne, du 

laboratoire de virologie de l’hôpital Saint Eloi, où la qPCR s’est déroulée selon le protocole décrit par 

Bialasiewicz et al.(Bialasiewicz et al. 2009), sur LightCycler 480 en utilisant la Taq Polymérase pour 

l’amplification des cibles de PCR. Il a été possible de détecter le MCPyV sur l’ADN extrait à partir de 
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groupe de cellules ainsi que sur les cellules uniques de lignées. La technique a ensuite été transposée 

au sein de notre laboratoire, sur l’appareil PCR QuantStudio 3, en plaque 96 puits, en conservant les 

mêmes amorces ciblant l’ADN codant pour la partie VP2/3 de l’ADN du MCPyV. Cependant, la Taq 

polymérase a été modifiée, avec l’utilisation du mix FastStart PCR Master (Roche), sans que la 

détection du MCPyV soit modifiée. 

Le MCPyV a ensuite été recherché dans deux lignées cellulaires CCM, la MKL-1, positive au MCPyV et 

la MCCL-9, négative au MCPyV, sur cellules uniques ainsi que sur de l’ADNg extrait de groupes 

cellulaires à une concentration de 10 ng/µL. La recherche du MCPyV s’est faite par qPCR ciblant 

différentes régions de l’ADN viral (Matériel et méthodes). Ainsi, nous avons recherché le MCPyV en 

ciblant la partie de l’ADN viral codant pour les protéines virales VP2/3, mais aussi en ciblant d’autres 

régions du génome viral du MCPyV (Feng et al. Science. 2008

Figure 2) : la partie c-terminale du gène codant pour le LT du MCPyV (Tableau 6), ainsi qu’une partie 

du gène codant pour le sT (Tableau 7).

Tableau 6: Détection du MCPyV - Comparaison des cibles VP2/3 et Lt dans les lignées MKL-1 et MCCL-9

Echantillon Cible Ct Echantillon Cible Ct

MKL-1 1 VP2/3 22,45 MCCL-9 1 VP2/3 No Amp

MKL-1 2 VP2/3 22,78 MCCL-9 2 VP2/3 No Amp

MKL-1 3 VP2/3 24,49 MCCL-9 3 VP2/3 No Amp

ADN MKL-1 VP2/3 21,34 ADN MCCL-9 VP2/3 No Amp

MKL-1 1 LT No Amp MCCL-9 1 LT No Amp

MKL-1 2 LT No Amp MCCL-9 2 LT No Amp

MKL-1 3 LT No Amp MCCL-9 3 LT No Amp

ADN MKL-1 LT 23,69 ADN MCCL-9 LT No Amp

MKL-1/MCCL-9 x : cellule unique ; ADN MKL-1/MCCL-9 : ADN extrait d’un pool de cellules MKL-1 (10ng/µL) ; Ct : Cycle seuil 

de qPCR où l’ADN est détecté ; No Amp : pas d’amplification

Tableau 7: Détection du MCPyV - Comparaison des cibles VP2/3 et sT dans les lignées MKL-1 et MCCL-9

Echantillon Cible Ct Echantillon Cible Ct

MKL-1 1 VP2/3 22,34 MCCL-9 1 VP2/3 No Amp
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MKL-1 2 VP2/3 21,89 MCCL-9 2 VP2/3 No Amp
MKL-1 3 VP2/3 22,00 MCCL-9 3 VP2/3 No Amp
ADN MKL-1 VP2/3 23,22 ADN MCCL-9 VP2/3 No Amp
MKL-1 1 sT 24,65 MCCL-9 1 sT 25,11
MKL-1 2 sT 25,18 MCCL-9 2 sT No Amp
MKL-1 3 sT 25,33 MCCL-9 3 sT No Amp
ADN MKL-1 sT 28,70 ADN MCCL-9 sT No Amp

MKL-1/MCCL-9 x : cellule unique ; ADN MKL-1/MCCL-9 : ADN extrait d’un pool de cellules MKL-1 (10ng/µL) ; Ct : Cycle seuil 

de qPCR où l’ADN est détecté ; No Amp : pas d’amplification

Dans la lignée MKL-1, la cible VP2/3 permet de détecter le MCPyV dans des cellules uniques ou dans 

l’ADNg d’extrait cellulaire à environs 22 Ct, c’est-à-dire que l’ADN viral est rapidement détecté dans 

les cycles de qPCR. Il n’y a pas de différence notable entre le seuil de détection du MCPyV sur cellule 

unique ou sur ADNg, indiquant que l’amplification génomique totale avec le WGA Ampli1 suffit pour 

la détection du MCPyV. Sur la lignée MCCL-9, la cible VP2/3 ne détecte pas d’ADN viral, que ce soit sur 

cellule unique ou sur l’ADNg, ce qui correspond avec la description de la lignée comme étant MCPyV-

(Fischer et al. 2010).

Concernant l’utilisation de la cible LT (Tableau 6), on remarque qu’il est possible de détecter le MCPyV 

dans l’ADNg à 10ng/µL des MKL-1 ; en revanche, on ne le détecte pas dans les cellules uniques. Cette 

cible n’est donc pas assez sensible pour notre étude qui porte sur l’étude moléculaire des cellules 

uniques. Ce manque de sensibilité peut s’expliquer par le faite que le MCPyV subit une perte de 

matériel génétique sur la partie codant pour le LT lors de son intégration dans le génome cellulaire, on 

peut donc suggérer que si cette perte est trop importante, elle peut induire un raccourcissement de la 

partie ciblée par ces amorces et donc on ne peut pas détecter le MCPyV à la cellule unique, alors que 

sur le groupe cellulaire, comme la perte n’est pas la même sur toutes les cellules, il est possible de 

détecter le MCPyV avec la globalité des cellules.

Enfin, la détection du MCPyV avec la cible sT détecte bien le virus dans les ADNg à 10ng/µL comme 

dans les cellules uniques dans la lignée MKL-1 (Tableau 7). Cependant, cette cible très courte (70pb) 

détecte le MCPyV dans près de 20% des cellules uniques de MCCL-9 qui ont été testées, mais pas dans 

les ADNg de la lignée. Ainsi, on ne sait pas si cette détection du MCPyV dans la lignée considérée 
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comme négative est dû à la présence d’une sous-population de MCCL-9 qui serait positive, ou s’il s’agit 

d’un problème de spécificité de la détection dû à la courte séquence ciblée par les amorces. 

Ces résultats montrent qu’il est possible de détecter le MCPyV sur des cellules uniques et que la cible 

VP2/3 est celle qui permet de détecter au mieux le MCPyV dans les cellules uniques des lignées CCM. 

En effet, la cible LT manque de sensibilité dans la détection du MCPyV tandis que la cible sT semble 

manquer de spécificité. Ainsi, la cible MCPyV VP2/3 a été retenue comme étant la plus adaptée à la 

détection du MCPyV dans les cellules uniques. 

b) Recherche du MCPyV dans les CTC de patients

Une fois la validité du test prouvée sur les cellules des lignées CCM, nous avons voulu rechercher le 

MCPyV dans les CTC des patients suivis dans notre étude. Lorsque des CTC ont été retrouvées à partir 

de prélèvements de patients, elles ont été triées à un niveau de cellule unique grâce au DEPArray puis 

conservées à -80°C jusqu’aux analyses moléculaires. Pour les cellules détectées avec le système 

CellSearch, la cassette a été analysée avec le DEPArray, induisant une perte des CTC détectées 

d’environs 2/3 du nombre initialement détecté avec le CellSearch mais permettant un tri automatisé. 

Une fois l’ADN amplifié par WGA Ampli1, le MCPyV a été recherché dans la quasi-totalité des CTC triées 

à partir des échantillons de patients grâce à une qPCR ciblant la zone VP2/3 du génome viral. En effet, 

pour chaque prélèvement, un maximum de cellules a été trié mais lorsque le nombre de CTC dans un 

échantillon était élevé, le MCPyV n’a été recherché que dans une vingtaine de cellules (1-20), afin de 

diminuer les coûts tout en conservant un nombre de CTC assez grand pour être représentatif de 

l’échantillon. Ainsi nous avons recherché le MCPyV dans les CTC de 15 patients (Figure 30).
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Figure 30: Détection du MCPyV dans les CTC de patients

Les cellules de 15 patients ont été analysées, sur 18 présentant des CTC dans leurs différents 

prélèvements. En effet, comme mentionné précédemment, sur certains échantillons les cellules ont 

pu être perdues lors des différentes étapes après le DEPArray ou l’ADN obtenu après amplification ne 

présentait pas une qualité suffisante pour l’analyse moléculaire, c’est le cas du patient 12 où seulement 

3 cellules a été retrouvée au CellSearch, une seule a été retrouvée au DEPArray à partir de la cassette 

de CellSearch, et aucun ADN n’a été détecté lors du contrôle qualité de WGA Ampli1. Pour les patients 

22 et 28, les prélèvements ont été reçus très récemment et les analyses moléculaires n’ont pas pu être 

réalisées à temps et doivent se poursuivre.

Pour contrôler l’efficacité de notre méthode, nous avons choisi de rechercher la présence du MCPyV 

dans 20 cellules uniques isolées des lignées MKL-1 et MCCL-9. La totalité des cellules analysées de la 

lignée MLK-1 se sont révélées être positives pour le MCPyV (Figure 30), en revanche, environs 5% des 

cellules MCCL-9 ont été positives à la détection du MCPyV, suggérant un manque de spécificité de la 

méthode, ou soulevant la question d’une hétérogénéité au sein même de la lignée cellulaire, avec une 

sous-population minoritaire positive pour le MCPyV qui n’apparait pas lorsqu’on étudie le statut viral 

global sur un groupe de cellules. 
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Dans les CTC de 8 patients, le MCPyV n’est pas retrouvé (patients 10, 11, 12, 14, 15, 19, 20 et 26). Pour 

les patients 16 et 27, 5% de leurs CTC sont positives au MCPyV, mais ce taux est similaire à celui 

retrouvé pour les MCCL-9 et remet donc en question la spécificité de ces résultats. Pour le patient 23 

on retrouve 16% de CTC positives au MCPyV, et 25% pour le patient 25. Pour les patients 3, 18, 24, on 

retrouve 40% des CTC MCPyV+. Le patient 13, lui, a 60% de ses CTC qui sont MCPyV+.

La recherche du MCPyV dans l’ADN des CTC analysées de 15 patients CCM révèle donc une 

hétérogénéité du statut viral au sein des CTC d’un même patient. La question de l’origine de cette 

hétérogénéité se pose, représentative d’une hétérogénéité du statut viral au sein même de la tumeur 

d’origine, ou bien liée à une perte de l’ADN viral lorsque les cellules tumorales quittent la tumeur

primaire.

c) Recherche du MCPyV dans les cellules tumorales de biopsies tissulaires

Pour répondre à cette question, le statut viral des cellules des tumeurs des patients suivis dans cette 

étude a été recherché. Pour chaque patient où des CTC ont été retrouvées avec l’une des deux 

méthodes de détection, les biopsies solides ont été collectées auprès des laboratoires 

d’anatomopathologie correspondants, sous la forme de copeaux des tumeurs fixées au formaldéhyde 

et inclues dans la paraffine (FFPE - Formalin Fixed Paraffin Embedded). 

1. Statut viral global des tissus tumoraux

Dans un premier temps, des copeaux tumoraux fins (5µm d’épaisseur) des 8 premiers patients positifs 

pour la détection des CTC ont été utilisés. L’ADN global a été extrait grâce au kit QIAamp® DNA FPPE 

Tissue KIT (QIAGEN) sur lequel la présence du MCPyV a été recherchée avec la même méthode que 

pour les CTC (Tableau 8). 
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Tableau 8: Statut viral des tumeurs et métastases

Patient - Tissu Statut viral

6 - Tumeur -

12 - Tumeur +

13 - Tumeur +

15 - Tumeur +

16 - Tumeur +

24 - Ponction tissulaire +

25 - Métastase 1 +

25 - Métastase 2 -

26 - Tumeur +

Tumeur : tumeur primaire de CCM, Ponction tissulaire : ponction réalisée au site tumoral primaire

Parmi les 9 tissus analysés, 2 provenaient de sites métastatiques d’un même patient (patient 25). Sur 

ces 9 tissus, 7 se sont révélés positifs à la détection du MCPyV de manière homogène (cycles de qPCR 

de détection du signal similaires). Les deux tissus négatifs, la tumeur du patient 6 et une métastase du 

patient 25, avaient été décrits lors de la réception comme étant des échantillons de moindre qualité. 

Ces résultats négatifs sont donc peut-être dus à la qualité de l’échantillon et non à une absence du 

MCPyV dans ces échantillons. 

Hormis deux échantillons dont le résultat négatif peut être discuté, tous les tissus se sont révélés 

positifs au MCPyV. Le statut viral global des tissus ne permet donc pas d’établir un lien avec le 

pourcentage de CTC positives au MCPyV. 

2. Statut viral des cellules uniques tumorales issues de biopsies tissulaires

Pour déterminer l’origine de cette hétérogénéité du statut viral au sein des CTC d’un même patient, 

nous avons ensuite voulu analyser le statut viral de la tumeur à l’échelle de cellules individuelles afin 

de visualiser une potentielle corrélation entre leur statut viral et celui des CTC. Pour cela, des coupes 

des tissus FFPE des tumeurs des patients ayant des CTC ont de nouveau été réceptionnées sous la 

forme cette fois-ci de 5 copeaux de 30µm d’épaisseur. Ainsi, nous avons reçu les pièces opératoires de 

10 patients (patients 3, 12, 13, 15, 16, 19, 24, 25, 26, 27). Puis les tumeurs ont pu être dissociées en 
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utilisant le kit FFPE SamplePrep (Menarini Silicon Biosystems), qui permet aussi de marquer les cellules 

avec des anticorps permettant de différencier les cellules tumorales des cellules stromales (Figure 31). 

Une fois les cellules marquées, elles ont été analysées avec le DEPArray Nxt et les cellules tumorales 

ont été triées sous la forme de cellules uniques. 

Figure 31: Dissociation et tri des cellules de tumeur

1. La dissociation de la tumeur nécessite de déparaffiner le copeau tumoral, le réhydrater, puis dissocier le tissu par action 

enzymatique. On obtient ainsi une suspension cellulaire des cellules de la tumeur, à savoir un mélange entre cellules tumorales 

et cellules stromales. 2. La seconde étape consiste à marquer les cellules en suspension, pour cela on utilise des anticorps 

primaires anti-cytokératine et anti-vimentine incubés 30min à 4°C, puis des anticorps secondaires et du DAPI 30min à 4°C à 

l’obscurité. Les cellules marquées sont ensuite comptées. 3. Jusqu’à 12 000 cellules sont chargées dans la cassette du DEPArray

Nxt. Ce nombre a été déterminé afin de ne pas surcharger la cassette et bloquer les cages, ce qui gênerait l’établissement des 

chemins des cellules jusqu’au point de tri. 4. Un minimum de 20 et un maximum de 40 cellules tumorales uniques sont ensuite 

triées, en plus d’une dizaine de groupes de cellules tumorales de 2 à 10 cellules par tube.

De la même façon que pour les CTC, un maximum de cellules tumorales ont été triées individuellement 

ou sous forme de groupe de cellules, puis conservées à -80°C jusqu’aux analyses moléculaires. 

Cependant, nous avons choisi de rechercher le MCPyV dans un maximum de 20 cellules uniques 

tumorales, afin d’être représentatif de la tumeur tout en limitant les coûts liés à cette analyse (WGA 

Ampli1, QC Ampli1, qPCR). 
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Ainsi, la présence du MCPyV dans 20 cellules provenant des tumeurs de 10 patients a été recherchée

(Figure 32). Pour les patients 25 et 19, deux pièces opératoires ont pu être analysées, pour le patient 

25 ce sont deux métastases, et pour le patient 19 la tumeur primaire ainsi qu’un ganglion métastatique. 

Le patient 25, dont une des deux pièces analysées avaient été décrite comme de mauvaise qualité, 

présentait des pourcentages différents de présence du MCPyV entre les deux pièces analysées, avec 

28% des cellules tumorales positives dans la première pièce analysée, et seulement 5% des cellules 

tumorales MCPyV+ dans la pièce de qualité moindre. Compte tenu de la qualité du second tissu, il est 

impossible de conclure sur la différence du pourcentage de cellules possédant le MCPyV. En revanche, 

pour le patient 19, la tumeur primaire présentait 43% des cellules MCPyV+ contre seulement 21% 

MPCyV+ des cellules tumorales du ganglion proximal, suggérant une sélection des cellules tumorales 

MCPyV- qui se détachent de la tumeur pour aller former les métastases, ou une perte du virus lors du 

processus métastatique. 

Figure 32: Pourcentage de cellules tumorales MCPyV+

Les pourcentages de cellules MCPyV+ ont été combinés ici pour les tissus des patients 25 et 19.

Les patients 24 et 3 ne semblent pas posséder de MCPyV dans leurs cellules de tumeur. Pour le patient

15, on retrouve 10% des cellules MCPyV+, environs 20% (17%, 22% et 16% respectivement) pour les 

patients 25, 26, 27, 26% pour le patient 16, 37% et 33% respectivement pour les patients 12 et 19, et 

près de 55% pour le patient 13. Globalement, seuls deux patients sur 10 n’ont pas de MCPyV et aucun 
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n’a 100% des cellules MCPyV+. Il ne semble pas y avoir de corrélation entre le pourcentage de cellules 

tumorales MCPyV+ et le stade de cancer. De même ni l’âge, ni le sexe ne semble être corrélé avec le 

statut viral des cellules tumorales. 

Le pourcentage de cellules de tumeurs MCPyV+ a ensuite été comparé au pourcentage de CTC MCPyV+

(Figure 33). 

Figure 33: Comparaison des status viraux des CTC vs cellules tumorales

CTC : Cellules tumorales circulantes. CT : Cellule de tumeur. 

Les patients 24 et 3 ont des CTC MCPyV+ mais ne présentent pas de virus dans les cellules de la tumeur. 

Pour les patients 26, 12, 15 et 19, à l’inverse, ce sont les cellules de la tumeur qui possèdent le MCPyV 

mais on n’en détecte pas dans les CTC, cependant il est important de noter que moins de 5 CTC ont 

été récupérées pour chacun de ces patients (4 CTC pour le patient 26, 1 CTC pour les patients 12 et 15 

et 5 CTC pour le patient 19). Pour les patients 27 et 16, on détecte 4 à 5 fois plus de MCPyV dans les 

cellules de la tumeur que dans les CTC, respectivement. Enfin, pour les patients 25 et 13, on retrouve 

un pourcentage de cellules MCPyV+ similaire entre CTC et cellules tumorales. 

Ces résultats semblent mettre en évidence une hétérogénéité du statut viral des cellules au sein de la 

tumeur. Pour la première fois, le statut viral des cellules de tumeur CCM a été recherché à la cellule 

unique. L’analyse d’échantillons FFPE grâce au nouveau DEPArray Nxt n’en est qu’à ses débuts et on 

ne compte pour l’heure que 7 publications utilisant cette technologie(Micalizzi, Maheswaran, and 

Haber 2017), principalement pour du séquençage et la détection de mutations. 
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Le MCPyV, présent dans 80% des CCM, ne semble cependant pas être un virus qui infecte la globalité 

du tissu tumoral, mais il apparait plutôt comme un polyomavirus présent de manière hétérogène dans 

les cellules de la tumeur. De la même manière, lorsqu’on recherche le MCPyV dans les CTC d’un même 

patient, à un niveau de cellule unique, il semble là aussi être présent de façon hétérogène, sans que 

l’on ait pu corréler le pourcentage de cellules MCPyV+ dans la tumeur avec celui des CTC. Ces résultats 

supposent donc que les cellules qui se détachent de la tumeur le font de manière sporadique, ainsi il 

n’existe pas de pression de sélection sur les cellules qui vont entrer dans la circulation sanguine et qui 

vont pouvoir aller former des métastases. En revanche, il serait intéressant de pouvoir élargir ses 

analyses à un nombre plus grand de patients où l’on pourrait récupérer les tumeurs primaires ainsi 

que les métastases et rechercher le MCPyV dans ces différents tissus à l’échelle de cellules uniques, 

tout en le comparant au statut des CTC. Ce travail permettrait de confirmer, ou d’infirmer les résultats 

observés chez le patient 19, à savoir, ce patient en stade III semble avoir une présence plus forte de 

cellules infectées par le MCPyV dans la tumeur primaire que dans le ganglion métastasé. Cette 

observation pourrait mettre en évidence une tendance à former des métastases avec une présence 

limitée du MCPyV dans le CCM, ou peut être suggérer une capacité plus forte des CTC MCPyV- à former

des métastases. Les analyses des statuts viraux des cellules tumorales du CCM peuvent donc nous 

apporter encore beaucoup d’informations sur le fonctionnement de ce cancer et l’implication du 

MCPyV. 
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IV. Culture in-vitro des CTC issues de patients CCM

Dans un dernier temps, nous avons tenté de mettre en culture in-vitro des CTC isolées à partir de sang 

de patients CCM. La culture de CTC et leur pérennisation permettent d’étendre les possibilités 

d’études, notamment fonctionnelles. En effet, l’établissement d’une lignée CTC fournit le matériel 

biologique nécessaire à l’étude du génome, de l’exome ou du protéome des cellules, mais aussi la 

réponse à des traitements et les mécanismes qui y sont impliqués. Les études fonctionnelles 

permettent notamment de comprendre la biologie des cellules initiatrices de tumeur, de détecter de 

nouveaux biomarqueurs et la compréhension des mécanismes de ces cellules pourrait apporter un 

grand intérêt dans ce cancer très agressif où le risque à former des métastases est très élevé.

L’établissement de lignées CTC in-vitro a déjà été réalisée au sein de notre laboratoire, à partir de CTC 

de patients atteints de cancer colorectal métastatique (Cayrefourcq et al. 2015). Les cellules ont été 

mises en culture à partir cellules enrichies avec la méthode des RosetteSep, puis cultivées dans du 

milieu µMet complet (supplémenté en EGF et FGF) +2% de SVF, en plaque 24 puits non-adhérente. 

Cependant, cette étude qui a inclus 168 patients ayant un cancer du côlon métastatique a permis 

d’obtenir des lignées CTC immortalisées à partir des CTC d’un seul patient. Ce très faible taux de 

réussite révèle la difficulté à établir ces lignées à partir de CTC cultivée in-vitro. Le premier prélèvement 

à avoir permis d’établir une lignée présentait 516 CTC au CellSearch, et la lignée a été nommée CTC-

MCC-41 (MCC : metastatic colon cancer). 

Pour notre étude, nous avons tenté à plusieurs reprises la mise en culture in-vitro de CTC, pour les 

patients en stades métastatiques présentant, de la même façon que pour les patients atteints de 

cancer colorectal, plus de 300 CTC au CellSearch. Les prélèvements ont été réalisés lors du suivi clinique 

des patients, avant les nouvelles lignes de traitements. Ainsi, nous avons réalisé le premier essai avec 

un patient en stade métastatique présentant 330 CTC au CellSearch (patient 25). Cette mise en culture 

a été réalisée dans les mêmes conditions que lors de l’établissement de la lignée CTC-MCC-41 (Figure

34).
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Figure 34: Mise en culture des CTC - Patient 25

Cette culture a été conservée durant 45 jours. L’état des cellules dans les puits se dégradant au fur et 

à mesure de la culture, nous avons décidé de les récupérer à un niveau de cellule unique, une à une à 

la main, puis nous avons amplifié leur transcriptome (WTA Ampli1), et recherché des marqueurs 

cancéreux et des gènes de ménages grâce à une RT-qPCR. Cependant, aucun signal PCR n’a pu être 

détecté depuis ces échantillons. Il est possible ce que nous ayons cru être des cellules soit des débris 

résiduels après RosetteSep, ou encore que les cellules étaient en trop mauvais état pour permettre 

des analyses moléculaires.

Pour le second essai de mise en culture de CTC du CCM, nous avons conservé les mêmes conditions 

(µMet complet + 2% de SVF), cette fois avec un prélèvement du patient 27, présentant 422 CTC au 

CellSearch. Après 30 jours en culture, il ne semblait pas y avoir de cellule dans les puits de la plaque, 

et nous avons décidé de stopper cet essai. 

Pour le troisième essai, toujours provenant de prélèvement du patient 27, mais qui présentait cette 

fois-ci 2500 cellules au CellSearch, nous avons voulu tester différentes conditions de mise en culture 

(Figure 35).
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Figure 35: Culture in-vitro des CTC du patient 27

Etant donné le nombre élevé de cellules retrouvées au CellSearch, nous avons supposé qu’un grand 

nombre de CTC serait enrichi par les RosetteSep, et avons donc choisi de diviser cette fraction enrichie 

en différentes conditions de culture, afin de trouver celles qui permettrait l’établissement d’une lignée. 

Ces cultures ont été mises en conditions d’hypoxie (2% O2, 5% CO2, 5% N2). La condition µMet complet 

+2% SVF a été conservée. Pour les autres conditions, nous avons pris en compte que deux des trois 

lignées cellulaires CCM présentes au laboratoire sont cultivées sur une monocouche de fibroblastes

mitomycinés (vivants mais dont la multiplication a été inhibée, avec une durée de vie de 4 semaines),

soulevant l’hypothèse de la nécessité pour les CTC d’avoir une matrice sur laquelle s’accrocher pour 

se multiplier. Ainsi, pour la seconde condition, une fine couche de matrigel (gel qui mime une matrice 

basale) a été coulée dans les fonds des puits de la plaque, et du matrigel a été dilué dans le milieu 

µMet complet afin de créer une accroche pour les CTC. Dans une troisième condition de culture, le 

même processus de tapissage de matrigel a été utilisé, mais cette fois dans du milieu E8, un milieu 

spécialement conçu pour la culture cellulaire de cellules souches, dans l’idée de stimuler la croissance 

des CTC par les facteurs de croissance des cellules souches. 



134

Les plaques avec le matrigel (µMet et E8) ne présentaient pas de cellules après 71 et 49 jours 

respectivement, nous avons donc stoppé la culture. Le matrigel devait donner une accroche aux 

cellules pour qu’elles puissent survivre et proliférer, tout en évitant les contaminations cellulaires que 

pourraient apporter une co-culture avec des fibroblastes. Malheureusement, il semble que le matrigel 

n’ai pas permis aux CTC du patient 27 de pousser, et ce quelque que soit le milieu de culture utilisé. En 

revanche, dans les conditions µMet seul, des amas de cellules ont été observés après plusieurs 

semaines de culture en conditions d’hypoxie (Figure 36). 

Figure 36: Illustrations de cellules en culture in-vitro du patient 27

Parmi les cellules observées dans cette plaque, cet amas a été repéré à J+39, mais à J+49 les cellules 

semblaient noircies, peut-être en voie de mort cellulaire. Cette plaque de culture a donc été transférée

dans une plaque possédant une monocouche de fibroblastes mitomycinés (Figure 36, J+50), dans le 

but de fournir aux cellules les facteurs sécrétés par les fibroblastes dont elles pourraient avoir besoin 

pour proliférer. Bien que cet amas ait ensuite semblé se désagréger (Figure 36, J+53), une poursuite 

de la culture de la plaque a été tentée en transférant les cellules sur des nouveaux fibroblastes 

mitomycinés toutes les 4 semaines. Malheureusement, après 88 jours en culture, la plaque a été 

contaminée et donc perdue. 

Pour le quatrième essai, les cellules provenant d’un prélèvement du patient 16, qui présentait 990 CTC 

au CellSearch, ont été mises en culture (Figure 37) toujours en condition d’hypoxie. 
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Figure 37: Culture in-vitro des CTC du patient 16

Cette fois-ci, les CTC ont été mises en culture directement sur une monocouche de fibroblastes 

mitomycinés, dans du milieu µMet complet + 2% de SVF, et transférées sur de nouveaux fibroblastes 

toutes les trois semaines. La croissance de petites cellules circulaires dans différents puits de la plaque 

a ainsi pu être observée (Figure 38).

Figure 38: Illustrations de cellules en culture in-vitro du patient 16

Ces cellules, petites et rondes, se sont multipliées de façon intense durant environ 2 mois. La 

croissance s’est ensuite ralentie. Le transfert régulier des cellules sur de nouveaux fibroblastes a 

probablement dilué le nombre de cellules à chaque transfert. En effet, il est difficile de récupérer la 

totalité des cellules en culture sans transférer les fibroblastes mitomycinés de la plaque précédente. 



136

Nous avons donc essayé de transférer le maximum de cellules sans perturber la monocouche de 

fibroblastes mais cette perte de cellules à chaque transfert a probablement entrainé le ralentissement 

de la croissance cellulaire. 

Afin de connaitre la nature de ces cellules, les cellules d’un puits de la plaque ont ensuite été 

récupérées et marquées avec différents anticorps dirigés des marqueurs de CTC (EpCAM), de 

fibroblastes (Vimentine), ou de cellules sanguines (CD45) ainsi que le marqueur nucléaire DAPI (Figure

39).  

Figure 39: Marquage immunologique de PBMC, lignée CTC-MCC-41 et patient 16

Marquage avec les réactifs Beckman & Coulter, DAPI, CD56- APC, Vimentine-PE, CD45- FITC. 

Les PBMC, ainsi que des cellules issues de la lignée CTC-MCC-41, établie à partir de CTC de côlon, ont 

été utilisées comme témoins. Les cellules provenant d’un prélèvement du patient 16 se sont avérées 

négatives pour le marqueur épithélial (EpCAM), en revanche, elles semblaient être positives pour le 

marqueur de cellules sanguines (CD45). L’hypothèse de l’état des cellules a alors été soulevée. En effet,

comme ces cellules étaient en culture depuis longtemps au moment de marquage (J+68), et qu’elles 

n’étaient plus en phase de croissance, elles pouvaient avoir subi des modifications impliquant une 

diminution de l’expression de marqueurs épithéliaux. La culture de ces cellules a été poursuivie, tandis 

que certaines cellules ont été récupérées manuellement à la cellule unique dans le but de faire des 

analyses moléculaires plus précises notamment pour connaitre marqueurs exprimés ou encore leur

profil d’aberrations chromosomiques.  
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Enfin, un cinquième prélèvement a été mis en culture in-vitro pour la croissance de CTC, depuis un 

nouveau patient (28), qui présentaient 6080 CTC au CellSearch (Figure 40). 

Figure 40: Culture in-vitro des CTC du patient 28

Ces cellules ont été mises en culture dans les mêmes conditions que celles du prélèvement précédant, 

c’est-à-dire sur monocouche de fibroblastes mitomycinés, dans du milieu µMet complet + 2% de SVF, 

en conditions d’hypoxie. De la même façon, des petites cellules circulaires se sont multipliées dans les 

puits de culture dès les premiers jours (Figure 41).  
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Figure 41: Illustrations de cellules en culture in-vitro du patient 28

Les cellules observées ont commencé à se multiplier rapidement, avant même que les globules rouges 

soient morts (Figure 41, J+13). Les cellules de ce prélèvement présentaient un phénotype fortement 

similaire à celui observé pour les cellules du le prélèvement du patient 16, suggérant une même nature. 

Ces cellules, plus nombreuses, et en culture depuis moins de temps, ont été marquées avec des 

anticorps dirigés contre EpCAM, CD45 et du DAPI (Figure 42).

Figure 42: Marquage immunologique des cellules du patient 28

Marquage avec les réactifs et les anticorps CellSearch : DAPI, CD45 - APC. Et anticorps EpCAM – FITC (Milteniy)
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Cette fois encore, les cellules en culture n’expriment pas de marqueurs épithéliaux, et l’expression de 

CD45 est clairement visible. 

Pour confirmer l’hypothèse selon laquelle les cellules en culture provenant des prélèvements de 

patients CCM sont des cellules sanguines, des prélèvements de patients sains ont été analysés de la 

même manière que pour les prélèvements de patients CCM, avec l’enrichissement avec les RosetteSep 

et la mise en culture sur une monocouche de fibroblastes mitomycinés. Après 15 jours en culture, des 

cellules semblables à celles observées dans les prélèvements de patients CCM ont été photographiés

dans les puits depuis les prélèvements de donneurs sains (Figure 43). 

Figure 43: Illustrations de cellules en culture in-vitro de sang de donneur sain

Ces cellules ont ensuite été marquées de la même façon que les cellules obtenues depuis les 

prélèvements de patients CCM avec des anticorps dirigés contre des marqueurs épithéliaux (EpCAM), 

de cellule sanguine (CD45) et marqueur nucléaire (DAPI) (Figure 44).
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Figure 44: Marquage immunologique des cellules de patient sain

Marquage avec les réactifs et les anticorps CellSearch : DAPI, CD45 - APC. Et anticorps EpCAM – FITC (Milteniy)

Les cellules sont négatives pour le marqueur EpCAM, mais clairement positives pour le CD45. Le 

marquage de ces cellules issues d’un prélèvement de patient sain révèle le même marquage que les 

cellules issues des derniers prélèvements de patients CCM, à savoir la présence d’antigènes de cellules 

sanguines et l’absence d’antigènes de cellules épithéliales. 

Nous avons donc conclu que les cellules en culture étaient certainement des cellules sanguines dont 

la croissance avait été stimulée par une concentration trop forte en facteurs de croissance : les facteurs 

sécrétés par les fibroblastes en plus des facteurs ajoutés dans le milieu de culture (EGF et FGF). 

L’expansion de ces cellules sanguines a pu être délétère pour les CTC qui ont fini par mourir. 

Malgré différents essais de mise en culture des CTC provenant de patients CCM soldés par des échecs, 

ces résultats orientent vers de nouveaux tests de culture. On peut notamment suggérer de tenter la 

culture des CTC sans ajouter les facteurs EGF et FGF dans le milieu µMet, ainsi, seuls les facteurs 

sécrétés par les fibroblastes seraient disponibles. La diminution de la concentration de facteurs de 

croissance pourrait être délétère pour les cellules sanguines, ne laissant que les cellules tumorales en 

culture. Une autre hypothèse d’amélioration de ces cultures est de se questionner sur la nécessité de 

changer de plaque de culture pour avoir de nouveaux fibroblastes tous les mois. En effet, les CTC ont 

besoin notamment de facteurs de croissance sécrétés par les fibroblastes pour se multiplier, on peut 
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alors imaginer les mettre en culture avec le surnageant de culture des fibroblastes, ainsi les facteurs 

de croissance seraient disponibles pour la croissance des CTC sans les fibroblastes, ce qui éviterait aussi 

les contaminations cellulaires lors des analyses immunologiques ou moléculaires des CTC. De plus, lors 

de l’établissement des lignées côlon, les fibroblastes n’ont pas été nécessaires à la croissance des CTC. 

Ce travail préliminaire, bien qu’il n’ait pas permis d’établir des lignées CTC CCM, aura permis de tester 

différentes conditions de culture, notamment les conditions en hypoxie qui semblent plus propices au 

développement cellulaire qu’en normoxie. De nouveaux tests pourront être faits en s’appuyant sur les 

résultats obtenus lors de ces essais. 
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Discussion et

Conclusion
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Ce travail, portant sur l’identification et l’analyse des CTC dans le CCM, nous aura permis de développer 

une nouvelle méthode de détection des CTC dans cette tumeur primitivement cutanée rare mais 

agressive. Cette méthode, la R-D, s’est révélée complémentaire du CellSearch, le Gold-Standard en 

matière de détection des CTC dans plusieurs tumeurs malignes solides. Nous avons ainsi pu rechercher 

les CTC dans les prélèvements sanguins de 28 patients atteints de CCM et suivis au CHU de Montpellier. 

Cette étude nous a permis de corréler le nombre de CTC avec le stade tumoral clinique des patients. 

De plus, il a été possible de trier ces CTC sous forme de cellules uniques. Ainsi, le MCPyV, un virus 

présent dans 80% des cas de CCM, a pu être recherché dans les CTC ainsi que dans un certain nombre 

de cellules tumorales uniques isolées de tumeurs primaires ou secondaires. Ces analyses ont révélé 

une hétérogénéité du statut viral au sein d’un même patient, dans les cellules de la tumeur comme 

dans les CTC. Enfin, un dernier objectif de cette thèse a été de tester la mise en culture de CTC du CCM, 

sans que l’on ait pu identifier pour l’instant les conditions adéquates pour l’établissement d’une lignée 

depuis les CTC enrichies à partir d’un prélèvement sanguin. 

La biologie des CTC du CCM est pour l’heure très peu étudiée avec seulement 2 études publiées avant 

le début de ce projet(Blom et al. 2014),(Gaiser et al. 2015), se basant respectivement sur la détection 

des CTC avec le système CellSearch (qui enrichie les cellules EpCAM+) et le système Maintrac, et une 

étude publiée en 2019(Riethdorf et al. 2019), qui se base elle aussi sur la détection des CTC avec le 

système CellSearch. Ces études ont corrélé la détection des CTC avec la survie et la prédiction de la 

réponse aux traitements, l’évolution de la maladie ou encore l’agressivité du CCM, 

respectivement(Boyer, Cayrefourcq, Dereure, et al. 2020). Pour avancer dans la connaissance des 

caractéristiques des CTC dans le CCM, nous avons pu développer une méthode se basant sur un 

enrichissement négatif et une détection immunologique afin de limiter au maximum la perte cellulaire 

lors de l’étape d’enrichissement. Pour cela, nous avons déterminé le phénotype des CTC du CCM grâce 

à différentes lignées cellulaires CCM, en combinant des marqueurs fréquemment utilisés pour la 

détection de CTC (EpCAM, PanCK) ainsi que des marqueurs spécifiques du CCM (CK20, NSE). 

L’enrichissement négatif a été effectué grâce à la méthode des RosetteSep combiné à l’utilisation d’un 

appareil de pointe tel que le DEPArray pour la détection. Le DEPArray aura aussi permis de trier les CTC 

de façon individuelle, afin de pouvoir rechercher la présence du MCPyV dans chaque CTC isolée. Cette 

méthode développée par nos soins (méthode R-D) a été comparée avec le système CellSearch 

concernant l’efficacité de détection des CTC du CCM, le système CellSearch étant actuellement le seul 
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système approuvé par la FDA pour la recherche de CTC dans trois tumeurs solides métastatiques (sein, 

colon et prostate). Pour la première fois, les rendements de détection pour chacune de ces deux 

méthodes ont pu être mesurés et comparés, révélant des taux similaires de récupération sur des 

lignées cellulaires de CCM. 

Nous avons ensuite inclus des patients atteints de CCM, d’abord en stade métastatique puis de tout 

stade (28 patients en tout), pour recherche de CTC en conditions réelles sur des prélèvements sanguins 

ponctuels ou successifs, en utilisant en parallèle la méthode R-D et le système CellSearch. Sur les trois 

ans de ce projet, un total de 51 échantillons ont été analysés. Ces analyses ont révélé une 

complémentarité entre les méthodes de détection, contrairement aux résultats des lignées cellulaires 

de CCM. En effet, les CTC ne sont pas détectées de façon similaire ou cohérente par ces deux méthodes 

avec parfois détection de CTC par la seule la méthode R-D ou un ratio élevé entre quantités détectées. 

De manière globale, la méthode R-D semble détecter les CTC chez des patients en stades précoces, 

tandis que le système CellSearch détecterait plutôt les CTC chez des patients en stades avancés. Ces 

différences peuvent s’expliquer notamment par la méthode d’enrichissement des CTC, avec un 

enrichissement positif pour le CellSearch et négatif pour la méthode R-D. Il est donc possible que ces 

deux méthodes détectent des sous-populations différentes de CTC, et leur complémentarité permet 

d’augmenter les capacités de détection des CTC en les couplant. 

De même, nous avons voulu corréler la détection de CTC chez les patients avec leurs caractéristiques 

cliniques. Dans un premier article sur les 19 premiers patients inclus dans cette étude(Boyer, 

Cayrefourcq, Garima, et al. 2020), la détection des CTC a été corrélée avec les stades localisés (M0) et 

métastatique à distance (M1), ainsi qu’avec le nombre d’organes atteints par des métastases, cette 

dernière corrélation non confirmée sur un plus grand nombre de patients. En revanche, une corrélation 

entre présence de CTC avec les 2 méthodes de détection (indépendamment ou combinées) et le stade 

métastatique à distance a été identifiée ainsi qu’un lien entre leur détection par CellSearch ou par les 

deux méthodes et le stade des patients. L’âge, le genre, le nombre d’organes siège de métastases ainsi 

que les antécédents d’autres néoplasies ne sont pas corrélés avec la détection de CTC. 

Enfin, la construction de courbes ROC a permis de tester la sensibilité et la spécificité de chacun de ces 

tests vis à vis de la présence de métastases à distance et de déterminer des seuils de détection pour 

différencier les patients M0 des patients M1. Ainsi, un seuil de 2 CTC a été déterminé pour chacune des 

méthodes, avec une spécificité de 74% et une sensibilité de 78% pour la méthode R-D, et une spécificité 
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de 90% et une sensibilité de 86% pour le système CellSearch. Ces résultats indiquent que la 

classification des patients en M0/M1 avec un seuil à 2 CTC est robuste. Ces seuils pourront être ensuite 

testés dans des cohortes multicentriques plus larges et pour des patients dont le stade clinique de 

cancer n’est pas connu à l’avance pour valider leur pertinence clinique. Si ces seuils sont confirmés, ils 

pourraient être utilisés pour le suivi des patients afin de moduler la fréquence et les modalités de ce 

suivi. La détection des CTC pourrait également, à terme, être utilisée comme un biomarqueur 

pronostique intervenant dans une décision de traitement adjuvant par exemple par immunothérapie. 

Ce travail sur la détection des CTC dans ce cancer apporte donc des bases pour réaliser les toutes 

premières études portant sur l’intérêt de la biopsie liquide dans le CCM. 

En parallèle, nous avons voulu déterminer le statut viral des CTC de nos patients afin d’identifier une 

possible corrélation entre la présence du MCPyV dans les CTC et l’agressivité de la tumeur et entre les 

statuts viraux tissulaires et des CTC. Pour cela, nous avons optimisé la détection du MCPyV sur cellule 

unique après amplification du génome total cellulaire grâce aux lignées cellulaires. Nous avons ensuite 

recherché le MCPyV dans les CTC après tri des cellules grâce au DEPArray, directement avec la méthode 

R-D ou en analysant la cassette CellSearch. Nous avons ainsi pu constater que le virus n’était pas 

présent de manière homogène dans les CTC. En effet, la présence du MCPyV était identifiée dans 0 à 

60% des CTC d’un même patient, sans corrélation avec le stade tumoral. Ces résultats sont 

actuellement en cours de rédaction sous forme d’un article scientifique.

Afin de connaitre l’origine de cette curieuse hétérogénéité du statut viral, les biopsies tissulaires des 

mêmes patients ont été analysées à l’échelle de la cellule unique vis à vis de la présence du MCPyV, 

sous la forme d’un travail pionnier. Là encore, nous avons pu constater que le virus était présent de 

façon hétérogène, donnée non connue à ce jour. Le stade tumoral, l’âge ou le genre des patients ne 

semblaient pas être corrélés avec le pourcentage de cellules MPCyV+. Par ailleurs, il n’y avait pas de 

corrélation évidente entre les pourcentages de cellules MCPyV+ présentes dans la tumeur et de CTC 

MCPyV+ chez un même patient. Ces résultats suggèrent que le virus infecte les cellules de la tumeur 

de façon hétérogène et qu’il n’existe pas de pression de sélection sur les cellules sources des 

métastases à distance. Chez un patient il semble exister un pourcentage plus faible de cellules MCPyV+

au sein d’une métastase comparée à la tumeur primaire ce qui pourrait laisser supposer que les cellules 

sources de métastases sont majoritairement MCPyV-, et que ces cellules auraient une agressivité plus 

forte. Cependant, ces conclusions sont préliminaires et restent à confirmer. A terme, ces résultats 
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pourraient apporter des importantes informations sur le potentiel initiateur de métastases des cellules 

MCPyV-. 

Enfin, un dernier axe de ce projet de recherche a été d’identifier les conditions idéales de la mise en 

culture in vitro des CTC dans le CCM. En effet, la compréhension des mécanismes de la dissémination 

métastatique serait particulièrement intéressante dans cette tumeur où le risque métastatique est très 

élevé. Pour cela, obtenir des lignées de CTC serait un atout essentiel car il fournirait le matériel 

nécessaire pour la compréhension des mécanismes notamment fonctionnels des CTC. En effet, la 

présence de CTC est un évènement particulièrement rare dans le sang, et leur étude est donc limitée. 

Malgré différentes conditions testées au laboratoire, les conditions idéales pour la croissance des CTC 

n’ont pas encore été identifiées. Cependant, de nombreuses possibilités restent à tester, notamment 

mise en culture en présence de facteurs de croissance synthétisés par des fibroblastes, dans des 

conditions similaires à celles des lignées CCM. 

Ce travail de thèse nous aura donc permis de développer et confirmer la validité de la méthode R-D. 

De plus, les rendements du CellSearch dans le CCM ont pour la première fois été testés et comparés à 

ceux de notre méthode. Cette étude aura également permis de corréler la présence de CTC avec le 

stade tumoral des patients CCM. De plus vastes études cliniques permettant la constitution de 

cohortes plus grandes pourront s’appuyer sur nos résultats afin notamment d’utiliser les CTC comme 

marqueur pronostique dans cette tumeur où une prise en charge précoce est essentielle. La 

compréhension des mécanismes de dissémination métastatique du CCM reste pour l’heure toujours 

un défi, mais ce travail aura apporté des éléments intéressant notamment la mise en évidence de 

l’hétérogénéité virale tumorale comme à l’échelle des CTC, ce qui pourrait apporter des informations 

sur un éventuel profil métastatique particulier des cellules non infectées. Ce travail aura donc permis 

d’ouvrir de nouvelles perspectives pour comprendre et prendre en charge le Carcinome à cellules de 

Merkel. 
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Inclusion des patients

Les patients inclus dans cette étude sont tous suivis au département de dermatologie du CHU de 

Montpellier. Après lecture et signature du consentement éclairé (cf. Annexe), les échantillons de sang 

sont collectés. Toutes les expériences sont faites en accord avec les règles et instructions approuvées 

par le Comité de Bioéthique « IRB » du CHU de Montpellier (N° 2018_IRB_MTP_12-07). Les 

échantillons de 28 patients suivis au CHU de Montpellier ont été collectés entre Octobre 2017 et Août 

2020. Les échantillons sont collectés dans des tubes Cell-Free DNA BCT (Streck) et les tubes CellSave® 

(Menarini Silicon Biosystems) et traités dans les 24 heures après le prélèvement sanguin, pour les 

méthodes R-D et CellSearch®. Au total, 51 échantillons ont été analysés. 

Les échantillons sanguins utilisés pour les tests, la mise au point des méthodes ainsi que les 

échantillons ayant servis comme contrôle de donneurs sains ont été fournis par l’Établissement 

Français du Sang.

Cultures cellulaires

La lignée cellulaire MKL-1 (09111801, Public Health England), est dérivée de site métastatique 

(ganglion) d’un patient atteint du Carcinome à Cellule de Merkel (CCM). Cette lignée est cultivée en 

conditions non-adhérentes, en suspension dans du milieu RPMI 1640 supplémenté en L-glutamine à 

5mM et 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF). Elle est caractérisée comme étant positive à la présence 

du polyomavirus de Merkel. Les MKL-1 se multiplient en formant des amas, semblables à des lambeaux 

de peau. La dissociation des MKL-1 nécessite un traitement enzymatique avec de l’Accumax (Réf 00-

4666-56, eBioscience) incubé 5 minutes à 37°C. 

Les lignées MCCL-9 et MCCL-11 sont dérivées de métastases de patients atteints du CCM(Fischer et al. 

2010), elles se cultivent sur une monocouche de cellules nourricières : les fibroblastes F255, dans du 

milieu RPMI 1640 supplémenté avec 5mM de L-Glutamine, 5mM de Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) 

et 10% de SVF. Ces lignées nous ont été gracieusement données par le Prof. Brandner (University 

Medical Center, Hamburg, Allemagne). La lignée MCCL-9 est caractérisée comme étant négative pour 

le MCPyV, la lignée MCCL-11 est, elle, caractérisée comme étant positive pour le MCPyV.
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La lignée F255 est une lignée primaire de fibroblastes humains. La culture de ces cellules ne dépasse 

pas le 12ème passage pour conserver le caractère primaire de la lignée. Cette lignée est cultivée en 

conditions adhérentes, dans du milieu RPMI 1640 supplémenté de 5mM de L-glutamine et 10% de SVF. 

Une fois à 80% de confluence dans la flasque de culture, les fibroblastes sont traités avec 8ug/mL de 

Mytomycin C (M4287-5X2MG, Sigma), pendant 4 à 5 heures pour stopper la prolifération cellulaire. 

Une fois traités les F255 peuvent être utilisés comme couche nourricières pour les lignées MCCL-9 et 

MCCL-11. 

Les 4 lignées cellulaires citées ci-dessus sont cultivées dans des incubateurs en normoxie (~20% O2), à 

37°C, 5% CO2.

Les tests de mise en culture des CTC ont été réalisés dans du milieu µMet, ainsi que dans du milieu E8 

(ref A1517001, Gibco), spécifique pour la croissance cellulaire des cellules souches pluripotentes. Dans 

certaines conditions de culture nous avons utilisé du matrigel (ref 354234, Corning), qui mime la 

matrice extracellulaire nécessaire à la croissance des cellules. 

Marquage des cellules par anticorps immuno-fluorescents

Les premiers tests sur les lignées cellulaires sont réalisés sur des suspensions de 200uL pour environs 

100 000 cellules. Chaque anticorps a d’abord été testé individuellement sur chacune des lignées. Pour 

les marqueurs de surface, l’anticorps est incubé directement dans la suspension cellulaire pendant 30 

minutes, à température ambiante, à l’obscurité. Pour les anticorps intracellulaires, les cellules sont 

fixées et perméabilisées en même temps que l’incubation de l’anticorps avec les réactifs du kit 

CellSearch®® (réf: 7900001 – Menarini Silicon Biosystems) : 50uL de réactif de fixation et 50uL de 

réactif de perméabilisation, pendant 30 minutes, à l’obscurité, à température ambiante. Une fois les 

anticorps testés individuellement et sélectionnés, le cocktail d’anticorps choisis a été testé sur 200uL 

de suspension cellulaire, sur chacune des lignées, comme précédemment, afin de valider les 

marquages et de s’assurer qu’il n’y a pas de problèmes de gêne stérique entre les différents anticorps 

choisis. 

La liste des anticorps testés, leur référence et leur concentration se trouvent dans le tableau suivant : 
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Anticorps Fluorochrome Références Fournisseur Dilutions

Chromogranin A FITC FCMAB329F Millipore 1/20

CD24 PE 130-095-953 Miltenyi 1/50

CD44 FITC J.173 Bekman Coulter 1/20

CD45 PE 130-113-118 Miltenyi 1/14

CD56 APC 130-113-867 Miltenyi 1/20

CK19 FITC 61029 Progen 1/50

CK20 FITC ab189087 Abcam 1/14

PanCK (8, 18, 19) FITC 130-080-101 Miltenyi 1/20

EpCAM FITC 130-080-301 Miltenyi 1/33

Neuro-Specific Enolase (NSE) Alexa 647 ab199829 Abcam 1/14

Synaptophysin Alexa 647 bs-0121R-AF647 Bioss 1/100

Vimentin PE 562337 BD Bioscience 1/50

Pour les CTC isolées de patients, le nombre de cellules varie en fonction du prélèvement, dans une 

suspension cellulaire ~200uL. Les cellules sont marquées de la même manière que pour les lignées 

cellulaires, avec le cocktail d’anticorps choisis après les tests sur les lignées. La fixation et 

perméabilisation s’est faite avec les réactifs du kit CellSearch® (réf: 7900001 – Menarini Silicon 

Biosystems), 50uL de réactif de fixation et 50uL de réactif de perméabilisation. Les anticorps sont 

incubés en même temps que les réactifs de fixation et perméabilisation, pendant 30 minutes, à 

l’obscurité, à température ambiante. 

Cytométrie en flux

L’analyse au cytomètre en flux a permis de déterminer chaque anticorps individuellement, sur chacune 

des lignées du carcinome de Merkel testées (MCCL-9, MCCL-11 et MKL-1), ainsi que le cocktail 

d’anticorps. Après avoir marqués les échantillons comme décrit précédemment (cf. Marquage des 

cellules par anticorps immuno-fluorescents), ils ont été traités avec le CyAn™ ADP Analyzer (Beckman 

Coulter) et les résultats ont été analysés avec le logiciel Kaluza (Beckman Coulter). Chacune des lignées 

est testée de manière individuelle, avec un échantillon non-marqué servant de contrôle négatif pour 

chaque marqueur fluorescent testé. 
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Immunocytochimie

Les échantillons analysés en cytométrie en flux ont ensuite été monté sur lame de verre. Pour cela, 

200uL de chaque échantillon a été déposé dans les portoirs de lames du cytospin : les cytofunnels 

(ThermoScientific, A78710003), et les lames ont été centrifugées 10 min à 450 G au Cytospin 4 

Centrifugeuse (ThermoFisher). Après centrifugation, du « Prolong Gold anti-fade with Dapi » 

(Invitrogen, Réf : P36962) a été ajouté avant de positionner la lamelle. Ces lames ont été analysées 

au microscope inversé Axio Observer 7 (Zeiss).

Détection des CTC par le système CellSearch®

Le CellSearch®® est une méthode de détection des cellules tumorales circulantes approuvée par la 

Food-Drug Administration (FDA) aux États-Unis, pour les cancers métastatiques du sein, du colon et de 

la prostate. Cette technologie est basée sur un enrichissement des cellules EpCAM-positive par 

immuno-magnétisme. Concrètement, 7.5mL de sang total + 6.5mL de tampon CellSearch® sont 

chargés dans le CellTack Autoprep CellSearch®® System. Dans cette étude, le kit IVD CTC a été utilisé 

(7900001 – Menarini Silicon Biosystems), des anticorps anti-EpCAM couplés à des billes magnétiques 

sont ajoutés au sang total, puis par un système d’aimant, les anticorps sont récupérés. Cette fraction

enrichie de cellules EpCAM+ est ensuite marquée avec un cocktail d’anticorps anti-CK19 (couplé PE), 

anti-CD45 (couplé APC) et DAPI, et l’échantillon est injecté dans la cassette CellSearch®® dans un 

MagNest (Adapté de Van Dalum et al. EJIFCC. 2012

Figure 45). 
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Adapté de Van Dalum et al. EJIFCC. 2012

Figure 45: Enrichissement et marquage des CTC avec le système CellSearch

Dans cette étude, on a choisi d’ajouter dans le quatrième canal de fluorescence (FITC), un anticorps 

B7H1/PD-L1 (Cat N°FAB1561P, R&D system) pour caractériser l’expression de PD-L1 par les CTC. La 

cassette est scannée dans le CellTracks® Analyseur II pour chacune des fluorescences. Le logiciel 

sélectionne ensuite les évènements CK19+ et CD45-, puis une relecture doit être faite de manière 

manuelle pour valider les évènements qui sont des CTC (Adapté de Marchetti et al. PLoS ONE. 2014

Figure 46). 
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Adapté de Marchetti et al. PLoS ONE. 2014

Figure 46: Illustration de l'affichage du CellTrack Analyseur II

Enrichissement des CTC par la méthode RosetteSep™

La technique RosetteSep™ (Stemcell Technologies) est une méthode d’enrichissement négatif des 

CTC. Cette technologie consiste à former un réseau de cellules sanguines grâce à un cocktail 

d’anticorps dirigé contre les marqueurs sanguins : CD2, CD16, CD19, CD36, CD38, CD45, Cd66b et 

glycophorine A (https://odont.info/facultad-de-ciencias-veterinarias-y-ambientales.html?page=3

Figure 47). 
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https://odont.info/facultad-de-ciencias-veterinarias-y-ambientales.html?page=3

Figure 47: RosetteSep

Ce cocktail d’anticorps est incubé directement dans le sang total frais, avec 50uL de RosetteSep™/mL 

de sang, pendant minimum 20 minutes. Après incubation, le sang et les Rosette formées sont déposés 

sur un milieu de densité (Ficoll, Eurobio, CMSMSL01-01) puis centrifuger 20 minutes à 1 200g, sans 

accélération ni frein. On obtient donc plusieurs couches : le réseau de cellules sanguines qui a 

sédimenté dans le fond du tube, et les cellules d’intérêt ainsi que le plasma à la surface du milieu de 

densité. On peut donc récupérer facilement les cellules d’intérêt enrichies. 
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Le système de tri à la cellule unique DEPArray™

Le DEPArray est un système innovant qui permet de trier les cellules avec un fort niveau de pureté, 

puisqu’on peut trier à la cellule unique. Ce système combine la micro-fluidique et la diélectrophorèse 

dans une cassette constituée de 30 000 cages dans lequel l’échantillon est chargé( Figure 48). Ces cages 

diélectrophorétiques (DEP) capturent les cellules par affinité de charge, elles sont donc immobiles. Un 

microscope fluorescent scanne ensuite la totalité de la cassette avec 4 canaux de fluorescence (DAPI, 

FITC, APC, PE) et en lumière blanche. Le logiciel du DEPArray constitue alors des panels avec tous les 

évènements qu’il a détectés. L’utilisateur choisi, basé sur leur phénotype (fluorescence, forme, taille, 

etc.) les évènements qu’il considère comme étant des cellules d’intérêt. Ces cellules sont ensuite 

déplacées dans une zone de parking. Le mouvement des cellules s’effectue par inversion des charges 

dans les cages DEP, ainsi les cellules suivent les charges négatives et se déplacent donc de cage en cage 

jusqu’au parking. Une fois rangée, on peut choisir comment trier les cellules : de manière pure à la 

cellule unique, ou en groupe, ainsi que le support dans lequel on veut les récupérer : tube, plaque, etc. 

On sait ainsi quelle cellule est dans quel tube avec son identifiant et l’image correspondante. Le 

DEPArray permet de travailler avec des cellules vivantes ou fixées, depuis une fraction enrichie de 

cellules, ou même depuis des cellules de coupes FFPE après dissociation. Les cellules vivantes restent 

viables pour des analyses biologiques après tri, tout comme les cellules fixées peuvent être analysées 

pour des analyses moléculaires par exemple. 
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http:// http://www.siliconbiosystems.com/

Figure 48: DEPArray
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Amplification du génome total des cellules uniques

L’amplification du génome total des cellules uniques, provenant des lignées cellulaires après 

micromanipulation ou isolation au DEPArray™, ou des CTC après DEPArray™, a été réalisée à l’aide du 

kit Ampli1™ WGA kit (Menarini Silicon Biosystem). Ce kit a été spécialement conçu par Menarini Silicon 

Biosystem pour amplifier l’ADN d’une cellule unique après le tri au DEPArray™. Il est fait de quatre 

étapes principales : la lyse de la cellule, la fragmentation de l’ADN (digestion par enzyme de 

restriction), la ligation d’amorce à chaque extrémité des fragments d’ADN, et enfin l’amplification des 

fragments par PCR (Figure 49). 

http:// http://www.siliconbiosystems.com/

Figure 49: Amplification du génome total (WGA)

Cette procédure est un protocole sur un jour. Une fois l’ADN total de la cellule amplifié, il a été stocké 

à -20°C avant de procéder au contrôle qualité du WGA.

Le contrôle qualité du WGA consiste en une PCR qui amplifie 4 fragments spécifiques de l’ADN total 

de la cellule. Les produits PCR sont ensuite déposés sur gel d’agarose. Après optimisation du protocole, 

les gels ont été faits à 2% d’agarose. Les produits PCR (10uL) ont été mixés avec 3uL d’EZ-Vision One 

Dye (VWR), et 7.6uL DNA-ladder 1000pb (New England BioLabs) mixé avec 3uL d’EZ-Vision One Dye. 

La migration s’est faite à 135 Volts pendant environ 25 minutes. Une fois les échantillons migrés, le gel 

a été photographié avec l’imageur Universal Hood II (BioRad), grâce au logiciel ChemiDoc XRS. 

Le kit Ampli1 existe aussi pour l’amplification transcriptomique totale (WTA Ampli1, réf : WT001, 

Menarini Silicon Biosystem), qui permet d’analyser les ARN à partir d’une cellule unique viable. Ce kit 

a lui aussi été développé spécialement pour les cellules triées avec le DEPArray™.  
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Détection du virus MCPyV dans les cellules tumorales

Le MCPyV a été recherché dans les lignées cellulaires, sur ADN extrait de pool cellulaire, mais aussi sur 

des cellules uniques, tout comme dans les CTC isolés de patients, les ADN extrait des tumeurs, et les 

cellules tumorales isolées depuis les coupes FFPE des tumeurs de patients. La détection du MCPyV 

s’est faite par qPCR, utilisant la Taq Polymérase (Ref : 4710452001, Roche/SigmaAldrich). La qPCR a 

été réalisée sur l’appareil Quant Studio™ 3 (Thermo Fisher). Les programmes ont été déterminés et 

les résultats analysés avec le logiciel Quant Studio™ Design & Analysis Software v.1.4.2. 

Le programme de qPCR est : 50°C – 2 min

           95°C – 10 min

95°C – 15 sec

60°C – 10 sec

Un échantillon est considéré comme étant positif au MCPyV lorsqu’un signal sort avant le 40ème cycle. 

Les plusieurs cibles du MCPyV qi ont été testées sont listées dans le tableau ci-après :

Tableau 9: Cibles du MCPyV

Zone cible 

du MCPyV
Amorce Sens Amorce anti-sens Sonde Réf

VP2/3
5ʹ-GGCAGCATCCCGGCTTA-

3ʹ

5ʹ-

CCAAAAAGAAAAGCATCAT

CCA-3ʹ

5ʹ-FAM-

ATACATTGCCTTTTGGGTGT

TTT-BHQ1-3ʹ

(Bi

ala

sie

wic

z 

et 

al. 

20

09)

x40
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LT C-ter
5’-AGATGGTGCTGTAGCTG-

3’

5’-

AGGGAATCTCTTAGATTTGC

C-3’

5’-6-FAM-

TTTCCTCCTTGTATTGTTACT

GCTAATGATTATTT-BBQ-3’

(Sc

hm

itt 

et 

al. 

20

12)

sT CCCTTTGGAGCAAATTCCA
CTGACCTCATCAAACATAGA

GAA

CAAAATATCCACAAGCTCA

GAAGTGA

(Ar

via 

et 

al. 

20

17)

5uL d’échantillon ont été utilisés pour la détection du MCPyV. Pour les contrôles positifs sur ADN 

extrait de cellules, ainsi que sur les ADN de tumeurs, la concentration en ADN était de l’ordre de 

40µg/mL. Pour la détection sur les CTC après amplification de l’ADN total, la concentration n’est pas 

connue.

Détection des aberrations génomiques 

Les aberrations chromosomiques de certaines CTC après le R-D workflow ont été analysées pour 

confirmer le caractère cancéreux des cellules triées avec cette méthode. Pour cela, les cellules ont été 

envoyées à Menarini Silicon Biosystems où ils ont utilisé le kit Ampli1 LowPass kit for Illumina platforms 

(Menarini Silicon Biosystems). Ce kit est utilisé sur des cellules uniques dont l’ADN a été amplifié par 

WGA Ampli1 pour préparer des librairies pour le séquençage du génome total. Les fichiers FASTQ 

obtenus sont alignés sur la séquence humaine de référence hg19 en utilisant l’aligneur Burrows-

Wheeler, version 0.7.12 (BWA)(Li and Durbin 2009). Les aberrations de copies sont identifiées en 

utilisant le logiciel Control-FREEC (Version 11.0)(Boeva et al. 2012).  Les niveaux de ploïdies ont été 

directement identifié par Menarini Silicon Biosystems pour chaque librairie, basée sur la meilleure 

correspondance des profils de nombre de copies des échantillons par rapport au nombre de base de 

copies.
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Dissociation de coupes fixées au formol et inclus dans la paraffine (FFPE)

Les coupes FFPE ont été récupérées auprès des différents laboratoires conservant les tumeurs et 

métastases des patients inclus dans ce projet. Deux types des coupes ont été récupérées : des copeaux 

de 5µm d’épaisseur pour l’extraction d’ADN et des copeaux de 40µm d’épaisseur pour la dissociation 

des coupes et le tri des cellules tumorales au DEPArray™. Pour chacune des épaisseurs il a fallu 

réhydrater les tissus, suivant des protocoles différents. 

Sur les copeaux de 5µm d’épaisseur, le kit QIAamp® DNA FPPE Tissue KIT (56404 – Qiagen) est utilisé 

en suivant le protocole (Figure 50). En résumé, la paraffine est dissociée par des bains de xylène, puis 

les coupes sont réhydratées par des bains d’éthanol puis d’eau. Une fois les coupes réhydratées, les 

cellules sont lysées et l’ADN peut être extrait. A la fin de l’extraction, l’ADN est quantifié grâce au 

NanoDrop One (ThermoFisher). 

http:// http://www.siliconbiosystems.com/

Figure 50: Protocole de DEPArray pour analyse d'échantillons FFPE

Pour les copeaux de 40µm d’épaisseur, la dissociation de la paraffine et la réhydratation des tissus est 

faite en suivant le protocole DEPArray™ FFPE SamplePrep Kit (K10021 – Menarini Silicon Biosystems), 

qui consiste lui aussi en des bains successifs de xylène et d’éthanol. Une fois les coupes réhydratées, 

la tumeur est dissociée, puis les cellules sont marquées avec les anticorps suivant :

Tableau 10: Marquage pour le protocole DEPArray FFPE

Anticorps primaires Incubation

Anti-Cytokeratin A 30min, 4°C
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Anti-Cytokeratin B

Anti-Vimentin

Anticorps secondaires Incubation

Secondary Ab-Alexa Fluor 488

30min, 4°C, obscuritéSecondary Ab-Alexa Fluor 647

DAPI nuclear stain

Après avoir été marquées, les cellules sont marquées dans la cassette de DEPArray pour être 

sélectionnée en fonction de leur statut stromal ou cancéreux. 

Extraction d’ADN 

L’extraction d’ADN est faite sur des pools de 100 000 cellules grâce au kit QIAamp DNA micro kit (56304

- Qiagen). Brièvement, les cellules sont lysées puis l’ADN est enrichi par différentes phases d’élution. 

Une fois l’ADN extrait, il est dosé avec le NanoDrop One (ThermoFisher) avant d’être stocké à -20°C. 

Analyses statistiques

1. Courbe ROC

La détermination des seuils de détection pour chacune des deux méthodes a été faite grâce à 

l’élaboration de courbes ROC (receiver operating characteristic, Figure 51). La courbe ROC permet 

d’évaluer les performances diagnostiques d’un test. Sous forme de graphique, elle représente la 

relation entre spécificité et sensibilité, et permet de déterminer un seuil pour lequel elles sont à leur

maximum(Delacour et al. 2005). Ces courbes ont été construites avec les résultats de détection des 

CTC dans la cohorte des patients, en prenant chaque échantillon en compte individuellement, chaque 

point correspond à un échantillon, avec une relation spécificité/sensibilité pour chaque point. 
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Figure 51: Courbe ROC

Chaque point du test est représenté par un cercle noir. La courbe de ROC relie tous les points obtenus 

avec le test. Le seuil optimum du test, à savoir le point où spécificité et sensibilité sont égales à 1, est 

le point se rapprochant le plus du coin supérieur gauche.

L’aire sous la courbe (AUC) reflète les performances diagnostiques du test. Elle permet de déterminer 

la probabilité du test à classer correctement un évènement. Plus elle est proche de 1, plus la méthode 

va classer correctement les évènements. Un test est inutile si la courbe formée par ses différents points 

suit la diagonale grise, et si l’AUC (zone rayée blanc et gris) est égale à 0.5. Un test est parfait si la 

courbe formée par les différents points suit la courbe rouge et si son AUC (zone rouge + zone rayée 

blanc et gris) est égale à 1. 

2. Test de Fisher

La corrélation entre la détection des CTC et les caractéristiques physiopathologiques des patients est 

faite grâce au test statistique de Fisher. Les résultats sont considérés comme significatifs lorsque la p 

valeur est inférieure ou égale à 0.05 (p≤0.05). L’âge, le sexe, le stade tumoral du cancer, la 
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présence/absence de métastases à distance, le nombre d’organes avec des métastases ainsi que les 

antécédents d’autres cancers sont comparés avec détection des CTC par l’une ou l’autre des méthodes 

de manière individuelle, ou par combinaison des résultats des deux méthodes. 
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ANNEXES
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Article: Circulating Tumor Cell Detection and Polyomavirus Status in Merkel Cell Carcinoma
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Revue : Clinical Relevance of Liquid Biopsy in Melanoma and Merkel Cell Carcinoma
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Résumé : Le Carcinome à cellules de Merkel (CCM) est une tumeur cutanée rare et agressive, de mauvais 

pronostic. La détection précoce de la tumeur primaire et des rechutes est un enjeu majeur pour améliorer la 

survie des patients. Les Cellules tumorales circulantes (CTC) peuvent se détacher des tumeurs solides, passer

dans le sang et vont pouvoir former des métastases. Leur détection, la biopsie liquide, peut apporter de 

nombreuses informations cliniques pertinentes notamment pour identifier précocement les rechutes.

Le but de cette thèse a été l’identification des CTC dans le CCM grâce notamment à la mise au point d’une 

nouvelle méthode de détection. Cette méthode dite R-D a été comparée au CellSearch, Gold-Standard pour la 

détection des CTC chez 28 patients atteints de CCM. Ces deux méthodes apparaissent complémentaires dans la 

détection des CTC et les résultats sont corrélées au stade de la maladie. Un seuil de détection associé à la 

présence de métastases a été défini et doit être valider cliniquement pour la détection précoce de la 

dissémination de la maladie. Dans une seconde partie, l’objectif a été de rechercher la présence du polyomavirus 

du CCM (MCPyV), impliqué dans 80% des cas de CCM, dans les CTC individuelles ainsi que dans les cellules 

tumorales issues de biopsie tissulaire. Sa présence s’est révélée hétérogène à l’échelle cellulaire dans ces deux 

types d’échantillons, donnée non connue à ce jour. Enfin, nous avons tenté de mettre en culture in-vitro des CTC 

issues de prélèvements de patients, sans parvenir, pour le moment, à identifier les conditions idéales. 

Ce travail fournit des bases solides pour de futures études cliniques incluant des cohortes plus larges, afin 

notamment de déterminer l’intérêt clinique des CTC comme marqueur pronostique et évolutif du CCM, mais 

également pour des études biologiques sur les mécanismes oncogéniques (dépendant notamment du MCPyV).

Title: Detection and clinical pertinence of Circulating Tumoral Cells (CTCs) in Merkel Cell Carcinoma -

Determination of CTC their viral status vs tissues biopsies.

Key words: Circulating Tumor Cells, Merkel Cell Carcinoma, Liquid Biopsy, Merkel cell Polyomavirus

Abstract: Merkel Cell Carcinoma (MCC) is a rare and aggressive cancer with an unfavorable prognosis related to 

early metastatic dissemination. The early detection is a major issue to improve the patient’s overall survival. 

Circulating Tumor Cells (CTCs) are cells that detached from solid tumor, go into the circulating system and can 

form distant metastasis. Their detection, the liquid biopsy, can bring many clinical information, including early 

detection of cancer relapse.

This thesis was aimed at detecting CTCs in CCM through the development of a new detection method in this 

malignancy. This R-D method was compared to CellSearch, Gold-Standard for CTC detection, in 28 MCC patients. 

These 2 methods appeared complementary for CTC detection and the results were correlated with tumor stage. 

A second objective was to investigate the expression pattern of the Merkel cell Polyomavirus (MCPyV), involved 

in 80% of CCM overall, in single CTCs vs single cells isolated from tumor biopsies. This expression was 

heterogeneous in both sample subsets, a data not previously established. Finally, we tried to establish in-vitro

cultures of CTCs isolated from patients’ blood samples but optimal conditions could not be set up to date. 

This work provides robust grounds for future clinical investigations carried out on larger cohorts of patients 

especially regarding the clinical relevancy of CTC detection as prognostic factor and outcome predictor in CCM, 

and for biological studies investigating MCPyV role in oncogenesis and systemic dissemination patho-

mechanisms in this malignancy.


