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REVEILLER PIMMUNITE

normal qui, comme dans le cas de la pro-
téine CTLA-4, contribue a modérer une réponse
immunitaire. Cependant, certaines cellules
cancéreuses détournent la fonction des pro-
téines PD-1: des molécules a leur surface
trompent les protéines PD-1 des lymphocytes T,
déclenchant ainsi trop tot ’autodestruction
des cellules. Chaque lymphocyte T qui attaque
la tumeur recoit un signal pour se suicider !

Aujourd’hui, six sociétés ont développé des
anticorps qui empéchent diverses tumeurs
d’utiliser la voie PD-1 pour induire le suicide des
lymphocytes T. Dans des essais récents, ces
molécules ont octroyé a plus de 30% des
patients, atteints de mélanomes avancés, de
longues périodes de rémission, parfois de plu-
sieurs années. Plusieurs collegues et confreres
ont utilisé ces agents anti-PD-1 chez des patients
présentant un certain type de cancer du pou-
mon. Plus de 20% des participants ont obtenu
une régression durable.

Annoncés en 2012, les résultats sur le cancer
du poumon ont marqué un tournant en immu-
nothérapie. Les médecins sceptiques, qui n’y
voyaient qu’une stratégie applicable a certaines
tumeurs spécifiques particulierement sensibles
aux traitements immunitaires, ne peuvent plus
ignorer cette méthode. Aujourd’hui, elle est effi-
cace pour un éventail plus large de cancers et
devrait bientdt rejoindre la panoplie des traite-
ments classiques, aux cotés de la chimiothérapie
et de la radiothérapie.

Certes, comme beaucoup de traitements
anticancéreux, ces deux immunothérapies ont
des effets secondaires. Les médicaments anti-
CTLA-4, par exemple, déclenchent parfois des
réactions inflammatoires sur la peau et dans le
gros intestin, lorsque les cellules immunitaires
liberent un exces de médiateurs chimiques
inflammatoires. On traite les éruptions cutanées
et les crampes et diarrhées avec des stéroides
immunosuppresseurs tels que la prednisone.

De méme, les patients qui recoivent la théra-
pie bloquant PD-1 sont sujets a des inflamma-
tions, en particulier des reins, des poumons et du
foie, mais elles sont moins fréquentes et moins
séveres quavec les traitements anti-CTLA-4.
Heureusement, I'utilisation de médicaments
anti-inflammatoires ne semble pas affecter l'effi-
cacité de ces traitements sur les tumeurs.

Linflammation peut conduire a des pro-
blemes plus graves. Les chercheurs ont long-
temps craint que la stimulation du systéme
immunitaire entraine une réaction auto-immune
incontrolable contre toujours plus de tissus nor-
maux. Toutefois, ces effets secondaires inflam-
matoires semblent temporaires et, une fois
traités, ne réapparaissent plus.

La question qui nous occupe désormais
concerne l'utilisation d’une combinaison des
anticorps contre PD-1 et CTLA-4. Ces deux types
d’anticorps stimulant la réponse immunitaire
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contre les tumeurs via des voies différentes, il
est légitime de penser a leur combinaison.
En 2007, des expériences sur des animaux de
laboratoire ayant développé un cancer du colon
et un mélanome ont montré que deux traite-
ments associés sont plus efficaces qu’un seul.
Aussi, en 2010, mon groupe, avec Mario Sznol,
a université Yale, a mené une étude chez
53 patients atteints d’'un mélanome métasta-
tique sur I'innocuité de 'utilisation conjointe
de lipilimumab et du nivolumab, un médica-
ment anti-PD-1.

AVIS DE TEMPETE THERAPEUTIQUE

Les résultats, que nous avons présentés
en 2013, étaient saisissants. Chez plus de 50 %
des patients traités, les tumeurs avaient diminué
de plus de la moitié de leur taille initiale. Ces
réponses sont radicalement différentes de celles
obtenues avec chaque agent seul. Les effets
secondaires étaient aussi plus communs, et éga-
lement contrdlables avec des corticoides.

Ce ne sont que des résultats préliminaires
obtenus sur un petit nombre de patients, qui
nécessitent d’étre reproduits a plus grande
échelle, mais nous menons actuellement une
étude étendue de la combinaison des blocages
par I'ipilimumab et le nivolumab chez plus de
900 patients atteints d’un mélanome. Les résul-
tats préliminaires de cette vaste étude, publiés
en 2015, ont confirmé P’efficacité du traitement
combiné par rapport a une monothérapie. Ces
premiers résultats ont conduit a ’approbation
de la combinaison aux Etats-Unis et en Europe,
mais nous attendons encore les données sur la
survie a long terme des patients de ’étude.

D’autres groupes étudient cette immuno-
thérapie combinée pour traiter le cancer du
poumon, du rein, de ’estomac, du sein, des
voies aérodigestives supérieures et du pan-
créas. L’association de cette stratégie avec des
attaques directes contre les tumeurs, par
chimiothérapie ou radiothérapie, pourrait aussi
étre plus efficace si les cellules cancéreuses
meurent d’une facon qui déclenche la réponse
immunitaire innée.

On créerait une «tempéte» thérapeutique
parfaite pour tuer les cellules cancéreuses et
doper la reconnaissance des débris par le sys-
teme immunitaire. Une telle combinaison
devrait aussi permettre aux lymphocytes T de se
forger une mémoire des cellules cancéreuses
rencontrées et, a 'avenir, de maintenir une vigi-
lance accrue contre I’apparition d’éventuelles
tumeurs longtemps apres larrét du traite-
ment. Reste a savoir si ce type d’'immunothéra-
pie pourrait ou devrait étre combiné a d’autres
en développement - tels les vaccins contre le
cancer - afin d’obtenir des résultats encore
meilleurs. Les rémissions a long terme, voire
les guérisons, sont en tout cas désormais des
issues envisageables. m

J. LARKIN ET AL., Combined
nivolumab and ipilimumab
or monotherapy in untreated
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R. SCHREIBERET AL.,
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Pour une meilleure efficacite,
I'avenir de I'immunothérapie
passera par son association
avec d’autres thérapies

Quels sont les principaux axes de
recherche en immunothérapie?

Emanuela Romano: Plusieurs voies
sont explorées pour activer le systeme
immunitaire aux différentes étapes de
son intervention dans le déclenchement
d’une réponse antitumorale efficace (voir
Pas de plan de paix pour le cancer, par
K. Weintraub, page 62). Ces étapes sont la
cible des immunothérapies en dévelop-
pement, en essai clinique ou approuvées
aux Etats-Unis et en Europe dans le trai-
tement spécifique de diverses tumeurs
solides ou liquides.

En particulier, ’étude des points de
controle immunitaires a permis de définir
de nouvelles cibles pour réguler le sys-
teme immunitaire et induire une réponse
antitumorale. Ces cibles sont des molé-
cules a la surface des lymphocytes T, les
cellules qui reconnaissent et détruisent
les agents pathogenes ou les cellules
tumorales. Elles modulent I’activité de
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ces cellules. Certaines, comme les pro-
téines CTLA-4 ou PD-1, mais aussi
d’autres telles que VISTA ou TIGIT,
empéchent le systeme immunitaire de
s’emballer et de détruire des tissus sains.
D’autres, au contraire, telles les pro-
téines OX40 et GITR, stimulent les lym-
phocytes T. L’idée est de concevoir, d'un
cdté, des anticorps qui bloquent ’action
des points de controle inhibiteurs et, de
lautre, des molécules qui renforcent celle
des points de controle activateurs.

Toujours dans I'idée de lever les verrous
du systeme immunitaire, une autre straté-
gie a I’étude vise a bloquer des enzymes
impliquées dans ce verrouillage, telle IDO,
dont inhibition s’est révélée efficace pour
empécher les cellules tumorales d’échapper
ala réponse immunitaire.

D’autres recherches se focalisent sur les
modalités de 'iimmunothérapie: une immu-
nothérapie sera-t-elle plus efficace associée
aune chimiothérapie? A une radiothérapie?
A d’autres immunothérapies? De méme,



faut-il plutét donner une immunothérapie
de facon systémique, dans tout 'organisme
par le sang, ou cibler une seule lésion par
injection afin d’obtenir une réponse locale,
qui deviendra systémique ensuite via la cir-
culation des lymphocytes T dans le sang?
Lapproche ciblée est notamment celle que
’on essaye de développer en utilisant des
vaccins antitumoraux ou des virus
oncolytiques.

L'immunothérapie
par voie vaccinale est-elle utilisée?
Emanuela Romano: Oui, depuis 2010,
le sipuleucel-T est autorisé aux Etats-Unis
dans le traitement de certains cancers de
la prostate résistants a ’hormonothéra-
pie. Un vaccin est aussi en essai clinique
de phase III sur un mélanome en associa-
tion avec le pembrolizumab, un anti-PD-1.
Mais il s’agit toujours de traiter des pa-
tients a un stade avancé, métastatique, de
la maladie. On ne peut pas encore dire si
de tels vaccins protégeront un jour d’une
récidive apres I’ablation d’une tumeur.
On a toutefois compris pourquoi les
vaccins congus il y a dix a quinze ans ne
marchaient pas. On n’utilisait qu’un seul
antigene, et les vaccins n’étaient alors pas
assez puissants. Le systeme immunitaire
se mettait a tolérer les cellules tumorales
porteuses de antigene. Aujourd’hui, on a
compris qu’il faut ajouter des adjuvants
pour déclencher une réponse immunitaire
efficace. De nouveaux adjuvants immuno-
logiques sont aujourd’hui a I’étude.

Laisse-t-on de c6té les premieres voies
envisagées, celles qui visent a activer
le systéme immunitaire de fagon non
spécifique, via des cytokines?

Emanuela Romano: L’interleukine 2,
une des cytokines utilisées, est tres effi-
cace, surtout contre le cancer du rein et
le mélanome, mais on l'utilise peu, en
effet, a cause de la toxicité du traitement.
Celle-ci est gérable, mais nécessite une
équipe soignante dédiée.

Les thérapies cellulaires a base de
lymphocytes T modifiés sont les plus
récentes. Sont-elles prometteuses?
Emanuela Romano: Oui, certainement.
Plusieurs stratégies visent a ajouter a la
surface des lymphocytes T du patient des
protéines qui les aideront a reconnaitre les
tumeurs (voir Des OGM tueurs de tumeurs,
par A. Posey, page 56). Mais, 13 aussi, le trai-
tement nécessite des équipes spécialisées
et une logistique de haute qualité, car la
prise en charge de la toxicité est complexe.
Avec 'immunothérapie, on joue avec le

feu. C’est une arme a double tranchant.
L’idée est de déclencher une réponse de
I’hote contre la tumeur, mais la tumeur fait
partie de I’héte. Et des cellules saines
portent parfois les mémes antigenes. La
réponse immunitaire activée risque donc
de les atteindre, surtout si elle est puis-
sante. On prend ce risque car, le plus sou-
vent, la tumeur est une maladie agressive.

Arrive-t-on a cibler une tumeur,

pour limiter la toxicité du traitement?
Emanuela Romano: Non, pas encore

suffisamment, car les antigéenes exprimés

uniquement dans les cellules tumorales

sont quasi inexistants. Pour pallier le

pistes, mais non validées, comme la pro-
téine PD-L1, qui se lie a PD-1.

Dans un essai récent sur des patients
atteints d’un cancer du poumon avancé
et traités en premicere ligne avec du pem-
brolizumab, on s’est apercu que, chez
certains dont plus de 50% des cellules
tumorales exprimaient PD-L1, la
réponse au traitement était trés bonne.
Mais regarder expression de cette pro-
téine est insuffisant, car des patients
dont la tumeur ne I’exprimait pas ont
également bien répondu.

Un autre facteur limitant est I’hétéro-
généité de la tumeur: les cellules tumorales
sont loin d’étre toutes identiques. La solu-

« immunothérapie est une
arme a double tranchant:
on déclenche une réponse
de I’hote contre la tumeur,
mais la tumeur fait

partie de I’hote »

manque de sélectivité des thérapies cellu-
laires, on développe des sortes d’interrup-
teurs qui éteindraient la réponse immuni-
taire en cas d’effets secondaires trop
importants. Mais c’est encore exploratoire.
On essaye aussi de trouver de nou-
velles cibles plus spécifiques des tumeurs,
mais on a souvent de mauvaises surprises.
Un lymphocyte modifié pour reconnaitre
un antigene que I’on croyait spécifique de
la tumeur peut, par malchance, interagir
avec une molécule normale de ’hbte et
déclencher des complications. Une
approche a I’étude pour limiter la toxicité
du traitement consiste a réserver les thé-
rapies cellulaires a des patients dont la
maladie est peu disséminée. Cela permet-
trait d’éviter de déclencher une inflam-
mation systémique trop importante.

Vous dites que I'on essaye de tester
les associations de thérapies.
Peut-on espérer une médecine
propre a chaque patient?

Emanuela Romano: On n’a pas encore
assez de biomarqueurs des tumeurs - de
signatures moléculaires spécifiques de
telle caractéristique tumorale - pour dif-
férencier les patients. On a bien des

tion viendra, je pense, d’une approche com-
binatoire: la recherche de PD-L1, mais aussi
de marqueurs d’autres points de controle
ou de P'expression de certains genes d’in-
flammation. En effet, des signatures de
l'inflammation nous informent que ’hote a
déja produit une réponse immunitaire
contre le cancer, ce qui suggere qu’il répon-
dra bien aux immunothérapies.

L’approche combinatoire sera aussi
Pavenir de I'immunothérapie. Dans
quelques cas ou la tumeur est infiltrée de
cellules immunitaires activables (méla-
nome, certains types de cancer du poumon
et de la vessie...), une immunothérapie
peut suffire. Mais pour une tumeur avec
faible infiltrat immunitaire (cancers du
sein et de 'ovaire, par exemple), il faudra
lui adjoindre une chimiothérapie, radio-
thérapie ou autre. Nous avons lancé une
étude clinique dans ce sens sur le cancer
du col de l'utérus.

Et nous suivrons cette piste au sein
du nouveau centre d’immunothérapie
des cancers de linstitut Curie, récem-
ment inauguré. m

PROPOS RECUEILLIS PAR
MARIE-NEIGE CORDONNIER
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ET LE PATIENT
DAN
TOUT CA?

Le nouveau regard porté sur le cancer et la vague
de traitements révolutionnaires récemment

mis au point ne doivent pas faire oublier le patient
et sa prise en charge. Les progres se font aussi

sur ce front-la. Ainsi, de nouvelles méthodes

de dépistage se font moins invasives, et donc moins
traumatisantes. Toujours en matiére de dépistage,
on veille désormais a éviter surtraitement

et surdiagnostic quand un cancer peu évolutif

est détecté. On prend aussi en compte les aspects
psychologiques liés au cancer: ceux qui peuvent
favoriser la survenue de la maladie, et ceux

qui peuvent améliorer I'efficacité des traitements.
Ces derniers sont par ailleurs toujours plus ajustés,
adaptés a chaque cas.




L'ESSENTIEL

® Aujourd’hui, les
biomarqueurs des cancers
sont souvent des protéines
que I’on détecte par

des biopsies des tumeurs.

® Une nouvelle génération
de biomarqueurs émerge:
les cellules tumorales
circulantes et TADN
tumoral circulant.

ET LE PATIENT DANS TOUT CA?

©® Tres prometteurs,
ils seraient détectables par
une simple prise de sang.

® Le dépistage précoce

des cancers, I’affinement
de leur pronostic et la
prédiction de Pefficacité
d’un traitement deviennent
envisageables.
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Faire parler une
goutte de sang

On sait désormais détecter cellules cancéreuses
et ADN tumoral lors d'une simple prise de sang.
On peut alors diagnostiquer plus précocement
et de facon moins invasive de nombreux cancers
pour, au final, mieux les traiter.

elon I’adage, prendre le mal a sa racine
conduit a ’éradiquer plus stirement. C’est
particulierement vrai dans le cas du cancer
ou détecter treés tot ’apparition de lésions
cancéreuses, avant méme qu’une tumeur ait
commencé a se développer ou a réapparaitre
apres un traitement, est un peu le Graal des
chercheurs. Depuis les années 1950, afin de
compléter, voire remplacer les biopsies
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pratiquées pour détecter I’éventuelle pré-
sence de cellules cancéreuses et les caractéri-
ser, on a mis au point des dizaines de tests
non invasifs visant a doser dans le sang des
marqueurs tumoraux, en loccurrence cer-
taines protéines, pour dépister et surveiller
les cancers; c’est le cas par exemple des tests
qui mesurent la concentration de I’antigene
prostatique, le PSA, que le cancer de la pros-
tate peut augmenter.

Ces dernieres années, la médecine semble
étre passée a la vitesse supérieure grace a deux
méthodes plus sensibles et précises: la détec-
tion de cellules tumorales vivantes qui cir-
culent dans le sang apres s’étre détachées d’une
tumeur, et celle ’ADN provenant de cellules
cancéreuses mortes. Jusqu'alors, cette tache

© Africa Studio/Shutterstock.com



Faire parler une goutte de sang

Une goutte de sang sera bient6t suffisante pour diagnostiquer un cancer et suivre son évolution.

était impossible, car les cellules libérées d'une
tumeur éventuelle sont tres rares dans le sang,
de lordre de quelques-unes parmi les environ
50 millions de cellules & noyau (les globules
blancs) présentes dans 10 millilitres de sang.
Et PADN tumoral est tout aussi rare. Toutefois,
d’importants progres techniques, notamment
en microfluidique et dans le séquencgage de
’ADN, rendent possibles I'utilisation médicale
de ces nouveaux marqueurs tumoraux.

DIAGNOSTIC, .
PRONOSTIC ET PREDICTION

En oncologie, le terme «biomarqueur»
désigne une caractéristique biologique d’une
tumeur détectable dans un organe ou dans un
fluide biologique, le sang en général, mais aussi

la salive, les urines et le liquide céphalorachi-
dien. Tout constituant moléculaire de cellules
tumorales, voire les cellules entieres, nommeées
en Poccurrence cellules tumorales circu-
lantes (CTC), est donc un biomarqueur pos-
sible de cancer. L’intérét d'un biomarqueur est
lié¢ d’une part a sa finalité potentielle, d’autre
part a son «niveau de preuve», c’est-a-dire a
une évaluation de la solidité des données le
concernant, qui permet de distinguer celles qui
sont établies, et utilisables en pratique, de
celles qui demeurent douteuses. Quelle que
soit la finalité d’un biomarqueur, son intérét
médical doit étre évalué scientifiquement (voir
Pencadré page 85).

Les biomarqueurs visent trois objectifs.
Certains sont utilisés comme aide au
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ET LE PATIENT DANS TOUT CA?

diagnostic: il s’agit de détecter un type de can-
cer chez un patient ou dans une population
donnée, par exemple un cancer bronchopulmo-
naire chez les fumeurs. D’autres aident a effec-
tuer le pronostic de la maladie. Ils renseignent
alors sur I’évolution plus ou moins agressive
d’une tumeur déja diagnostiquée: on estime
par exemple, en I’absence de métastases, le
risque futur de rechute ou, en présence d’'un
cancer incurable, sa vitesse d’évolution. De tels
biomarqueurs pronostiques n’ont un intérét
que s’il existe plusieurs traitements possibles,
par exemple des chimiothérapies que 'on
adaptera a I’agressivité du cancer.

EN QUETE DES MEILLEURS
BIOMARQUEURS

Enfin, les biomarqueurs les plus activement
recherchés en oncologie sont ceux qui pré-
disent la sensibilité d’une tumeur. Ils indiquent
que celle-ci a une probabilité importante d’étre
sensible (idéalement 100%), ou a 'inverse
résistante, a un traitement donné. L'un des
exemples les plus connus est ’expression de
récepteurs hormonaux dans le cancer du sein:
lorsque des récepteurs aux oestrogenes et des
récepteurs a la progestérone sont présents a la
surface des cellules tumorales, le cancer sera
tres vraisemblablement sensible a ’hormono-
thérapie, dont le tamoxiféne est un médica-
ment représentatif. En revanche, les cancers
du sein dépourvus de ces récepteurs sont résis-
tants a ce méme traitement.

Des cellules

&

Quelques rares cellules tumorales
(ici un agrégat, en rouge) circulent
dans le sang de patients atteints
d'un cancer, parmi les millions
d'autres cellules, notamment les
globules blancs (en vert).

tumorales échappées
d’'une tumeur restent

parfois au repos dans
un autre organe, sans
proliférer

Ces dernieres années, plusieurs études ont
confirmé que les cellules tumorales circulantes
retrouvées dans le sang et PADN tumoral cir-
culant fourniraient des informations impor-
tantes pour détecter des cancers et optimiser
les traitements. En d’autres termes, une simple
prise de sang suffirait.
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Des cellules tumorales se détachent de can-
cers dits solides — cancers du sein, du poumon,
de la prostate, digestifs... - par opposition aux
leucémies. Une tumeur émet des cellules can-
céreuses, dont certaines pénetrent dans des
vaisseaux sanguins. Encore vivantes, elles sont
alors entrainées dans la circulation sanguine et
g’arrétent parfois dans d’autres organes, ol
elles conduisent a I’apparition de métastases.
On distingue ces cellules tumorales circulantes
des autres cellules & noyau du sang (les glo-
bules blancs) par leur plus grande taille ou par
la présence a leur surface de molécules spéci-
fiques, des antigenes de tumeur.

Les données expérimentales obtenues chez
la souris montrent que la plupart meurent en
quelques heures dans la circulation sanguine.
Cependant, une petite fraction peut survivre
dans un organe distant et y rester au repos,
sans proliférer, parfois des années. A ce stade,
ces cellules tumorales sont désignées sous le
terme de micrométastases. Apres cette étape
de dormance, dont la régulation est mal
connue, elles recommencent a proliférer sous
effet de déclencheurs de nature encore indé-
terminée. Ce «réveil» conduit a la formation
d’une métastase. Celle-ci grandit et peut for-
mer a son tour d’autres métastases qui vont a
terme compromettre la fonction des organes
ou elles croissent et entrainer le déces.

Et PADN tumoral circulant? Il provient
aussi des masses tumorales solides. En
revanche, il est largué dans le sang par un
mécanisme biologique tres différent: la mort

J. Autebert



de cellules cancéreuses. Cette mort est spon-
tanée, du fait par exemple de I'insuffisance
d’apport en oxygene ou en nutriments, ou elle
se produit sous Iaction de la chimiothérapie
ou de la radiothérapie. ’ADN des cellules qui
meurent est tres fragmenté et reste intact dans
le sang une heure environ avant d’étre dégradé.
Les fragments sont des «déchets» et
n’exercent aucun role biologique connu a ce
jour. Cependant, ils ont un intérét majeur: ils
portent la signature génétique des cellules can-
céreuses dont ils proviennent.

Compte tenu de leur faible quantité dansle
sang, les cellules tumorales circulantes et
PADN tumoral circulant ne sont devenus des
biomarqueurs potentiels que depuis quelques
années grace a des progres techniques qui ont
fortement accru la sensibilité et la spécificité
de leur détection dans le sang. C’est le cas
notamment des techniques microfluidiques
(voir Pencadré page suivante).

Les quantités de cellules tumorales circu-
lantes et ’ADN tumoral circulant détectables
sont toutes deux liées au volume de la tumeur.
Néanmoins, elles ne refletent pas forcément
des tumeurs au méme stade. La dissémination
de cellules tumorales circulantes dans le sang
n’intervient que si la tumeur initiale s’est suf-
fisamment développée. Les cellules circulantes
deviennent donc plus nombreuses avec le déve-
loppement de la tumeur, a ’approche d’un pro-
cessus métastatique. En d’autres termes, plus
ces cellules sont nombreuses a étre détectées,
plus la présence de métastases est probable. En
revanche, la quantité ’ADN tumoral circulant
dérive des mécanismes de mort cellulaire dans
la tumeur, qui se produisent assez vite lorsque
celle-ci se développe. Elle peut donc caractéri-
ser la présence d’une tumeur primitive.

SE PASSER DES BIOPSIES ?

Dans ces conditions, comment tirer parti
de ces deux biomarqueurs pour le diagnostic
des cancers? Pour le comprendre, replacons-
nous dans le contexte d’une prise en charge
médicale. Face a une anomalie de ’examen
clinique, les médecins sollicitent un ou plu-
sieurs examens de radiologie, par exemple un
scanner. Si une anomalie radiologique est jugée
évocatrice d’'un cancer, une biopsie diagnos-
tique est entreprise: on préleve un fragment de
la masse suspecte a l’aide d’une aiguille spé-
ciale, voire par opération chirurgicale.

Les biopsies sont des examens de routine,
mais ont de nombreux inconvénients: coli-
teuses pour le systeme de santé, éventuelle-
ment douloureuses, elles entrainent dans de
trés rares cas des complications graves, par
exemple des saignements liés au passage de
P’aiguille de ponction. Les biopsies demandent
par ailleurs du personnel médical entrainé et
doivent parfois étre réalisées a ’hdpital.

Faire parler une goutte de sang

Dans ce contexte, on pourrait imaginer de
les remplacer par la recherche de cellules
tumorales circulantes ou des mutations géné-
tiques caractéristiques d’un cancer dans
PADN circulant, sur simple prise de sang. En
cas de détection de mutations caractéristiques
d’un cancer du pancréas, par exemple, il ne
serait plus nécessaire de réaliser la biopsie
d’une masse pancréatique suspecte pour
poser le diagnostic.

Peu d’études ont été réalisées dans ce
sens sur les cellules tumorales circulantes, et
la plupart sont revenues négatives. Une
exception, cependant, a été observée par
I’équipe de Paul Hofman au CHU de
Nice, en 2014. Ces chercheurs ont utilisé une
technique de filtration du sang qui permet de
ne retenir que les plus grosses cellules, dont
font partie les cellules tumorales circulantes
- une technique différente de celles précé-
demment utilisées, qui reposaient sur des
propriétés biologiques, notamment ’exposi-
tion sur la membrane de protéines particu-
lieres. Résultat: dans le sang de cinq patients
parmi 245 personnes présentant le risque de

[
UN BON BIOMARQUEUR

faits (evidence-based medicine),

I'intérét médical d'un
biomarqueur est évalué en analysant
trois criteres successifs: sa validité
analytique, sa validité clinique et son
utilité clinique. Le développement
d'un biomarqueur jusqu'a son emploi
en médecine requiert de ce fait
plusieurs années.
La validité analytique correspond a la
fiabilité de la mesure: la technique de
détection du biomarqueur doit
fournir le méme résultat avec une
faible marge d'erreur, si un méme
échantillon est analysé plusieurs fois
au sein d'un méme laboratoire ou
dans différents laboratoires.
La validité clinique évalue la qualité
de I'association entre le biomarqueur
et ce qu'il est censé indiquer. On
étudie par exemple sur de vastes
cohortes de patients sa capacité a
distinguer les patients qui resteront
indemnes de toute rechute de ceux
qui subiront une évolution
métastatique de leur tumeur au
cours des années suivant le
traitement initial. Il est alors
souhaitable de démontrer que
I'association observée est supérieure
(ou complémentaire) a celle issue
des criteres habituellement utilisés
pour décider du traitement.

Selon la médecine fondée sur les

L'utilité clinique est I'intérét
médical réel du biomarqueur.

Sa démonstration reste I'étape

la plus difficile a franchir pour que
I'on décide de s'en servir a I'hopital.
Il s'agit de montrer que, lorsque

le biomarqueur est pris en compte,
la prise en charge médicale

est améliorée : moins de rechutes
métastatiques, moins d'argent
dépensé, une meilleure

qualité de vie, etc. De nombreux
biomarqueurs cliniquement validés
n'ont pas d'utilité médicale
démontrée. Les tests
correspondants ne sont

donc pas remboursés

par les systéemes de santé.

Lors des démonstrations de la
validité et de I'utilité cliniques,
I'objectivité et la solidité des
données sont évaluées selon des
échelles de niveaux de preuve. Les
études rétrospectives de quelques
cas sélectionnés correspondent au
plus mauvais niveau de preuve
(niveau 5). A l'inverse, les études
prospectives internationales
reposant sur des centaines de
patients, et comparant les stratégies
thérapeutiques avec et sans
biomarqueur, constituent le meilleur
niveau de preuve d'utilité clinique
(niveau 1).
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LABORATOIRE SUR PUCE ET CANCEROLOGIE

pparue il y a une vingtaine
Ad'années, la microfluidique était

initialement définie comme I'étude
et la manipulation de fluides dans des
canaux de dimensions micrométriques. Ce
champ interdisciplinaire allie les micro et
nanotechnologies a la physique, la chimie
et la biologie. L'un de ses objectifs est de
développer des «laboratoires sur puce»:
des systemes de la taille d'une carte de
crédit intégrant I'ensemble des opérations
d'analyse habituellement réalisées en
laboratoire (séparation, identification,
quantification...).
La microfluidique a d'ores et déja montré
tout son potentiel dans la détection des
cellules tumorales circulantes, en
particulier grace a des puces capables de
trier les événements rares que
représentent de telles cellules au sein de la
multitude d'éléments non spécifiques que
sont les cellules du sang. Il est possible a la
fois de structurer les systemes
microfluidiques jusqu'a des dimensions
nanométriques et de tirer parti des
écoulements particuliers a I'échelle
micrométrique pour trier les cellules en

LE SYSTEME MICROFLUIDIQUE EPHESIA

fonction de leur taille ou grace a des
antigénes présents a leur surface.

Ainsi, grace au dispositif microfluidique
Ephesia (ci-dessous), développé dans les
années 2000 et validé cliniquement par
I'équipe de Jean-Louis Viovy a l'institut
Curie et a I'lPGG, il est possible de capturer
tres efficacement les cellules tumorales
contenues dans le sang de patients atteints
de cancers métastatiques. On recherche
ensuite sur ces cellules des anomalies
génétiques prédictives de I'efficacité des
traitements. L'ensemble de ces étapes est
réalisé dans une puce microfluidique
grande comme une carte de crédit.

La microfluidique s'est aussi imposée
pour I'analyse de I'ADN tumoral circulant.
Il s'agit, comme avec les cellules,
d'analyser quelques rares fragments
d'ADN tumoral dans un océan d'ADN
normal. Pour cela, des millions de
gouttelettes d'eau de quelques picolitres
(102 litre) sont créées dans de I'huile, de
facon a ce que chacune d'elles ne
contienne qu'une seule molécule d'ADN.
L'ADN de chaque gouttelette est alors
amplifié par PCR, une technique de

Le nom donné a cette technologie vient du temple d'Artémis a Ephése, dont les colonnes ont
été la proie de nombreuses destructions suivies de reconstructions. Dans ce dispositif, des
microbilles magnétiques (en orange) portent un anticorps spécifique dirigé contre une
protéine de surface propre aux cellules tumorales circulantes (antigéne). Elles sont injectées
dans des microcanaux dont le fond est tapissé de points d'encre magnétique. Soumises a un
champ magnétique, elles forment spontanément des microcolonnes a partir de ces points
d'encre magnétique (destructibles et reconstructibles a I'envi sous l'action de ce champ
magnétique, comme celles du temple d'Artémis). Les différentes cellules injectées dans la
puce microfluidique se «cognent» aux colonnes. Les cellules tumorales circulantes (en vert)
sonf capturées grace a l'interaction des anticorps et de I'antigéne tumoral, alors que les
autres cellules sanguines (en rouge et en bleu) sont évacuées de la puce.

Cellule Anticorps ——[ \
sanguine / 1
/
Cellule
non tumorale ! g Antigene cellu
é .g-é '? '.*é ellule
N é .g* .é g tumorale
v g- g 00 g ;E- ] circulante
HM
Microcolonne formée
en présence d'un champ
magnétique
Réseau de
Echanfillon ~ Microcanaux

de sang Champ magnétique
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biologie moléculaire qui duplique en
grand nombre une séquence d'ADN.
Ainsi amplifié, I'ADN devient détectable.
Cet ADN est soit normal soit muté,
résultat que I'on peut «coder» en O ou 1,
d'ou le nom de microfluidique

«digitale » (a deux solutions).

Avec cette approche, des événements
rares tels que la présence d’ADN tumoral
circulant ne sont plus dilués dans le bruit
de fond de I'ADN normal : ils deviennent
détectables. On peut alors réaliser dans
ces gouttelettes toutes les étapes
classiques de I'analyse de mutations.

Par ce processus de digitalisation,
I'équipe de Pierre Laurent-Puig, de
I'unité Inserm UMR-S775 et de I'h6pital
européen Georges-Pompidou, a
démontré en 2013 qu'une seule copie
mutée du géne KRAS (impliqué dans le
cancer du célon) était détectable parmi
200000 copies non mutées du méme
geéne. Ainsi, la microfluidique de gouttes
combine les avantages de la
digitalisation, de la miniaturisation et du
haut débit pour I'analyse de 'ADN
tumoral circulant.

LA PCR DIGITALE EN GOUTTELETTES

Jusqu'a présent, pour analyser les mutations de
molécules d’ADN d'un échantillon, celles-ci sont
mélangées dans un méme tube, qu'elles soient mutées
ou normales (a). Lampilification par PCR (réaction en
chaine par polymérase) préalable a la détection garde
les mémes proportions entre ADN muté et ADN normal.
Le signal de I'ADN muté est alors noyé dans celui des
ADN sains. Dans I'approche microfluidique (b), chaque
molécule d’ADN est encapsulée dans une gouttelette.
Pour ce faire, aprés avoir extrait et quantifié I'ADN
présent dans le sang du patient, on le dilue de telle
fagon qu'on encapsule 0 ou 1 molécule par gouttelette
selon la distribution statistique de Poisson. Cefte
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encapsulation se fait grace a une
puce microfluidique dédiée qui
permet de former des gouttelettes
d'eau dans I'huile. Apres amplification
par PCR, chaque gouttelette contient
donc un grand nombre de copies
soit d'’ADN normal, soit d’ADN muté.
Cette technique est dite digitale, car
les gouttelettes n'ont finalement que
deux types de fluorescence possible,
correspondant au statut muté ou non
de la molécule d'ADN initialement
introduite dans la gouttelette.

Toutes les molécules
d'ADN sont amplifiées
ensemble.

Chaque gouttelette contient
une molécule d'ADN, qui est
amplifiée séparément.

ADN normal ADN tumoral

OO yh ¥y #p

| 2 vl 2

Faire parler une goutte de sang

développer un cancer du poumon, des cel-
lules tumorales circulantes ont été détectées
avant l’apparition d’une masse tumorale
visible au scanner. Les patients ont été opé-
rés et n’ont pas récidivé dans ’année suivant
lopération. Ce résultat demandant a étre
confirmé, la méme équipe a lancé une nou-
velle étude, le projet Air, cette fois-ci sur
600 personnes a risque. Les résultats sont
attendus pour 2019.

L'utilisation diagnostique de ’ADN tumo-
ral circulant semble encore plus prometteuse.
Un cas anecdotique, mais illustratif a été rap-
porté en 2013 par une équipe du Cancer
Research UK Cambridge Institute: une
patiente traitée successivement pour un can-
cer de ’ovaire, puis du colon, avait, des années
apres, plusieurs métastases. L’analyse de
’ADN tumoral circulant a permis de retrouver
des mutations génétiques similaires a celles
du cancer de ’ovaire, alors que les mutations
du cancer du cbélon, différentes, étaient
absentes. Cette signature a guidé le choix thé-
rapeutique vers les chimiothérapies les plus
actives sur les métastases d’origine ovarienne.
On voit ici que cette approche dite de biopsie
liquide, ot1 1a prise de sang remplace la biopsie
classique des masses tumorales, serait utile
chez les patients ayant un antécédent de can-
cer susceptible de récidiver.

Pour une utilisation dans la population
générale, sans antécédent de cancer, ce type
d’application diagnostique nécessite des tech-
niques de détection extrémement sensibles,
pour éviter les faux négatifs, et spécifiques,
pour empécher les faux positifs. De telles sen-
sibilités et spécificités ne sont pas encore
atteintes, mais pourraient I’étre dans les années
a venir avec les améliorations continues des
techniques de séquencage.

La donne est assez différente s’agissant du
pronostic. Plus il y a de cellules tumorales cir-
culantes, plus un cancer semble devoir évoluer
rapidement et étre a origine de rechutes et de
nouvelles métastases. Les cellules tumorales
circulantes constituent de ce fait un biomar-
queur pronostique majeur en cancérologie.
Toutefois, le niveau de preuve soutenant cette
validité pronostique varie selon le nombre
d’études réalisées et donc selon le type de can-
cer: actuellement, la certitude est indiscutable
dans les cancers métastatiques du sein et de la
prostate, intermédiaire dans les cancers métas-
tatiques du colon et pulmonaires, et faible dans
les cancers plus rares.

Plus intéressant encore, les variations pré-
coces du nombre de cellules tumorales circu-
lantes au cours d’une chimiothérapie
renseignent sur I’évolution des patients
atteints de cancers du sein, de la prostate ou
du colon, au stade métastatique. Pour ces can-
cers, moins il y a de cellules tumorales

circulantes avant le début d’un traitement, plus
I’évolution spontanée du cancer est lente; en
outre, plus le niveau de cellules tumorales cir-
culantes baisse en cours de traitement, plus
celui-ci est efficace.

On distingue ainsi quatre types de patients,
par ordre de gravité croissant: ceux dont le
niveau de cellules tumorales est bas (indétec-
table) et le demeure durant la chimiothérapie,
ce qui correspond a la meilleure situation; les
patients dont le niveau de cellules tumorales
circulantes est haut initialement, mais diminue
en cours de chimiothérapie, indice que celle-ci
est efficace; les patients dont le niveau de cel-
lules tumorales circulantes est bas initiale-
ment, mais augmente pendant le traitement,
situation peu favorable; et enfin, les patients
dont le niveau de cellules tumorales circulantes
est haut avant traitement et le reste malgré la
chimiothérapie. Dans ces deux derniers
groupes, la chimiothérapie entreprise se révele
souvent un échec, le cancer augmentant de
volume statistiquement plus vite que dans les
deux premiers groupes de patients.

DANS L'ATTENTE
DES RESULTATS

Ces observations faites et reproduites, il
reste a en démontrer 'utilité clinique: 'adap-
tation du type de traitement a la quantité de
cellules tumorales circulantes permet-elle
d’améliorer la prise en charge et le devenir des
patients? C’est ’enjeu de plusieurs essais cli-
niques. Le premier, SWOG 0500, mené par le
South-West Oncology Group américain, a été
un échec retentissant : la prise en compte des
variations en cours de traitement du nombre
de cellules tumorales circulantes n’a pas per-
mis d’améliorer le devenir des patientes trai-
tées pour un cancer du sein métastatique. Les
résultats d’autres essais sont donc vivement
attendus : il s’agit de CirCeO1 et STIC CTGC,
conduits en France par notre équipe a I’insti-
tut Curie, et de DETECT III, mené dans plu-
sieurs villes d’Allemagne. Les résultats de ces
trois essais seront rapportés dans les deux ans
qui viennent.

L’impact pronostique de ’ADN tumoral
circulant est un peu plus complexe a appréhen-
der. En I’absence de masse tumorale visible, par
exemple apres qu'un cancer du sein a été opéré,
sa détection signalerait la persistance de cel-
lules cancéreuses résiduelles dans 'organisme,
dont certaines meurent et liberent de PADN.
Cette «maladie résiduelle » serait alors suscep-
tible de mener a une rechute ultérieure sous
forme de métastases. Dans ce contexte, ’TADN
tumoral circulant serait un facteur pronostique
tres fort. Malheureusement, les techniques
actuelles ne sont pas encore assez sensibles
pour étre appliquées en routine; il faut en effet
détecter les débris ’ADN largués par quelques
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cellules tumorales disséminées parmi les
innombrables cellules saines du corps.
Néanmoins, cette piste reste prometteuse.

A Pinverse, en présence de métastases, la
détection d’ADN tumoral circulant n’est pas
forcément associée a une évolution défavo-
rable: en effet, la quantité I’ADN tumoral cir-
culant est en grande partie liée a la mort des
cellules tumorales, qui influe peu sur le devenir
des patients (elle peut méme étre le signe
d’une diminution de la masse tumorale).

La derniere piste d’utilisation des cellules
tumorales circulantes et de ’ADN tumoral
circulant est la prédiction de P'efficacité d’une
thérapie. Il s’agit de faire coincider celle-ci
avec un biomarqueur qui indique une sensibi-
lité particuliere a un traitement donné.
Certains médicaments ne sont en effet effi-
caces qu’en présence de mutations génétiques
spécifiques: par exemple, le trastuzumab
(Herceptin), un anticorps monoclonal,
stoppe la prolifération des cellules cancé-
reuses du sein seulement si elles sont por-
teuses d’anomalies dans le gene HER2, qui
code un facteur de croissance.

L'ATTAQUE DES CLONES
Actuellement, on détermine la présence
de mutations dans les cellules tumorales en
effectuant une analyse génétique des cellules
prélevées par biopsie. Mais PADN tumoral
circulant, qui correspond a des fragments
d’ADN de cellules tumorales, reflete tres bien
les anomalies génétiques d’un cancer donné.
L’utilisation de ’ADN tumoral circulant pour
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la recherche de mutations ayant un intérét
thérapeutique est d’ores et déja autorisée
depuis quelques années par les autorités de
santé européennes, mais uniquement chez
les patients ayant un cancer du poumon
métastatique ; cette autorisation devrait pro-
gressivement s’étendre a d’autres types de
cancers a mesure que les résultats d’études
seront connus.

La facilité de réalisation d’une prise de
sang (par rapport a une biopsie profonde &
laiguille) permet enfin d’ouvrir une toute
nouvelle dimension dans la prise en charge
des cancers, a savoir la détection — par des
prises de sang répétées régulierement - de
’apparition progressive de cellules résistantes
au traitement entrepris. On peut par exemple
détecter par prise de sang qu’un sous-groupe
de cellules tumorales (on parle de sous-
clone) résistant au traitement est en crois-
sance, et ce des mois avant que des métastases
ne se mettent a augmenter de taille. Une ques-
tion se pose donc : modifier le traitement des
la détection dans le sang d’une résistance
sera-t-il plus efficace que d’attendre, pour
modifier le traitement, que les métastases
aient effectivement grossi ? Deux grands
essais cliniques, I'un européen (I’essai APPLE,
dans le cancer du poumon métastatique),
lautre francais (essai PADA-1, dans le cancer
du sein métastatique) tentent actuellement
de répondre a cette question. Les résultats de
ces essais, qui sont les deux premieres tenta-
tives de gagner «la guerre des clones » contre
le cancer, seront connus en 2020. m

L'analyse des anomalies génétiques
des cellules tumorales circulantes
renseigne sur les thérapies a
privilégier. Ici, chaque gene d'intérét
marqué se traduit par un point coloré
au sein du noyau (en bleu). Dans une
cellule non tumorale, le nombre de
copies du géne est normal (deux
copies par cellules, soit deux points
de la méme couleur). En revanche,
dans une cellule tumorale circulante,
le nombre de copies d'un géne (ici
HER2, points rouges) peut
considérablement augmenter, signe
qu'une thérapie ciblée (en
I'occurrence le trastuzumab) contre le
géne perturbé pourrait étre efficace.
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