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Partie 1 Les cellules tumorales circulantes (CTCs) 

1.1. Introduction générale 

Les cancers figurent parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde; en 2012, 

on comptait approximativement 14 millions de nouveaux cas et 8,2 millions de décès  liés à la maladie (World 

Cancer Report 2014). 

Le cancer apparaît à partir d’une seule cellule. Il est un processus cellulaire qui conduit à une 

transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse avec acquisition de nouveaux caractères cellulaires. 

Cette transformation se caractérise par une prolifération cellulaire importante, monoclonale, capable de récidives 

après un traitement mais surtout capable de disséminer des sites métastatiques dans l’organisme. En effet, très 

rapidement après la formation et la croissance d’une tumeur primaire, les cellules tumorales se détachent 

activement de la tumeur primaire et circulent dans le sang périphérique pour atteindre des organes distants. 

L’apparition de métastases constitue l’élément le plus spécifique du cancer et le challenge le plus important pour 

les patients ayants un cancer. 

La transformation d’une cellule normale en cellule tumorale est un processus passant par plusieurs 

étapes. Il y a classiquement une évolution vers une lésion précancéreuse puis vers une tumeur maligne. Ces 

modifications nécessitent l’intervention de plusieurs facteurs qui peuvent être endogènes comme la 

prédisposition génétique ou exogènes comme les facteurs environnementaux (par exemple : tabac, radiations, 

UV (Ultraviolet), agents mutagènes, alcool, virus…). Généralement, l’altération initiale telle que mutation, 

translocation, délétion…est suivie par l’apparition d’autre anomalies génétiques ce qui va  entraîner des gains ou 

des pertes de certaines fonctions de la cellule comme :  

 - l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs, des systèmes de réparation de l’ADN (Acide 

Désoxyribo Nucléique), et de l’apoptose; 

- la stimulation des oncogènes et l’acquisition du caractère d’immortalité conférée par les télomérases.  

Ces étapes vont entraîner des modifications des caractéristiques de prolifération, de sénescence et 

d’apoptose de la cellule. La cellule tumorale va ainsi échapper au contrôle du cycle cellulaire et aux systèmes de 

réparation de l’ADN. 

Ensuite, la cellule tumorale va alors proliférer et donner lieu à une masse tumorale constituée des 

cellules cancéreuses et du stroma qui est le tissu conjonctif néoformé, non tumoral, fourni par l’hôte pour assurer 

le soutien et la nutrition des cellules tumorales. La tumeur induit ainsi la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de vaisseaux présents dans le tissu sain avoisinant afin de faciliter non seulement la croissance 

de la tumeur, mais aussi la dissémination de cellules cancéreuses vers d’autres organes distants, ce phénomène 

est appelé néo-angiogénèse. 

Lors du processus de la formation du cancer, on distingue deux types de cancer, le cancer non invasif ou 

"in situ", qui grossit mais ne dépasse pas des limites histologiques précises ; et le cancer invasif qui dépasse ces 

limites histologiques et devient le siège de dissémination, ou de métastases. 

Dans le cancer invasif, la masse tumorale va pouvoir rompre la membrane basale et favoriser l’invasion 

des vaisseaux par les cellules tumorales. C’est le début du phénomène de dissémination. Après l’arrêt des 

cellules tumorales au niveau des capillaires sanguins et lymphatiques, un processus séquentiel associant 

"extravasation", "angiogenèse" et "prolifération" peut survenir pour former des métastases (Figure 1). 
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Figure 1. Schéma du processus métastatique (d’après Steeg PS, 2003). 

Le pronostic des patients atteints de cancer est déterminé par l’apparition de métastases à distance. Chez 

les patients atteints de tumeurs primaires, cette progression de la tumeur est due principalement à des micro-

métastases cliniquement occultes présentes dans les organes secondaires au moment du diagnostic primaire. 

Malheureusement, les techniques avancées actuelles ne permettent pas de détecter ces micro-métastases. 

Théoriquement, une métastase est toujours la conséquence d’un cancer primaire, puisqu’il s’agit d’une 

tumeur dont les cellules sont identiques aux cellules cancéreuses dans la tumeur primaire. En effet, au stade de 

métastases, les cellules tumorales peuvent aussi subir des modifications moléculaires ou génétiques pour faciliter 

leurs métastases, ce qui va causer l’échec du traitement et la mort des patients. 

Il est important de pouvoir définir des outils qui permettent la caractérisation de ces métastases pour 

disposer d’un traitement personnalisé. Mais les métastases sont souvent difficiles d’accès et il peut être 

inconfortable pour les patients de subir des biopsies itératives. Le challenge clinique est donc d’obtenir une carte 

d’identité de la tumeur au cours de l’évolution de la maladie. 

1.2. Définitions et principe 

Plusieurs terminologies sont employées lorsque l’on parle de cellules tumorales. Selon les endroits 

différents où les cellules tumorales sont présentent,  il existe deux types de cellules tumorales liées à la survenue 

de métastases. Les cellules tumorales isolées dans le sang périphérique, ce sont les cellules tumorales circulantes 

(CTCs); et les cellules isolées au niveau des ganglions lymphatiques ou de la moelle osseuse, ce sont des cellules 

tumorales disséminées (CTDs). De plus, récemment, pour les cellules tumorales isolées dans le liquide 
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biologique, on peut leur donner des nouveaux termes, par exemple, des cellules tumorales dans le LCR (Liquide 

Céphalo-Rachidien) (CSFTCs, CerebroSpinal Fluid Tumor Cells). 

1.2.1. Les cellules tumorales circulantes 

Les cellules tumorales circulantes font depuis plusieurs années l’objet de beaucoup d’études de part le 

monde dans le but de déterminer leur importance dans le développement de métastases, mais aussi de spécifier 

leur rôle dans la classification du cancer et un éventuel pronostic sur la survie des patients. D’une façon général, 

on peut classifier toutes les cellules rares circulantes détectées dans le sang comme des cellules circulantes non 

hématologiques. Les cellules circulantes non hématologiques peuvent ainsi correspondre à des CTCs, exprimant 

ou pas des marqueurs épithéliaux, des cellules bénignes épithéliales normales ou atypiques et des cellules 

endothéliales circulantes, correspondant soit à des cellules endothéliales matures, soit à des précurseurs 

angioblastiques (Mancuso, Burlini et al. 2001, Garmy-Susini and Varner 2005, Strijbos, Gratama et al. 2008). 

Les CTCs sont définies comme des cellules tumorales provenant soit des sites primaires soit des sites 

métastases et circulant librement dans le sang périphérique des patients atteints de cancer. Elles seraient absentes 

ou extrêmement rares chez des personnes indemnes de cancer (Figure 2).  

 
Figure 2. Cellules tumorales circulantes (d’après National Cancer Institute). 

L'angiogenèse induite par la tumeur se produit en phase d’invasion, ce qui donne lieu à la possibilité 

que les tumeurs hautement invasives mais localisées puissent libérer des CTCs dans la circulation périphérique 

pour initier des métastases. Les CTCs très agressives pourraient non seulement établir des métastases dans des 

organes éloignés, mais aussi être capable d'auto-ensemencer leurs organes d'origine. 

La migration des cellules tumorales à travers les barrières biologiques constitue l’événement dynamique 

majeur de l’invasion tumorale. Cependant trois évolutions des cellules tumorales sont possibles lors de la 

migration dans la circulation sanguine. Ces cellules tumorales devenues des CTCs peuvent soit entrer rapidement 

en extravasation pour établir des métastases, soit constituer des micro-métastases en dormance jusqu’à un 
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éventuel facteur activateur et se transformer en métastase ensuite, soit mourir par apoptose. Il est important de 

souligner que toutes les CTCs ne donnent pas de métastases. 

1.2.2. Les cellules tumorales disséminées 

La maladie résiduelle minimale (MRD, Minimal Residual Disease) est l’ensemble des cellules malignes 

persistant dans l’organisme non détectable par les méthodes morphologiques classiques. Les enjeux sont 

d’identifier la cellule tumorale, au sein de plusieurs milliers de cellules normales. Cependant, les CTDs peuvent 

être identifiées aujourd’hui grâce aux nombreux développements méthodologiques. 

Elles furent les premières à être découvertes au niveau de la moelle osseuse chez des patients atteints de 

divers types de tumeurs solides. Ces CTDs, appelées ultérieurement micro-métastases médullaires, ont joué un 

rôle important dans le diagnostic des cancers non métastatiques essentiellement le cancer du sein (Braun, Vogl et 

al. 2005), mais aussi le cancer du côlon (Riethdorf, Wikman et al. 2008).  

Parmi les organes éloignés, la moelle osseuse joue un rôle important parce qu’elle est facilement 

accessible par ponction. En même temps, la moelle osseuse pourrait être un organe commun de ralliement pour 

les CTDs provenant de divers types de tumeurs épithéliales. On soupçonne des facteurs environnementaux 

inconnus et internes de promouvoir la recirculation des CTDs de la moelle osseuse vers d'autres organes éloignés 

tel que le foie et les poumons où ces cellules vont trouver un terrain plus convenable pour leur croissance (Pantel 

and Brakenhoff 2004). Les CTDs peuvent aussi rester dans un état de dormance pendant de nombreuses années 

après une résection complète de la tumeur primaire avant qu’elles se développent sous forme de métastase (Uhr 

and Pantel 2011). Des expériences avec des modèles souris suggèrent que les CTDs qui redeviennent des CTCs 

peuvent retourner au niveau de la tumeur primaire, un processus appelé tumor self-seeding ou réensemencement 

de la tumeur primaire ou ensemencement croisé et peuvent générer des clones métastatiques agressifs (Kim, 

Oskarsson et al. 2009).  

La concentration des CTDs est extrêmement faible au niveau de la moelle osseuse, elle est 

généralement de 1x10-5 à 10-6 cellules (Riethdorf, Wikman et al. 2008), ce qui rend impossible de procéder à la 

détection de ces cellules sans passer par une étape d’enrichissement. Après l’étape d’enrichissement, les 

méthodes de détection peuvent être classées en méthode de cytométrie/immunologie, qu’il s’agit d’une technique 

d’immunocytomarquage, ou en analyse moléculaire (par exemple : qRT-PCR (Quantitative Real Time 

Polymerase Chain Reaction)) qui reste discutée à cause de l’absence de transcrit spécifique des cancers. La 

présence de CTDs chez un patient n’est pas forcément associée à la présence de CTCs. 

1.2.3. Autres 

En effet, plusieurs terminologies similaires sont employées: micrométastases, macrométastases, micro-

emboles tumoraux. Des micro-emboles tumoraux sont aussi détectés en circulation au niveau du sang 

périphérique (CTM, Circulating Tumor Microemboli). Ce sont des amas de CTCs (l’ensemble au moins des 3 

CTCs), leur détection est effectuée par des techniques de filtration, par exemple, la méthode ISET® (Isolation by 

Size of Epithelial Tumor) (Figure 3) (Paterlini-Brechot and Benali 2007) et faite également par d’autres 

technologies comme certaines puces à CTC et surtout le CellSearch®. Plus récemment, la détection des cellules 

tumorales est en cours de développements non seulement dans le sang périphérique, mais aussi dans les liquides 

biologiques. Par exemple, les cellules tumorales dans le LCR (CSFTCs), les cellules tumorales dans l’ascite. En 

plus de la cytologie conventionnelle, les techniques de détection développées pour les CTCs pourraient être 
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utilisées également dans la cadre de la détection de ces cellules, témoignant d’un potentiel de mieux détecter les 

cellules tumorales dans le liquide biologique, avec une sensibilité et une spécificité plus élevées. 

 
A et B : cellules tumorales circulantes detectées par la technique ISET® chez des patients atteints d’un cancer de la prostate.  
C et D : Microemboles tumoraux detectés par la technique ISET® chez des patients atteints d’un cancer du rein. 

 
Figure 3. Aspect des cellules tumorales circulantes et des microemboles tumoraux (d'après Paterlini-Brechot and 

Benali 2007). 

1.3. Historique de découverte de CTC 

L’existence de CTC dans le sang périphérique est un concept très ancien remontant à plus d’une 

centaine d’années. La première description microscopique de la présence de CTC dans le sang périphérique chez 

un patient atteint de cancer a été documentée en 1869 par Thomas Ashworth (Ashworth 1869). Sur l’autopsie 

d’un patient atteint de nombreuses tumeurs sous-cutanées, Ashworth a décrit les cellules qui ressemblaient 

exactement à celles des lésions primaires quant à la forme, la taille et l’apparence. Par la suite, il y a eu de 

courtes périodes d’intérêt pour ce phénomène, mais dans la majorité des cas, les cellules présumées cancéreuses 

ont été isolées seulement à partir de sang des patients en phase terminale ou lors d’autopsies. En 1955, Engell 

(Engell 1955) a fait une étude plus complète pour cette époque sur la démonstration des CTCs dans le sang. Il a 

pu trouver des CTCs drainant le site de la tumeur chez 41 des 76 patients atteints de cancer du rectum et chez 22 

des 31 patients atteints d’un carcinome du côlon. Mais d’après ses résultats, il n’y avait pas de différence 

significative entre le nombre des CTCs avant et après la chirurgie, et entre le taux de survie des patients avec la 

présence ou absence des CTCs. La dissémination des CTCs étant suspectée d’être la source de développement de 

métastases, plusieurs études ont été menées dans le but de déterminer le rôle et l’importance des CTCs dans le 

cancer métastatique (Sato 1962). En même temps, plusieurs méthodes ont été élaborées pour la détection des 

CTCs mais avec une efficacité réduite (Sandberg and Moore 1957, Malmgren, Pruitt et al. 1958, Roberts, Watne 

et al. 1958, Seal 1959). 



Introduction : Les cellules tumorales circulantes 
 

30 
 

Par la suite, avec l’évolution des techniques d’identification des CTCs à partir du sang périphérique, le 

rôle des CTCs dans le développement des métastases ne cesse d’être étudié et corrélé à des résultats cliniques 

dans divers types de tumeurs malignes, notamment du sein, de la prostate, de l’œsophage, de l’estomac, et du 

cancer colorectal, etc. La détection de CTCs est en train de devenir un outil utile dans la détection de tumeurs 

malignes notamment dans la surveillance de la progression de la maladie, et pourrait être un moyen d’évaluer la 

réponse à la thérapie. 

1.4. Caractéristiques des CTCs 

Les CTCs possèdent des caractéristiques des cellules tumorales au sein d’une tumeur, et donc ses 

aspects des cellules cancéreuses sont différents des cellules normales tant sur le plan morphologique, biologique 

que génétique. Par exemple, elles ne cessent pas de se diviser, elles n’obéissent pas aux signaux donnés par les 

cellules normales, elles n’adhèrent pas très bien les unes aux autres et peuvent ainsi se propager à d’autres parties 

du corps. 

1.4.1. Caractéristiques morphologiques 

Comme des cellules cancéreuses, les caractéristiques morphologiques des CTCs se basent 

essentiellement sur des modifications nucléo-cytoplasmiques, des critères cytologiques de malignité et des 

anomalies de la mitose. 

- Les cellules tumorales sont en général plus volumineuses que les cellules normales, mais souvent de 

taille inégale au sein d’un même tissu tumoral (Anisocytose). 

- Une augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique (N/C) est observée. 

- Les noyaux, généralement de formes irrégulières et hyper-chromatiques, sont de taille inégale entre 

eux (Anisocaryose). 

- La membrane nucléaire est épaisse. 

- Les nucléoles sont nombreux et volumineux. 

- Le cytoplasme est souvent de basophilie accentuée due à la richesse en ribosomes et à la synthèse 

accrue des protéines. 

- Les mitoses sont souvent plus nombreuses, de morphologie anormale (multipolaires,...). 

- Des "mitonécroses" par acquisition de mutations létales sont également observées. 

 Il faut faire attention, pour ce qui est des critères de malignité, car aucun critère morphologique, n’est à 

lui seul spécifique de malignité, des modifications morphologiques identiques peuvent s’observer au cours de 

pathologies non tumorales (viroses, lésions postradiques,...). Concernant les CTCs, plusieurs méthodes sont 

employées pour détecter et énumérer des CTCs à partir du sang de patients atteints de cancer. Cependant, la 

plupart des méthodologies manquent d’imagerie à haute résolution, et donc, on connaît peu de caractéristiques 

cytomorphologiques de CTCs.  

Dans une étude en 2010 (Marrinucci, Bethel et al. 2010), un marquage immunofluorescent suivie par 

une coloration Wright-Giemsa et Papanicolau, combiné à la technique du scannage de réseau fibre optique 

(FAST, Fiber-optic Array Scanning Technology) a été utilisé pour identifier les CTCs chez les patients atteints 

de cancer colorectal métastatique. Dans le sang périphérique, une population pléomorphique visiblement des 

cellules tumorales du côlon a été trouvé, comme indiquée dans la galerie de CTCs colorectaux (Figure 4) 
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(Marrinucci, Bethel et al. 2010). Il y avait non seulement de grandes cellules avec un rapport N/C élevé (Figures 

4 (a) et 4 (g)), mais aussi des cellules avec un cytoplasme modéré ou volumineux, ce qui donne des rapports N/C 

modérées à faibles (Figures 4 (e) et 4 (f)). La taille des CTCs était également variable. Beaucoup de CTCs 

étaient plus grandes que les leucocytes normaux avoisinantes (Figures 4 (a), 4 (f), et 4 (g)); Cependant, il y avait 

également des cellules de la même taille ou plus petite que les leucocytes les entourant (Figures 4 (c), 4 (d) et 4 

(e)). Dans certains cas, les cellules plus petites ont montré des signes évoquant l’apoptose, comme un noyau 

irrégulier ou une condensation cytoplasmique ou une fragmentation dans les structures arrondies denses (Figure 

4 (e)). 

 
Gauche: CTCs colorées par fluorochromes; Rouge: Alexa555-cytokératine, Vert: Alexa 647-CD45, et Bleu: DAPI. (a) - (f) Droit: CTCs 
correspondantes avec coloration de Papanicolaou. (g), (h) Droit: CTCs correspondantes avec une coloration Wright-Giemsa. 

 
Figure 4. Polymorphismes des CTCs chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique (d'après 

Marrinucci, Bethel et al. 2010). 

Les cellules présentent fréquemment des contours nucléaires irréguliers, soit de grandes lobations soit 

de fines irrégularités (Figures 4 (a) et 4 (b)). Certains des noyaux avec de grandes lobations sont apparu de forme 

monocytoïde, ou a montré une configuration en demi-lune (Figure 4 (f)); l'invagination nucléaire est occupée par 

cytoplasme riche en cytokératine. Dans d'autres cellules, les irrégularités nucléaires sont sur une plus petite 

échelle, ce qui donne un contour nucléaire finement irrégulier à un noyau généralement rond ou ovale (Figure 4 

(c)). 
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 L'excentricité de la localisation nucléaire dans le cytoplasme de la cellule est également une 

caractéristique importante pour beaucoup de CTCs du côlon. Bien que le cytoplasme se prolonge de manière 

circonférentielle autour du noyau, de nombreuses cellules présentent un renflement cytoplasmique d'un côté, 

occupée par un cytoplasme riche en cytokératine (Figures 4 (c) et 4 (d)). Les cellules colorées par Wright-

Giemsa et Papanicolau correspondantes démontrent une apparence "plasmacytoïde". 

Le rapport N/C est également très variable dans la population de cellules tumorales; tandis que les 

cellules avec le rapport N/C élevé sont certainement présentes, il y a aussi beaucoup de cellules avec le rapport 

N/C modéré à faible en raison de leurs cytoplasmes volumineux.  

En comparaison avec les biopsies de tissus provenant de sites tumoraux primaires et métastatiques, un 

polymorphisme est similaire avec le mélange cellulaire morphologique des cellules tumorales circulantes du 

côlon. Certaines caractéristiques cytologiques constatées dans tissus des biopsies, en particulier la lobation 

importante de contours nucléaires, sont clairement évidentes dans la population des CTCs. En outre, les fines 

irrégularités de contour de la membrane nucléaire présentées dans les tissus de biopsie persistent dans la 

population des CTCs. Enfin, les CTCs du côlon montrent une tendance morphologique vers une excentricité du 

cytoplasme riche en cytokératine, tandis que les tissus des biopsies correspondantes apparaissent en forme de 

colonne. 

Bien que cette petite série d’étude démontre que les CTCs du côlon dans la circulation ne sont pas 

différentes en apparence avec les cellules dans le tissu chez un seul patient, entre différents types de tumeur, les 

cellules circulantes peuvent varier dans leur apparence. En comparaison avec une autre étude morphologique sur 

les CTCs chez les patients atteints de cancer du sein (Marrinucci, Bethel et al. 2007), le pléomorphisme observé 

dans la population de CTCs est semblable à celui du côlon. Mais des différences morphologiques entre ces deux 

types de cancers ont montré que les CTCs du sein sont généralement rondes avec des cytoplasmes 

circonférentiels, alors que beaucoup de CTCs du côlon apparaissent excentriques, avec un renflement 

cytoplasmique sur un côté. 

1.4.2. Caractéristiques biologiques 

Lors de la transformation tumorale une cellule va subir des modifications comportementales et 

biochimiques qui vont lui permettre d’infiltrer un tissu sain et de se disséminer à distance. 

Comme les cellules cancéreuses dans les tissues de la tumeur, les CTCs gardent les caractéristiques du 

comportement : 

- Acquisition d’une immortalité : division cellulaire à l’infini. 

- Indépendance à l’ancrage : croissance en l’absence de support. 

- Perte de l’inhibition de contact. 

- Autoproduction de facteur de croissance. 

- Résistance à l’anoikis 

Les modifications biochimiques et fonctionnelles se concrétisent en : 

- Une grande mobilité. 

- Modifications membranaires (protéines, phospholipides…) entraînant des modifications du  

comportement des cellules et des communications intercellulaires. 

- Maintien, perte ou gain de certaines fonctions de la cellule normale comme la sécrétion accrue de 

substances produites par les cellules normales dont dérive la tumeur. 
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Plus précisément, en ce qui concerne CTC, la morphologie des CTCs chez chaque patient et entre les 

patients est très hétérogène (Allard, Matera et al. 2004, Larson, Moreno et al. 2004, Coumans, Doggen et al. 

2010, Hughes, Mattison et al. 2012) suggérant également de nombreuses différences dans leurs propriétés 

biologiques. Bien que beaucoup de CTCs se détachent de la tumeur dans la circulation, seuls quelques-unes vont 

survivre, coloniser avec succès dans des organes éloignés, favoriser la formation de vaisseaux sanguins et par 

conséquent développer de nouvelles métastases. La viabilité et l'état de prolifération de ces cellules vont 

déterminer définitivement si elles ont la capacité de réussir à former des métastases. 

1.4.2.1. Viabilité 

Un exemple de l'hétérogénéité intra-patient est illustré dans la Figure 5 panneaux A, B et C (Barradas 

and Terstappen 2013). La figure présente des CTCs détectées par la technique CellSearch®. Le panneau A 

montre un groupe de trois cellules tumorales grandes qui apparaissent tout à fait saines et ce qui soulève une 

question de savoir comment ils auraient pu passer du lit vasculaire périphérique. Le panneau B montre six 

cellules tumorales "intactes" dont la taille et la forme sont variables. Le panneau C montre six CTCs 

"endommagées" variant en taille et montrant une ponctuation distincte de la coloration de cytokératine (CK). Ces 

CTCs "endommagées"  conduisent à l'hypothèse que ces cellules étaient en cours d'apoptose. Il semble être le 

cas que la ponctuation de la cytokératine est associée à la présence de l'épitope M30 présentant uniquement sur 

la CK18 caspase-clivée (Leers, Kolgen et al. 1999, Larson, Moreno et al. 2004). Le panneau D montre trois 

cellules avec les CKs ponctuées: les panneaux de gauche montrent les images composites de la CK 8, 18, 19 

FITC (Isothiocyanate de fluorescéine) (vert) et le noyau DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénylindole) (violet) et les 

images en noir et blanc sur les panneaux de droit sont les colorations de M30 indiquant la présence de l'épitope 

M30 dans ces "granules contenant CKs". Contrairement à M30, l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-

2 (B-cell lymphoma 2) suggère une cellule viable résistante à l'apoptose et peut également prédire la réponse au 

traitement (McDonnell and Korsmeyer 1991, Callagy, Webber et al. 2008). Le panneau E montre les images des 

CTCs avec l’expression de Bcl-2. Les images en haut présentent deux CTCs d'un patient atteint de cancer du 

sein, l'un à droit exprime Bcl-2 tandis que l'autre à gauche ne l’exprime pas. Les images au milieu montrent une 

CTC avec une coloration claire de Bcl-2, alors que les images du bas montrent une CTC qui n’exprime pas de 

Bcl-2. L'expression de M30 et Bcl-2 sur les CTCs est très hétérogène et si cela a une signification clinique n'a 

pas encore été déterminé (Smerage, Budd et al. 2013). 

 L’analyse de l'expression de Bcl-2 en CTC chez patients atteints de cancer de la prostate a montré une 

variabilité remarquable intra et inter-patients (Callagy, Webber et al. 2008). Dans une étude chez 102 patients 

atteints de cancer bronchique à petites cellules (CBPC), les CTCs apoptotiques ont été détectées chez 44 (43%) 

des patients et leur proportion de CTCs intactes a varié de 0,2% à 20% (Hou, Krebs et al. 2012). Concernant le 

carcinome hépatocellulaire, le taux des patients avec des CTCs apoptotiques était de 23% et le ratio de nombre 

de CTCs apoptotiques et celui de CTCs totales était de 8,3% (Sun, Xu et al. 2013), inférieur à celui dans autres 

études (Leers, Kolgen et al. 1999, Mehes, Witt et al. 2001, Callagy, Webber et al. 2008, Rossi, Basso et al. 2010, 

Rossi, Fassan et al. 2012). Fait intéressant, aucune des cellules dans les CTMs n’a présenté une morphologie 

nucléaire apoptotique et par ailleurs, Bcl-2 a été détecté dans CTCs et CTMs chez 18 des 30 patients (Hou, 

Krebs et al. 2012). Cependant, dans une étude réalisée par Nagrath,  la viabilité moyenne des cellules capturées 

par la CTC-puce était d'environ 98%, déterminée par une évaluation de l'intégrité de la membrane cellulaire chez 

quatre échantillons obtenus à partir des patients atteints de cancer du poumon et de la prostate (Nagrath, Sequist 
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et al. 2007). Plus récemment, Kallergi et al. ont rapporté un taux de CTCs apoptotiques plus élevé chez les 

patients atteints de cancer du sein au stade précoce que celui au stade métastatique (Kallergi, Konstantinidis et al. 

2013).  

 
Dans tous les panneaux à l'exception de F, le vert représente CKs 8, 18 et 19 et le violet représente le noyau. Le panneaux F montrant des 
CMCs, le vert représente HMW-MAA, et le violet représente le noyau. Les colonnes de droite (D) une coloration de M30 ; (E) une 
coloartion de Bcl-2 ; (F) une coloration de ki67. 
 

Figure 5. Hétérogénéité de CTCs (d’après Barradas and Terstappen 2013) 

 De différentes méthodes pour mesurer l'apoptose induisent la variabilité des résultats ci-dessus, 

soulignant une nécessité des études plus contrôlées pour déterminer la signification clinique de CTC apoptotique. 

1.4.2.2. Capacité proliférative 

Le potentiel d'une CTC à proliférer est une condition nécessaire pour leur capacité à coloniser dans des 

organes éloignés. Le panneau F de la Figure 5 montre les CTCs chez un patient atteint de mélanome capturées 

par l'expression de CD146 (CD, Clusters de Différenciation) et colorées par un antigène humain associé au 

mélanome de poids moléculaire élevé (HMW-MAA). HMW-MAA est exprimé dans un grand pourcentage de 

lésions de mélanome avec une distribution restreinte dans les tissus normaux (Campoli, Chang et al. 2004). Les 

images en haut montrent une CTC exprimant Ki67, un antigène universellement exprimé dans les cellules en 

prolifération, mais absent dans les cellules quiescentes (Weigel and Dowsett 2010). La CTC dans les images au 

milieu est en cours de la division cellulaire et vérifiée par une coloration Ki67 des deux noyaux. La CTC du 

même patient dans les images en bas n’exprime pas de Ki67 témoignant une diversité des stades de la 

prolifération de CTC. Une étude sur l'expression de Ki67 dans les CTCs chez neuf patients atteints de cancer du 

sein a montré qu'aucune CTC n’a exprimé Ki67 (Muller, Stahmann et al. 2005), alors que dans une autre étude 

environ 25% des CTCs chez les patients atteints de cancer du sein ont exprimé Ki67 (Kallergi, Konstantinidis et 
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al. 2013). Chez les patients atteints de CBPC, les CTCs apoptotiques et les CTCs en prolifération ont été 

détectées respectivement, mais seulement dans les cellules individuelles et n’ont pas été détectées dans les CTMs 

(Hiltermann, Pore et al. 2012). Les études concernant l’état de l’apoptose et de la prolifération de CTC ne sont 

pas encore nombreuses pour faire des conclusions définitives et le cas échéant, l'effet du traitement sur l’état de 

la prolifération de CTC nécessite des études complémentaires. 

1.4.2.3. Propriétés de cellules souches 

Alors que la viabilité et l'état de la prolifération de CTC déterminent partiellement leur capacité à 

extravaser et former des métastases avec succès, d'autres traits d'identité sont aussi indispensables. Il a été 

proposé que les CTCs contiennent les cellules souches tumorales disséminées à partir de la tumeur primaire pour 

les sites métastatiques distants (Wicha, Liu et al. 2006). Dans les tumeurs primaires du cancer du sein, une sous-

population de cellules exprimant CD44+CD24-/bas, ayant des caractéristiques de cellules souches, étaient capables 

de former des tumeurs lorsque seulement 200 de ces cellules ont été implantées chez le souris  NOD/SCID (non-

obese diabetic/severe combined immunodeficient) (Al-Hajj, Wicha et al. 2003). Cependant les tumeurs ne se 

forment  pas lorsque 20,000 cellules isolées à partir de la même tumeur mais sans l’expression du phénotype 

CD44+CD24-/bas ont été implantées chez les souris. De plus, cette sous-population des CTCs expriment le 

marqueur de cellules souches Oct-4 lorsqu'elles sont cultivées in vitro (Ponti, Costa et al. 2005).  

 Des études sur les CTCs ont montré des sous-populations avec un phénotype de cellules souches. Dans 

une étude chez 30 patients atteints de cancer du sein métastatique, il a été montré que 80% des patients ont eu le 

phénotype CK+/CD44+/CD24-/bas parmi leurs CTCs et la prévalence moyenne par patient était de 35,3% 

(Theodoropoulos, Polioudaki et al. 2010). Il a été observé également l'existence d'une population moins 

fréquente de l'aldéhyde déshydrogénase 1 (ALDH1)haut/CD24-/bas. ALDH1 a été associée à un mauvais pronostic 

chez les différentes types de cancer du sein (Ginestier, Hur et al. 2007, Charafe-Jauffret, Ginestier et al. 2010) et 

il a été montré que les cellules souches et de progéniteurs normales et malignes présentent une activité de 

l'ALDH élevée (Hess, Meyerrose et al. 2004, Matsui, Huff et al. 2004, Pearce, Taussig et al. 2005). Donc, les 

cellules de cancer du sein présentant une activité de l’ALDH élevée avec le phénotype CD44+CD24- étaient 

hautement tumorigène par rapport aux celles sans le phénotype CD44+CD24- (Al-Hajj, Wicha et al. 2003). 

 Récemment les CTCs ont été identifiées dans des échantillons de sang chez 82 patients atteints de 

carcinome hépatocellulaire (Sun, Xu et al. 2013). Les cellules avec EpCAM (Epithelial Cell Adhesion 

Molecule)+ ont été isolées en utilisant le CellSearch® CTC Profil Kit, suivies par un cytospin et une 

immunocoloration pour des marqueurs différents de cellules. Les CTCs ont été trouvées positives pour les 

marqueurs de cellules souches tels que CD133, ATP-binding cassette sub-family G member 2 (ABCG2) et β-

caténine. Il serait intéressant de comprendre les différents potentiels tumorigènes de ces sous-populations de 

CTCs. Par exemple, les cellules avec CD133+ isolées de la tumeur cérébrale étaient capables d'initier la 

formation de tumeurs dans des cerveaux de souris NOD/SCID, tandis que celles avec CD133- ne pouvait pas, 

même si mille fois plus de cellules ont été implantées (Singh, Hawkins et al. 2004). En outre la co-expression de 

CD133 et ALDH1A1 chez des patients ayant subi une résection chirurgicale d'un cancer du poumon de stade 

précoce a été fortement associée à une survie mauvaise (Alamgeer, Ganju et al. 2013). 

 Les voies de signalisation principales qui caractérisent les cellules souches normales ont été trouvées 

activées dans les cellules tumorales et ainsi les CTCs. Les CTCs de patients atteints de cancer du sein primaire et 
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métastatique ont été montrées des expressions des récepteurs et des kinases de signalisation activées de la voie 

EGFR/HER2/PI3K/Akt (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor ; HER2, human epidermal growth factor 

receptor 2 ; PI3K, phosphoinositide 3-kinase ; Akt, protein kinase B) (Kallergi, Agelaki et al. 2008). 

 Les CTCs avec les caractéristiques de cellules souches peuvent représenter une sous-population plus 

agressive. Cependant, leur utilisation clinique nécessite des études supplémentaires. En ce qui concerne ALDH1 

par exemple, il était encore impossible d'associer la positivité d’ALDH1 avec l'un des facteurs clinico-

pathologiques étudiés (Kasimir-Bauer, Hoffmann et al. 2012). 

1.4.3. Caractéristiques moléculaires et génétiques 

Au niveau des cellules tumorales, les anomalies chromosomiques sont très fréquentes, non spécifiques, 

nombreuses et instables au cours de l’évolution de la tumeur. Elles peuvent être quantitatives portant sur le 

nombre de chromosomes (Aneuploïdie ou Polyploïdie) mais aussi qualitatives portant sur la structure des 

chromosomes par perte d'un fragment de celui-ci (translocation, délétion…). 

Pendant la routine clinique, les patients atteints de cancer sont classifiés selon leurs profils de la tumeur 

primaire. Cependant, les informations obtenues par des analyses moléculaires ou cytogénétiques dans des tissues 

de la tumeur primaire ne pourraient pas représenter précisément l’état de la maladie pendant la progression 

tumorale et pourraient être trompeuses parce que les marqueurs tumoraux s’expriment probablement 

différemment sur les CTCs (Pestrin, Bessi et al. 2009, Tewes, Aktas et al. 2009). De plus, les CTCs sont 

hautement hétérogènes et ne sont pas encore complètement caractérisées (Klein, Blankenstein et al. 2002). Les 

caractéristiques génétiques et moléculaires des CTCs sont effectuées par hybridation in situ avec sonde 

fluorescente (FISH, Hybridation In Situ en Fluorescence), hybridation génomique comparative (CGH, 

Comparative Genomic Hybridization), techniques basées sur réaction en chaîne à la polymérase (PCR, 

Polymerase Chain Reaction), et coloration immunofluorescence des biomarqueurs. Grâce à ces techniques, on 

obtient plus d’information sur le profil malin, le potentiel métastatique des CTCs en comparaison avec la tumeur 

primaire (McShane, Altman et al. 2005, Fehm, Hoffmann et al. 2009).  

Les CTCs analysées par FISH ont montré des nombres de copies anormaux des certains chromosomes 

(1, 7, 8, 12, 18) qui soutiennent la nature maligne des CTCs (Fehm, Sagalowsky et al. 2002, Swennenhuis, Tibbe 

et al. 2009). En utilisant FISH dans des CTCs chez des patients atteints de cancer de la prostate métastatique, une 

amplification chromosomique des récepteur d’androgène (AR, Androgen Receptor), un réarrangement de gènes 

ERG, une perte de gène PTEN, et un gain relatif de gènes MYC ont été détectés (Attard, Swennenhuis et al. 

2009, Leversha, Han et al. 2009). Un décalage bidirectionnel sur l’état de HER2 entre la tumeur primaire et les 

CTCs correspondantes était observé chez une partie des patients (la tumeur primaire avec HER2 négative 

pourrait libérer des CTCs avec HER2 positive, et vise versa). Il pourrait aider les médecins à déterminer quel 

traitement sera le plus efficace (Pestrin, Bessi et al. 2009).  

Toutefois, la technique FISH nécessite des connaissances préalables des gènes probablement modifiés 

dans les échantillons alors que CGH peut détecter le changement du nombre de copies sur ADN sans 

connaissances préalables des aberrations génétiques suspectées. L’hétérogénéité et l’instabilité génomique des 

cellules cancéreuses disséminées chez le cancer du sein peuvent être observées par CGH (Klein, Blankenstein et 

al. 2002). Cependant, certaines mutations sont sous la limite de résolution de CGH (10-20 Megabase) ; il n’est 

pas encore décidé si les cellules avec CK positive ou EpCAM positive sans changements sur leurs profils CGH 
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serraient vraiment les cellules tumorales. Une technique aCGH (Array CGH), améliorée de la méthode CGH a 

une résolution plus haute. En 2009, Paris et al. ont appliqué la technique aCGH pour la première fois dans le 

profile des CTCs enrichies à partir du sang périphérique chez des patients atteints de cancer de la prostate 

métastatique résistant à la castration et leurs résultats ont indiqué que les profils des nombres de copies des CTCs 

étaient similaires à ceux des ADN extrait de la tumeur primaire correspondante, ce qui a confirmé la nature 

maligne des ces CTCs (Paris, Kobayashi et al. 2009).  

Selon l’analyse moléculaire des CTCs par la technique basée sur la PCR, une discordance des profils 

d’expression (HER2, ER (Estrogen Receptor) et PR (Progesterone Receptors)) entre les CTCs et la tumeur 

primaire chez les cancers du sein métastatique était observée. Ces constatations pourraient avoir une pertinence 

clinique pour sélectionner les patients qui peuvent bénéficier d’une thérapie moléculaire ciblée (Fehm, 

Hoffmann et al. 2009, Tewes, Aktas et al. 2009, Sieuwerts, Mostert et al. 2011).  

En outre, les autres techniques comme la puce à CTC, le profil de l’expression de ARNmi (micro-Acide 

RiboNucléique) et l’application combinée des certains de ces techniques sont en cours de développement. 

L’analyse moléculaire et génique des CTCs pourrait rendre possible le suivi des modifications dans les 

génotypes des CTCs au cours du traitement (Lankiewicz, Zimmermann et al. 2008, Maheswaran, Sequist et al. 

2008, Stott, Lee et al. 2010). Notamment, l’expression altérée des gènes de ARNmi spécifiques a déjà montré à 

contribuer à l'initiation et la progression du cancer (Bartels and Tsongalis 2009). Par conséquent, la thérapie 

génique à base de ARNmi propose une nouvelle stratégie anti-cancéreuse, ce qui rend le profil de ARNmi dans 

les CTCs encore plus intéressant. L’analyse du profil d'expression de ARNm (Acide Ribonucléique Messager) et 

ARNmi dans un bruit de fond important de leucocytes a été confirmée possible. 

 L'analyse phénotypique des CTCs chez les patients atteints de cancer est d'une importance capitale pour 

comprendre leur hétérogénéité biologique et ainsi faciliter leur traitement ciblé efficace et élimination éventuelle. 

Par exemple, EGFR peut activer les voies de signalisation en aval, tels que la voie PI3K/Akt, qui régule la 

prolifération, la survie et la migration. La néovascularisation associée à une tumeur est principalement induit par 

le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), dont l'expression 

peut être régulée à la hausse par HIF-1α (HIF, Hypoxia-Inducible Factor) qui est un facteur de transcription 

induite en état de privation d'oxygène (Hanahan and Weinberg 2011). Les expressions de ces facteurs ont été 

détectées sur CTCs chez les patients atteints de cancer et leurs présences pourraient expliquer le potentiel 

métastatique de CTC (Kallergi, Agelaki et al. 2008, Kallergi, Markomanolaki et al. 2009). Ces molécules 

pourraient être des candidats potentiels pour les cibles anticancéreuses chez les patients atteints de cancer. 

Cependant, pour bien analyser les caractéristiques moléculaires de CTC, une population de patients relativement 

plus nombreuses, de différents types de cancers et des molécules plus spécifiques de la tumeur seront nécessaires 

dans des recherches ultérieures. 

 La plupart des méthodes pour la caractérisation de CTC sont basées sur notre connaissance préalable de 

certaines anomalies spécifiques du cancer. La technologie des biopuces a fourni la première occasion d'étudier 

simultanément l'expression de milliers de gènes qui nécessite habituellement 1-2µg de l'ARNm, ce qui 

correspond à 106-107 cellules. Étant donné le grand nombre de cellules nécessaires, cette technique a une 

utilisation limitée dans le domaine de CTC. Y a-t-il un moyen possible pour obtenir le profil d'expression de 

gène globale même à partir d’un faible nombre de CTCs? Une nouvelle méthode, à savoir le Pico profilage, a été 

signalé capable de générer un profil d'expression précise avec aussi peu que 10 cellules, et l'information 
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provenant de cette approche était très comparable à celui donné par les techniques classiques depuis des milliers 

à des millions de cellules (Gonzalez-Roca, Garcia-Albeniz et al. 2010). En outre, grâce à une amplification du 

génome entier (whole genome amplification en anglais), et un séquençage de prochaine génération (next 

generation sequencing en anglais), le séquençage de CTC au niveau d'une seule cellule n’est plus un mythe. 

Avec les progrès technologiques, les applications de l’analyse de l'ensemble du génome, l’épigénome, le 

transcriptome, et le protéome de la seule cellule permettront une meilleure compréhension caractéristique de 

CTC. 

1.5. Méthodologie de la détection des CTCs 

En général, les méthodes de la détection de CTCs sont composées des deux étapes suivantes: le 

processus d’enrichissement (isolation) (par des techniques morphologiques et immunologiques) et le processus 

de détection (identification) (par des techniques cytométrique et d'acides nucléiques), qui peut être ou ne peut 

pas être séparé du processus d'enrichissement (Figure 6). En raison de la rareté des CTCs dans la circulation 

périphérique (une CTC/106-107 de cellules mononucléaires), les études sur les CTCs reposent en grande partie 

sur les approches d'isolement avec une sensibilité élevée. Une spécificité élevée est une autre exigence 

obligatoire de la procédure d'isolement de CTCs, car une sélection de faux positifs peut se produire en raison de 

l'expression des marqueurs épithéliaux dans les cellules non-épithéliales et tromper les médecins de faire une 

estimation inexacte sur le pronostic de la maladie et la réponse au traitement, provoquant un traitement inutile 

qui peut nuire aux patients. 

 
Figure 6. Méthodes de l’enrichissement, la détection et la caractérisation des CTCs  

(d’après Pantel K et al. 2008). 
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1.5.1. Techniques d'enrichissement 

Les techniques d’enrichissement des CTCs sont basées sur les propriétés physiques et biologiques 

(Alix-Panabieres and Pantel 2014). 

1.5.1.1. Isolation à base des propriétés physiques 

ISET® fonctionne comme un microfiltre qui isole les CTCs sur la base de leurs tailles différentes, qui ne 

nécessite ni modification fonctionnelle, ni procédure d'enrichissement complexe (Figure 7). Son seuil de la 

sensibilité d'isolation est près d'une cellule de carcinome par millilitre (Vona, Sabile et al. 2000). Récemment, 

Tan et al. (Tan, Yobas et al. 2009) ont présenté un nouveau test ISET®, qui était basée sur une plateforme 

microfluidique composée de plusieurs réseaux de puits d'isolation en forme de croissant, qui possédaient au 

moins 80% de l'efficacité et la pureté de l'isolement des cellules cancéreuses du sein et du côlon. Les espaces de 

5 µm entre chaque piège en forme de croissant permettent traverser plus des érythrocytes et des leucocytes 

déformables, tandis que les cellules tumorales plus rigides et plus grandes sont plus possibles d'être capturées 

dans chaque structure en forme de croissant. Un des avantages les plus importants de l'ISET® est la capacité à 

isoler les CTCs sans endommager la morphologie des cellules, ce qui permet les techniques 

d’immunocytochimie et d'immunofluorescence pour étudier les CTCs individuelles. 

 
Figure 7. Différentes tailles de CTCs et les cellules hématologiques (d’après le blog d’Erica D Pratt). 

La séparation par gradient de densité des CTCs est réalisée en utilisant Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) 

ou OncoquickTM (Greiner Bio-One) pour séparer des CTCs et des cellules mononucléaires à partir d'autres 

cellules sanguines. Par rapport à la procédure classique de Ficoll, OncoquickTM a été développé pour éviter la 

contamination croisée de différentes couches cellulaires en utilisant une membrane poreuse qui maintient leur 

séparation. Un taux de récupération plus élevé a été observé en utilisant OncoquickTM (Gertler, Rosenberg et al. 

2003). RosetteSepTM (Stem Cell Technologies) fonctionne comme une sélection négative qui peut améliorer la 

spécificité de la procédure standard de la séparation par gradient de densité. Les anticorps bi-spécifiques 
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réticulent les cellules indésirables dans le sang total avec les érythrocytes, forment des immunorosettes, ce qui 

augmentent la densité de cellules indésirables permettant leur élimination par centrifugation en gradient de 

densité (Busch, Cesar et al. 2004, Hayes, Busch et al. 2010). 

1.5.1.2. Isolation à base des propriétés biologiques 

Les techniques d'enrichissement immunologiques ciblant des marqueurs spécifiques qui s'expriment sur 

les CTCs sont les méthodes les plus largement utilisées actuellement. Il existe deux stratégies employées dans 

toutes les procédures d'isolation immunologiques: les marqueurs spécifiques des cellules épithéliales (EpCAM et 

CKs) généralement exprimés par presque toutes les cellules tumorales d'origine épithéliale et les marqueurs 

spécifiques de la tumeur (a-Foetoprotéine, HER2-neu, MUC1/MUC2 (MUC, Mucin), mammaglobulin, et 

antigène carcinoembryonnaire (ACE)) exprimés par un type de cancer particulier (Sleijfer, Gratama et al. 2007) 

(Tableau 1). L'isolement immunomagnétique est effectué avec des anticorps monoclonaux enrobés des 

microbilles magnétiques et un aimant pour séparer les CTCs depuis un contexte de leucocytes par une force 

magnétique. La sensibilité de cette méthode est généralement renforcée par l'application d'une sélection négative 

d’anti-CD45 des leucocytes, comme le système MACSTM (Magnetic Activated Cell Sorting) (Miltenyi Biotec) 

(Cohen, Punt et al. 2008, Nezos, Pissimisis et al. 2009). Un des avantages de cette technique est qu'elle permet 

d'éviter la lyse cellulaire tandis que les CTCs sont isolées, ce qui facilite les analyses suivantes de la numération, 

de l’immunocytochimie et de l’immunofluorescence des CTCs. Cependant, les anticorps spécifiques aux cellules 

épithéliales peuvent marquer les cellules épithéliales non tumorales par un marquage spécifique et les cellules 

non épithéliales non tumorales par un marquage non spécifique, donnant ainsi des résultats faussement positifs; 

Les CTCs qui n'expriment pas un marqueur donné en raison de l'hétérogénéité de la cellule tumorale peuvent 

donner lieu à des résultats faussement négatifs (Goeminne, Guillaume et al. 2000, Negin and Cohen 2010). Une 

étude exhaustive in vivo et in vitro visant à comparer les quatre techniques actuelles pour la détection des CTCs 

(MACSTM, RosetteSepTM, OncoQuickTM, et OncoQuickTM plus) a montré que le système MACSTM a présenté un 

taux de récupération beaucoup plus élevé avec une grande reproductibilité et une haute précision que les trois 

autres techniques (Tewes, Aktas et al. 2009). AdnaTestTM (AdnaGen) marquant les CTCs par des billes 

magnétiques conjuguées avec les anticorps épithéliaux et les anticorps spécifiques de la tumeur (disponible chez 

le cancer du côlon, du sein et de la prostate) (Cristofanilli 2009). Une analyse RT-PCR (Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction) multiplex est possible à la suite du processus d'isolement, ce qui facilite la détection 

de CTC très rares sont en fonction de leurs gènes associés à la tumeur. 

 Le système CellSearch® (Veridex) est le seul système approuvé par FDA (Food and Drug 

Administration). C’est le premier système de séparation immunomagnetique automatique applicable en routine 

clinique pour détecter et analyser les CTCs chez les patients atteints d'un cancer du sein métastatique (MBC, 

metastatic breast cancer), d’un cancer colorectal et d’un cancer de la prostate (Negin and Cohen 2010). Les 

nanoparticules ferrofluidiques recouvertes des anticorps anti-EpCAM conservent les CTCs selon un champ 

magnétique, avec une procédure de coloration et d’immunomarquage triple (CK8/18/19, DAPI, CD45) (Allard, 

Matera et al. 2004, Cristofanilli, Budd et al. 2004, Cristofanilli 2009). Dans une étude multicentrique, Riethdorf 

et al ont rapporté que le système de CellSearch® présentait un taux de récupération élevé de 82%, une haute 

spécificité et une haute reproductibilité pour la détection de CTCs chez les patients atteints de MBC (Riethdorf, 

Fritsche et al. 2007) . Les résultats d'une autre étude comparant le système OncoQuickTM et le système 
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CellSearch® ont montré que la sensibilité et le taux de la récupération de CellSearch® étaient supérieures à ceux 

de OncoQuickTM (Balic, Dandachi et al. 2005). 

Tableau 1. Exemples des marqueurs de CTC utilisés dans la recherche clinique 

(d’après Sleijfer et al. 2007). 

Epithelial markers 

Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) 

Cytokeratin 7, 8, 18, 19, 20 

Human epithelial antigen 

"Tumour-specific" markers 

α-Foetoprotein (hepatocellular carcinoma) 

CA-IX (renal cell carcinoma) 

Carcinoembryonic antigen (colorectal carcinoma, gastric carcinoma) 

Carcinoembryonic antigen adhesion molecule 2 (colorectal) 

HER2-neu (breast cancer) 

Mammaglobulin (breast cancer) 

Melanoma antigen gene family-A3 (breast carcinoma, melanoma) 

MOC-31 (ovarian carcinoma) 

MUC1/MUC2 (breast cancer) 

N-Acetylgalactosaminyltransferase (breast carcinoma) 

Prostate specific antigen (prostate cancer) 

Squamous cell carcinoma antigen (squamous cell carcinoma of the oesophagus) 

 Stanniocalcin-1 (breast carcinoma) 

La CTC-puce, une technologie récente avancée et créative, sépare les CTCs rares basée sur une 

plateforme microfluidique (Nagrath, Sequist et al. 2007). Comme le sang total a été pompé à travers la puce sous 

une stricte manipulation de forces de cisaillement et de vitesse, les micropistes recouvertes d'anticorps anti-

EpCAM captent directement les CTCs. Les CTCs ont été confirmées par CK+ (CAM5.2) et DAPI+, alors que les 

cellules avec CD45+ ont été marqués comme les cellules hématologiques normales contaminantes. La CTC-puce 

a présenté une extrêmement haute sensibilité (99,1%) et spécificité (100%) chez les échantillons de cancer du 

poumon, colorectal, de la prostate, du sein et du pancréas. Récemment, une version plus avancée de la CTC-puce, 

à savoir microvortex-generating herringbone-chip, a changé la matrice des micropistes à la rainure en forme de 

chevrons qui ont augmenté la possibilité d'interactions entre les CTCs et EpCAM qui a revêtu la surface interne 

de la rainure. Cette nouvelle version de la puce microfluidique a donné une efficacité de capture et une pureté 

considérablement améliorée par rapport à la CTC-puce précédente et permis un débit de volume sanguin plus 

élevé (Stott, Hsu et al. 2010). Parmi les tests actuellement disponibles, les avantages de la puce microfluidique 

étaient les suivantes: (1) Trier directement des CTCs à partir du sang total en une seule étape sans prétraitement 

d'échantillons nécessaire  empêchant la perte et la destruction des CTCs rares; (2) En raison de sa procédure 
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d'isolement douce, des cellules viables peuvent être obtenues alors que le système CellSearch® ne peut isoler que 

les cellules fixées, non viables. 

 D’autres approches d’isolement innovantes établies jusqu’à présent comprennent CAM et NV1066, qui 

ont été résumées dans le Tableau 2 (Fong, Lee et al. 2009, Paris, Kobayashi et al. 2009, Lu, Fan et al. 2010). 

Malgré des progrès énormes dans l'isolement des CTCs, il y a encore quelques problèmes restants à résoudre. Au 

cours de leur voyage vers le site métastatique, les cellules tumorales pourraient subir une transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT, Epithelial to Mesenchymal Transition) aboutissant à perdre progressivement leurs 

propriétés épithéliales telles que le marqueur de surface EpCAM et CK et développer les caractéristiques 

mésenchymateuses comme l’expression de la vimentine et la N-cadhérine (Christofori 2006, Thiery and Sleeman 

2006). Ce changement phénotypique a été associé à l'agressivité de cellules tumorales in vivo (Willipinski-

Stapelfeldt, Riethdorf et al. 2005). Cela signifie que les essais ciblant des cellules épithéliales dans le sang 

seraient infructueux suite à la perte des cellules tumorales les plus invasives. Par conséquence, une dépletion des 

Leucocytes n’a pas de biais de sélection des CTCs avant leur identification. La mise en œuvre de marqueurs 

spécifiques de la tumeur comme HER-2, MUC1/2, ACE pour cibler les CTCs est contestée par l'hétérogénéité 

des cellules tumorales (Allard, Matera et al. 2004, Ring, Smith et al. 2004, Balic, Dandachi et al. 2005, Desmedt, 

Ruiz-Garcia et al. 2008, Tewes, Aktas et al. 2009). Des efforts supplémentaires sont nécessaires pour améliorer 

dans la procédure d'isolement des CTCs en vue de développer une technique plus précise et robuste. 

1.5.2. Techniques d’identification 

Une fois que les CTCs sont isolées; les procédures d'identification sont réalisées pour continuer à étudier 

leur origine et leur profil génétique. Les méthodes d'identification actuelles se divisent en deux grandes 

catégories: les méthodes basées sur les acides nucléiques et les méthodes de cytométrie. 

1.5.2.1. Méthodes basés sur l’acide nucléique 

 La technique à base de RT-PCR, la plus sensible à ce jour, a été utilisée pour la détection moléculaire 

des CTCs en analysant l'expression des signatures des marqueurs  spécifiques de la cellule épithéliale ou de 

l’organe (Fabisiewicz, Kulik et al. 2004, Ring, Zabaglo et al. 2005, Dubois, Epling et al. 2010, Van der Auwera, 

Peeters et al. 2010). Les avantages potentiels de la RT-PCR incluent l'indépendance de l'interprétation manuelle 

par un personnel bien formé, l'identification des CTCs dans le niveau d'ARNm plutôt que le niveau de la 

protéine, et de faciliter la recherche des gènes cibles concernant des métastases. Cependant, puisque la 

technologie PCR (Polymerase Chain Reaction) est basée sur la caractéristique d'amplification, même un 

minimum de contamination au cours de la préparation de l'échantillon peut causer des résultats faussement 

positifs (Lambrechts, Bosma et al. 1999, Fabisiewicz, Kulik et al. 2004, Chen, Jiang et al. 2007), et il n’y a pas 

de visualisation des cellules tumorales. L'avènement de qRT-PCR a réduit les possibles résultats faux positifs en 

utilisant des sondes internes (entre des amorces) qui hybrident spécifiquement à la séquence amplifiée pour 

augmenter la spécificité de la PCR. La qRT-PCR améliore la spécificité de l'analyse des CTCs par définir la 

"valeur seuil" pour l'expression de gènes des marqueurs dans le sang périphérique. Les résultats supérieurs à la 

valeur seuil ont été considérés comme les "signaux vrais" des CTCs. En outre, en raison de la mesure continue 

du signal amplifié, des résultats faussement positifs peuvent être identifiés et éliminés facilement (Nolan, Hands 

et al. 2006). De même, la détection des expressions de plusieurs gènes spécifiques de CTCs par qRT-PCR 

augmenterait la sensibilité et la spécificité des analyse des CTCs (Sieuwerts, Kraan et al. 2009). Il faut faire
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attention que seulement les CTCs intactes et 

viables peuvent jouer un rôle pour établir des 

colonies secondaires. Cependant, l’essai à 

base de PCR pourrait détecter des transcrits 

spécifiques de CTCs à partir de fragments 

cellulaire présentant dans le sang de patients 

atteints de cancer sans CTCs intactes 

détectables. Cela signifie que les patients avec 

une expression élevée de gène spécifique de 

CTC n’auraient pas nécessairement des CTCs 

fonctionnelles. 

La recherche de marqueur approprié 

de l'ARNm exprimé spécifiquement par les 

cellules tumorales est essentielle pour 

améliorer la spécificité et la fiabilité des 

procédures de la détection de CTCs. Les 

résultats obtenus à partir de plusieurs études 

ont montré que la sensibilité de qRT-PCR 

pour ARNm de la mamoglobine a varié de 29 

à 49% chez les patients atteints de MBC (Zach, 

Kasparu et al. 1999, Silva, Tome et al. 2002, 

Tewes, Aktas et al. 2009). Les sensibilités 

d’ARNm de survivine, hTERT (Human 

Telomerase Reverse Transcriptase), et hMAM 

(Human Mammoglobin) dans le sang 

périphérique de patients atteints de cancer du 

sein étaient de 36,2, 59,6, et 33,0% 

respectivement. Après la combinaison des 

trois marqueurs ci-dessus, la sensibilité atteint 

de 70,2% (Shen, Hu et al. 2009). L’expression 

de MUC1 a été trouvée chez 11, 24, et 45% 

des patients atteints de la maladie bénigne du 

sein, le cancer du sein opérable, et le cancer 

du sein de stade avancé respectivement (de 

Cremoux, Extra et al. 2000). Xi et al. (Xi, 

Nicastri et al. 2007) ont fait une étude pour 

chercher des marqueurs optimaux pour la 

détection des CTCs par qRT-PCR chez six 

types de cancer (mélanome, les cancers du 

sein, du côlon,  de l’œsophage, de la tête de du 
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cou, et du poumon). Ils ont trouvé que les biomarqueurs les plus fiables des CTCs étaient MGB2 (Mammaglobin 

2) pour le cancer du sein, TM4SF3 pour le cancer du côlon, CK19 pour le cancer de l'oesophage, EGFR pour le 

cancer de la tête et du cou, SFTPB pour le cancer du poumon, et TYR pour le mélanome. 

1.5.2.2. Analyses fonctionnelles 

La cytométrie en flux, une technique à la base de cytométrie conventionnelle, identifie et compte les 

CTCs en utilisant des anticorps monoclonaux ciblant des marqueurs spécifiques de CTCs purifiées à partir des 

procédures d'enrichissement. Contrairement aux techniques de RT-PCR, la cytométrie de flux non seulement 

donne des informations avec une grand précision statistique et une quantification de la sous-population mais 

aussi possède une haute spécificité en raison de sa capacité pour l'analyse simultanée de plusieurs paramètres, 

par exemple, la teneur en ADN, la taille des cellules, la viabilité cellulaire, les marqueurs intra- et extracellulaire 

dans les cellules individuellement et rapidement. En gardant les cellules intactes durant la procédure de détection, 

une identification morphologique et une caractérisation moléculaire suivante sont autorisées à effectuer. 

Cependant, l'inconvénient des systèmes de cytométrie de flux actuels est leur sensibilité plus faible (une cellule 

tumorale/104-105 cellules sanguines) par rapport aux approches RT-PCR (une cellule tumorale/106 cellules 

sanguines) (Wang, Wang et al. 2009, Hu, Fan et al. 2010). 

 FAST, un système cytométrique rapide et précise de la location des CTCs, est équipé d'un champ de vue 

exceptionnellement  grand (50 341 mm), sans perte de l'efficacité de la collecte, ce qui rend possible de localiser 

les CTCs marquées par immunofluorescence sur des substrats de verre à une vitesse de balayage de 500 fois plus 

rapide que la microscopie numérique automatisée conventionnelle permettant FAST de détecter les CTCs sans 

procédure d'enrichissement. Pour éviter les résultats faux-positifs, une base de données de vrais et de faux 

positifs pour optimiser les filtres d'image a été créée (Krivacic, Ladanyi et al. 2004, Hsieh, Marrinucci et al. 

2006). Dans une petite série de cas, tous les cinq patients atteints de cancer colorectal avaient CTCs détectées par 

FAST. Le nombre de CTC a varié de 12 à 282 CTCs par ml de sang, et les patients qui avaient été évalués ayant 

un cancer colorectal progressif ont eu plus de CTCs détectées que les patients qui étaient stables au moment du 

prélèvement sanguin (Marrinucci, Bethel et al. 2010). 

 Basé sur la technologie de dosage immuno-enzymatique, un immunospot épithélial (EPISPOT, 

epithelial immunospot) identifie les CTCs par la détection de protéines spécifiques (CKs, MUC, PSA (Prostate 

Specific Antigen), etc) sécrétées par les CTCs. L'une des caractéristiques d’EPISPOT est que seulement les 

CTCs viables peuvent être identifiées, parce que les CTCs mortes sont incapables de sécréter une quantité 

suffisante de protéines à détecter (Alix-Panabieres, Vendrell et al. 2007).  La sensibilité de l’EPISPOT est 

supérieure à celle de l'ELISA de deux ordres de grandeur lors de la détection de CK19 libérée par des cellules 

cancéreuses (Alix-Panabieres, Vendrell et al. 2009). Cependant, une étude de validation dans un contexte 

clinique reste encore à fournir. 

1.6. Intérêt clinique de la détection des CTCs en oncologie 

L'existence de métastases occultes dans la circulation périphérique à un stade précoce de cancer est de 

plus en plus considérée comme une caractéristique de la progression du cancer. Cependant, les marqueurs 

sériques ou la technique d’imagerie à haute résolution actuels sont incapables d'identifier les micrométastases au 

cours de la progression du cancer et donner des informations précises concernant la réponse au traitement. 

Comme un événement intermédiaire important dans le processus de métastases, l'hypothèse a été faite que le 
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nombre de CTCs pourrait refléter la métastase en cours (Goodman, Fink et al. 2009). La plupart de résultats 

actuels ont montré une corrélation entre le nombre de CTCs et les paramètres de conséquence clinique de 

patients tels que la survie sans progression (PFS, Progession-Free Survival) et la survie globale (OS, Overall 

Survival). Une diminution ou une disparition de CTCs peuvent indiquer une réponse favorable au traitement. 

Inversement, la présence persistante de CTCs peut suggérer une résistance au traitement et une élimination 

incomplète des cellules cancéreuses, même s'il n'y a pas de tumeur métastatique détectée cliniquement (Sun, 

Yang et al. 2011). Plusieurs essais cliniques évaluent l’utilisation des CTCs dans différents contextes cliniques 

(Tableau 3) 

Tableau 3. Intérêts cliniques des CTCs en tant que biopsie liquide (d’après A. Rafii et al. 2014). 

Quantification des CTCs 

Détection de la maladie résiduelle micro-métastatique 

Évaluation du prognostic pour les stades débutants et métastatiques 

Stratification des patients pour les traitements (néo) adjuvants 

Détection de la rechute métastatique 

Mesure de l’efficacité des traitements 

Caractérisation moléculaire des CTCs 

Biopsie liquid representative de la maladie cancéreuse 

Nouveau biomarqueur pronostique 

Détection des clones résistants aux traitements 

Compréhension des mécanismes impliqués dans la plasticité cellulaire/detection de clones à proprétés de cellules souches 

Mise en evidence de nouvelles cibles thérapeutiques/de l’hétérogénéité tumorale/de la résistance aux traitements 

1.6.1. Cancer du sein 

Dans une étude multicentrique prospective incluant 177 patients de MBC qui ont commencé une 

nouvelle ligne de traitement, les patients qui avaient 5 ou plus de CTCs détectées à l'inclusion ou à la première 

visite de suivi ont eu une OS et PFS médianes significativement plus courtes que les patients avec moins de 5 

CTCs. Le dosage des CTCs peut prédire avec certitude la progression et la survie de la maladie plus tôt que les 

approches d'imagerie traditionnelles (Cristofanilli, Budd et al. 2004). Néanmoins, les limitations principales de 

cette étude étaient les suivants: (1) le nombre de patients relativement plus petit; (2) l'inclusion uniquement des 

patients atteints de MBC mesurables; et (3) l'inclusion de patients à différents moments de traitement 

(Andreopoulou and Cristofanilli 2010). Des résultats similaires ont également été observé chez les patients 

atteints de MBC nouvellement diagnostiqués (Cristofanilli, Hayes et al. 2005). Dans la même série de patients, 

du moment de l’inclusion au moment de 15-20 semaines après le début d'une nouvelle thérapie systémique, les 

patients qui soit avaient un dosage des CTCs élevé persistante soit dépassaient le seuil de 5 CTCs ont été 

associés à un pronostic défavorable. Cela implique que les patients avec moins de 5 CTCs au cours de la thérapie 

semblaient être plus sensibles au traitement et bénéficier plus d'avantages de traitement (Cristofanilli, Hayes et al. 

2005, Hayes, Cristofanilli et al. 2006). Dans une étude prospective (Yagata, Nakamura et al. 2008) réalisée chez 
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trois institutions japonaises, deux seuils de coupure différents ont été sélectionnés pour prédire le pronostic chez 

les patients atteints de MBC subissant un traitement anticancéreux : un était 2 CTCs par 7,5 ml de sang pour 

déterminer la présence de la métastase (une sensibilité de 50% et une spécificité de 96,7%); l’autre était 5 CTCs 

par 7,5 ml de sang pour diviser les patients métastatiques en groupe favorable et défavorable. Finalement, les 

patients avec moins de 5 CTCs ont montré une PFS et une OS significativement plus longues que ceux avec 5 ou 

plus de CTCs. Nakagawa et ses collègues (Nakagawa, Martinez et al. 2007) ont développé un test qRT-PCR de 

multimarqueurs (STC-1 (stanniocalcin 1), GalNacT (N-acetylgalactosaminyltransferase), et la famille de la gène 

de MAGE-A3 (Melanoma-associated antigen 3)) pour mesurer le niveau des CTCs de patients atteints de cancer 

du sein à un stade précoce, ce qui a été confirmé à bien corréler avec l’état du ganglion sentinelle métastatique.  

 Pour étudier l'association entre le nombre de CTCs et le pronostic, la plupart des études ont établi des 

valeurs seuils pour distinguer des groupes favorables et défavorables. Généralement, la dichotomisation a des 

avantages comme la simplicité et la facilité de la présentation et l'interprétation des résultats. Toutefois, cette 

simplicité peut causer des problèmes intrinsèques, notamment la perte des informations et de la puissance, un 

risque accru des résultats faux-positifs, et l'impossibilité de détecter des relations non linéaires entre les variables 

et le pronostic (Royston, Altman et al. 2006). En proposant une stratégie alternative dans laquelle les CTCs ont 

été analysées comme un indicateur de continuité, Botteri et ses collègues ont observé une augmentation non 

linéaire du risque de la progression et la mort avec des nombres de CTCs croissants en termes de PFS et OS 

(Botteri, Sandri et al. 2010). 

 En ce qui concerne le rôle prédictif des CTCs pour l'efficacité du traitement, les patients de MBC avec 

une diminution de CTCs après le début du traitement anti-tumoral ont une tendance à bénéficier continuellement 

de leurs traitements actuels. Liu et al. ont rapporté que les patients de MBC avec au moins de 5 CTCs détectées 

au départ, 3-5 semaines, et 7-9 semaines après le début d'une nouvelle thérapie systémique ont été associés à une 

PFS médiane plus courte et une incidence plus élevée de la progression radiographique de la maladie par rapport 

à ceux avec moins de 5 CTCs. La réponse au traitement montrée par l'analyse de CTCs était précédée de celle 

montrée par les résultats radiographiques (Liu, Shields et al. 2009). Dans une étude multicentrique dans tout le 

Japon, les patients qui n’ont aucun changement ou qui ont une diminution des nombres de CTCs à 3-4 semaines 

et 12 semaines après le début d'une nouvelle thérapie systémique ont montré un meilleur résultat par rapport à 

ceux ayant des nombres de CTCs augmentés (Nakamura, Yagata et al. 2010). Des résultats similaires ont été 

observés par Hartkopf et al. (Hartkopf, Wagner et al. 2011). Au lieu d'utiliser le seuil de 5 CTCs, Serrano et al 

(Serrano, Sanchez-Rovira et al. 2009) a établi un seuil de 6 CTCs pour valider le résultat clinique. Tewes et al. 

(Tewes, Aktas et al. 2009) ont rapporté que la concordance entre la réponse clinique et les niveaux de CTCs 

mesurés par RT-PCR au cours d'un traitement palliatif a atteint de 78%. Pierga et al. ont rapporté que la 

détection de CTCs après une chimiothérapie néoadjuvante était prédictive de la récidive précoce métastatique 

avec un seuil de 1 CTC par 7,5 ml de sang. Néanmoins, ni la persistance ni le changement de nombre de CTCs 

au cours du traitement ont été corrélés avec la réponse complète pathologique, ce qui a sugéré que les CTCs ne 

montrent pas la même chimiosensibilité comme la lésion primaire du sein (Pierga, Bidard et al. 2008). Fait 

intéressant, les données obtenues à partir de l'étude de Bidard et al. n'étaient pas conformes à celles mentionnées 

précédentes. Parmi les patients de MBC traités par bevacizumab, la détection de CTCs après le début du 

traitement n'a pas réussi à prédire la réponse de la tumeur; d'autre part, le nombre au moins de 3 CTCs par 7,5 ml 
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de sang à l'inclusion a prédit un mauvais résultat de la thérapie (Bidard, Mathiot et al. 2010, Bidard, Peeters et al. 

2014). 

1.6.2. Cancer de la prostate 

La combinaison des taux de PSA, la biopsie cote de Gleason, et le stade clinique avant le traitement 

sont actuellement appliqués pour prédire le pronostic des patients atteints de cancer de la prostate, mais la 

capacité prédictive de la progression de la maladie en clinique est insuffisante (Sboner, Demichelis et al. 2010). 

Dans une étude pilote réalisée par Moreno et ses collègues (Moreno, Miller et al. 2005), la puissance prédictive 

de la détection de CTCs chez les patients avec cancer de la prostate métastatique était supérieure à celle des 

autres variables cliniques. La survie globale médiane des patients avec moins de 5 CTCs avait tendance à être 

plus longue que celle de ceux avec 5 ou plus de CTCs. Des résultats similaires ont été obtenus dans une étude 

réalisée par Okegawa et ses collègues au Japon : le nombre de CTCs était confirmé d’être un prédicateur 

indépendant, tandis que le niveau de PSA mesuré par RT-PCR n’avait pas de valeur pronostique significative 

chez les patients (Okegawa, Nutahara et al. 2009). Les données à partir de plusieurs grandes cohortes de patients 

atteints de cancer de la prostate résistant à la castration (CRPC, Castration-Resistant Prostate Cancer) ont 

cliniquement confirmé la signification pronostique de nombres de CTCs avant et après le traitement et la 

capacité prédictive supérieure de la numération de CTCs en comparaison avec le taux de PSA en tout temps (de 

Bono, Scher et al. 2008, Olmos, Arkenau et al. 2009, Scher, Jia et al. 2009). En outre, la dynamique du nombre 

de CTCs comme un reflet de bénéfice du traitement était disponible plus tôt au cours du traitement anticancéreux, 

ce qui pourrait éviter les traitements inefficaces (Olmos, Arkenau et al. 2009). Coumans et al. ont réanalysé leurs 

données de CellSearch® pour explorer la relation entre les différentes classes d’EpCAM+CK+ et la survie globale. 

Toutes les classes d’EpCAM+CK+CD45-, y compris des CTCs intactes, des CTCs granulaires, de fragments 

grands et petits de cellules tumorales, des microparticules tumorales grandes et petites, avec ou sans noyau isolés 

par un système de CellSearch® ont des significations prédictives pour une survie plus courte chez les patients 

atteints de CRPC. Les critères morphologiques très strictes pour une validation de CTCs avaient été confirmés 

inutiles et même moins importante que les autres classes, tandis que la présence de microparticules tumorales 

pourrait être de meilleurs indicateurs du fardeau de la maladie chez les patients sans CTCs intactes trouvées 

(Coumans, Doggen et al. 2010). 

 Bien que 5 CTCs par 7,5 ml de sang est une valeur seuil préférentielle chez les patients atteints de MBC, 

la sélection d'une valeur seuil optimale pour distinguer les groupes favorables des groupes défavorables chez des 

patients atteints de cancer de la prostate métastatique reste encore controversée. Goodman et ses collègues 

(Goodman, Fink et al. 2009) ont établi un nouveau seuil de 4 CTCs par 7,5 ml de sang, qui a été validé 

statistiquement comme une valeur seuil optimale chez les patients atteint de CRPC. Le nombre de CTCs ≥ 4 non 

seulement était un facteur prédictif indépendant puissant pour la survie, mais aussi avait une spécificité de 100% 

pour la présence de métastases radiographiquement détectables. Une cohérence d'un nombre de CTCs élevé avec 

des biomarqueurs classiques (PSA, LDH (Lactate Dehydrogenase) et ALP (Alkaline Phosphatase)) a été 

observée. Chen et al. ont appliqué une valeur seuil de deux cellules par 7,5 ml de sang, tandis que Garcia et al. 

ont établi un seuil de 1,8 cellules par 1,0 ml de sang (Chen, Loberg et al. 2005, Garcia, Rosenberg et al. 2007). 

En outre, le nombre de CTCs n'a pas de corrélation avec la taille de la tumeur, le stade pathologique, et la cote de 

Gleason chez les patients atteints de cancer de la prostate localisé, ce qui peut confirmer l'hypothèse que les 

CTCs exprimant EpCAM sont plus probables d'entrer dans la circulation depuis des dépôts métastatiques au lieu 
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des lésions primaires (Davis, Nakanishi et al. 2008). Un article publié en 2014 a montré que une détection de 

AR-V7 (androgen-receptor splice variant 7 messenger RNA) sur les CTCs chez les patients atteints de CRPC 

peut être associée à la résistance à l’enzalutamide et l’abiratérone (Antonarakis, Lu et al. 2014). 

1.6.3. Cancer colorectal 

Dans une étude prospective, multicentrique, les CTCs ont été dénombrées dans le sang périphérique de 

430 patients par le système CellSearch® (Cohen, Punt et al. 2008). Les résultats ont indiqué que les patients avec 

≥ 3 CTCs avaient une PFS et une OS médianes significativement plus courtes et un résultat du traitement bien 

pire par rapport à ceux avec < 3 CTCs. Une étude complémentaire chez les mêmes patients a montré que le 

nombre initial de CTCs était un facteur pronostique important chez les patients avec certains traitements ou 

caractéristiques spécifiques, et il serait utilisé comme un biomarqueur potentiel pour le traitement personnalisé 

(Cohen, Punt et al. 2009). En outre, le dénombrement de CTCs a devenu un biomarqueur fiable pour prédire les 

résultats cliniques dans le cancer colorectal métastatique et évaluer la réponse à la chimiothérapie à base 

d'oxaliplatine chez des patients japonais (Matsusaka, Suenaga et al. 2011). Dans une autre étude, les expressions 

des quatre marqueurs d'ARNm (c-Met, MAGE-A3, GalNAc-T, et CK-20) ont une corrélation significative avec 

une survie sans maladie (DFS, Disease Free Survival) plus courte chez les patients atteints de cancer colorectal 

(Koyanagi, Bilchik et al. 2008). Une petite cohorte d’étude a montré que le taux de CTC-positive avant le 

traitement était de 59%, diminué à 31% après 3 mois de chimiothérapie systémique chez les patients atteints de 

cancer colorectal avancé. La tendance de niveau de CTC après le début de la chimiothérapie était 

significativement corrélée avec les résultats radiographiques. Fait intéressant, le profil d'expression des CTCs qui 

ont été isolées à partir de patients atteints de cancer colorectal avancé a démontré une diminution de l'expression 

de l’ACE et une augmentation de l'expression de l'EGFR. Puisque l’EGFR était connu comme un marqueur de 

cellules épithéliales associé à la tumeur, ce phénomène peut attribuer à la transition mésenchymo-épithéliale 

(MET, Mesenchymal to Epithelial Transition) qui ont lieu au processus de métastase (Lankiewicz, Zimmermann 

et al. 2008). En utilisant des marqueurs à membrane (hTERT, CK-19, CK-20, et ACE) pour détecter l’état de 

CTC chez 438 patients atteints de cancer colorectal, le taux de CTC positive préopératoire observé chez les 

patients de stade I, II, et III était de 33,3, 84,6 et 96,2% respectivement, tandis que l'incidence correspondante de 

la positivité de CTC postopératoire était de 6, 30,3 et 41,3% respectivement. Pendant la période de suivi, les 

patients avec une présence persistante de CTCs, même après la résection curative ont montré une incidence plus 

élevé de la rechute et une survie sans rechute plus courte (Uen, Lu et al. 2008). Rahbari et al. ont analysé les 

données publiées actuelles pour l'évaluation de la signification pronostique des CTCs chez les patients atteints de 

cancer colorectal. Il a été conclu que les données disponibles ont confirmé le point de vue que la détection de la 

CTC devrait vraiment être considérée comme un marqueur pronostique malgré un degré considérable de 

l'hétérogénéité inter-étude (Rahbari, Aigner et al. 2010). Les cellules tumorales avec CD133 positives ont 

présenté une haute capacité tumorogénétique chez la souris nude, ce qui a indiqué que CD133 peut être 

considéré comme l'un des marqueurs de cellules souches du cancer sur les CTCs (O'Brien, Pollett et al. 2007). 

Dans une étude multicentrique, un panel de gènes ACE/CK/CD133 a été étudié dans le sang périphérique chez 

753 patients atteints de cancer colorectal. Les données suggèrent que le ACE/CK/CD133 a présenté une valeur 

pronostique supérieure aux autres facteurs de risque clinico-pathologiques existants chez les patients présentant 

de stade B et C (Dukes), donc, le marqueur de cellules souches tumorales circulantes pourrait être un facteur 
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prédictif utile pour la rechute et le pronostic défavorable chez les patients atteints de cancer colorectal (Iinuma, 

Watanabe et al. 2011). 

1.6.4. Cancer du poumon 

Dans un essai visant à évaluer le potentiel de la détection de CTC comme un facteur diagnostique pour 

distinguer la maladie pulmonaire maligne de la maladie bénigne, 30,6% des patients atteints de cancer du 

poumon avaient les CTCs détectables avec une valeur seuil de 1 CTC par 7,5 ml de sang, ce qui était 

significativement supérieur contrastant avec 12 % des patients atteints d'une maladie non maligne. Il a également 

été démontré que le niveau de CTC était un marqueur de substitution pronostique robuste pour prédire la 

présence de métastases à distance tandis que l’ACE sérique n'a pas réussi à atteindre une signification statistique. 

En outre, l’état de CTC était proportionnel à la fois au stade clinique et pathologique (Tanaka, Yoneda et al. 

2009). Cependant, il n’était pas clair si les patients sans métastases détectable avec CTC-positives peuvent 

éventuellement développer des métastases à distance après une chirurgie de résection de la tumeur. En mettant 

en place un seuil de 2 CTCs par 7,5 ml de sang, le taux de CTC positif  chez les patients qui étaient 

nouvellement diagnostiqués un cancer du poumon a varié de 46 à 78% par rapport à 83% pour les patients 

récurrents. Une corrélation potentielle entre l’état de CTC et la réponse radiologique a été observée à la fin de 

deux cycles de chimiothérapie dans cette étude préliminaire (Wu, Hao et al. 2009). La détection de CTC 

possédait également une valeur pronostique significative chez les patients atteints d’un cancer du poumon à 

petite cellule qui ont été traités par chimiothérapie. A la fin du premier cycle de chimiothérapie, la majorité des 

patients ont présenté une diminution du nombre de CTCs avec un changement de pourcentage de CTC de 80% 

au départ à 60% au jour 22, ce qui est un reflet la réponse de la tumeur (Hou, Greystoke et al. 2009). Récemment, 

la signification pronostique de la CTC détectée par le système CellSearch® chez les patients atteints de CBNPC 

subissant une chimiothérapie standard a été rapportée à la première fois par Krebs et al (Krebs, Sloane et al. 

2011). Les données de cette étude prospective ont montré que 32% des patients atteints de la maladie 

métastatique ont détecté ≥ 2 CTCs à l'inclusion et les patients avec ≥ 5 CTCs à l’inclusion ou après 

chimiothérapie ont présenté des résultats cliniques défavorables. Les patients avec une réduction du nombre de 

CTCs après un cycle de chimiothérapie ont une PFS et une OS plus longues. Dans une autre étude de grande 

population, les CTCs ont été isolées par la méthode nISET® et identifiées par des critères cytologiques de 

malignité; 49% des 208 patients atteints de CBNPC (Cancer Bronchique Non à Petites Cellules) étaient CTC-

positives avant la chirurgie. Les patients atteints de ≥ 50 CTCs étaient correspondants aux résultats cliniques 

défavorables, indépendamment de la stadification de la maladie, ce qui a confirmé une valeur pronostique de 

CTC chez les patients atteints de CBNPC résécable (Hofman, Bonnetaud et al. 2011). 

1.6.5. Cancer de la vessie 

Naoe a rapporté que le système de CellSearch® était capable de détecter les CTCs chez les patients 

atteints de cancer de la vessie avec une constamment haute sensibilité (78,5 ± 5,8%). Dans son étude, 57,1% des 

patients atteints de cancer urothélial métastatique étaient CTC-positives avec un nombre significativement plus 

élevé de CTC en comparaison avec les patients non métastatiques (Naoe, Ogawa et al. 2007). Une étude 

similaire a confirmé également la capacité du système de CellSearch® pour détecter les CTCs chez les patients 

atteints de cancer urothélial métastatique (Gallagher, Milowsky et al. 2009).  
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Les métastases extravésicale et l'envahissement ganglionnaire au moment de la cystectomie radicale 

(RC, Radical Cystectomy) ont été considérés comme des facteurs prédictifs de mauvais pronostic (Stein, 

Lieskovsky et al. 2001). Parmi les patients avant RC, la sensibilité, la spécificité et la valeur prédictive positive 

de l'état de CTC pour la prédiction de la maladie extravesicale étaient 27, 88, et 78%, respectivement. Aucune 

corrélation statistique entre l’état de CTC et le stade pathologique n'a été observée. Cette étude a démontré 

l'incapacité de la détection de CTC dans la prédiction de la présence ou de l'absence de la maladie extravesicale 

ou ganglionnaire avant RC chez les patients atteints de cancer de la vessie. Les facteurs qui entravent la capacité 

de l'état de CTC dans la prédiction de la maladie extravesicale peuvent être résumés comme le nombre 

relativement faible de patients inclus et le nombre absolu faible de CTCs détectées (Guzzo, McNeil et al. 2012). 

1.6.6. Cancer du rein 

Plus récemment, Bluemke et ses collèges ont détecté l’état de CTC dans les échantillons sanguins 

prélevés chez les patients atteints de carcinome à cellules rénales (RCC, renal cell carcinoma) par la technique 

autoMACSTM, parmi lesquels 53% des patients étaient CTC-positives. Dans leur étude, deux types de CTCs ont 

été détectés: ceux avec l'expression de la cytokératine 8/18 (CK+) et des cellules sans expression détectable de 

cytokératine avec une morphologie tumoral, que nous avons appelées les grandes cellules colorées en bleu. 

Comme il est indiqué dans la littérature, une hypothèse a été proposée que les CTCs colorées en bleu pourraient 

présenter moins d'agressivité dans leur comportement ou accompagner des réactions d'inflammation ou être l'état 

de dormance de CK+ CTCs dans le sang. Bien que l’état des CTCs dans la circulation périphérique n’a pas 

associé avec soit la taille soit le grade de la tumeur, leur présence avait une corrélation significative avec 

l'envahissement ganglionnaire et les métastases à distance (Bluemke, Bilkenroth et al. 2009). Des résultats 

similaires ont été obtenus également dans des études antérieures (Ashida, Okuda et al. 2000, Shimazui, 

Yoshikawa et al. 2003, Li, Passebosc-Faure et al. 2005). 

 Dans une étude réalisée dans deux centres en Allemagne, 214 patients atteints de RCC ont été détectés 

pour CTCs avant et après la néphrectomie ou pendant la chimiothérapie immunitaire adjuvante par la technique 

autoMACSTM. Trente-sept pour cent des patients ont été détectés comme CTC-positive avec un nombre moyen 

de 5 CTCs par un échantillon de sang. Une corrélation entre la présence de CTC et un stade avancé a été 

observée. Soixante-deux pour cent des patients avec CTCs positives ont développé une maladie progressive avec 

métastases à distance simples ou multiples ou été morts du RCC dans 2 ans (Blumke, Bilkenroth et al. 2005). 

1.6.7. Cancer gastrique 

Dans une étude de Wu pour 43 patients atteints de cancer gastrique, les prévalences de la transcription 

de quatre marqueurs d’ARNm liés au cancer gastrique (hTERT, CK-19, CK-20, et ACE) a été observée 

simultanément, parmi lesquels l’ACE a présenté un taux le plus haut de 78,6%. Le taux de CTC positive basé sur 

le marqueur d'ARNm de ACE a été bien corrélé avec la récidive postopératoire, la taille de la tumeur, l'invasion 

vasculaire, la profondeur de l'envahissement tumoral, les métastases ganglionnaires, et le stade TNM (Wu, Lin et 

al. 2006). Une étude antérieure a obtenu les résultats similaires (Seo, Choi et al. 2005). Bertazza et al. ont 

analysé les quatre gènes liées à la CTC (survivine, CK19, ACE, VEGF) dans le sang périphérique chez 70 

patients atteints d'un cancer gastrique. Les résultats ont indiqué que seulement la survivine a été démontré 

comme un facteur pronostique indépendant pour les résultats cliniques et pourrait ajouter de la valeur 

pronostique significative à la classification TNM actuelle. La cause de cette différence pourrait être le fait que 



Introduction : Les cellules tumorales circulantes 
 

53 
 

l’ACE et CK-19 étaient des marqueurs de la présence de CTC, mais pas nécessaires pour le potentiel 

métastatique de CTC, et les marqueurs tels que la survivine pourrait représenter la caractéristique de l’agressivité 

de CTC (Bertazza, Mocellin et al. 2009). Ikeguchi et al. ont publié un résultat contraire. Ils ont trouvé que 

l'incidence de la rechute après une gastrectomie curative avait une tendance à être faible chez les patients avec 

une présence de CTC juste après l'opération. Selon la spéculation par Ikeguchi et al. la présence de CTC après la 

chirurgie pourrait être à cause de la propagation des cancers depuis la tumeur primaire pendant le processus 

chirurgical, et ces cellules pourrait sensibiliser et activer la réponse immunitaire antitumorale de l'hôte qui 

pourrait enlever la micrométastase résiduelle des patients (Ikeguchi and Kaibara 2005). Dans une étude 

prospective, les patients atteints de cancer gastrique avec < 4 CTCs par 7,5 ml de sang à 2 et 4 semaines après le 

début de la chimiothérapie ont une OS et une PFS plus longues par rapport à ceux avec ≥ 4 CTCs, alors que les 

dosages de la CTC au départ n’avait pas d'association statistique avec le résultat clinique. Aucun patient qui a été 

évalué à avoir une maladie non-progressive par l'imagerie radiographique à 2 semaines, avait  ≥ 4 CTCs, alors 

que seulement un patient qui avait une maladie non-progressive à 4 semaines avait ≥ 4 CTCs, ce qui a indiqué 

une corrélation étroite entre l'état de la CTC et la réponse au traitement (Matsusaka, Chin et al. 2010). La 

survivine exprimée par CTC dans le sang périphérique était un fort biomarqueur pour prédire le pronostic des 

patients atteint de cancer gastrique avec une résection curative et était corrélé avec la classification de Lauren, le 

stade tumoral pathologique, le stade TNM pathologique, le ganglion pathologique, le degré de la différenciation, 

le degré de la pénétration de la tumeur, et le stade de la maladie dans le cancer gastrique (Yie, Lou et al. 2008, 

Cao, Yang et al. 2011). 

1.6.8. Cancer du foie 

Dans une étude préliminaire, en utilisant l'approche ISET®, Vona et al. ont évalué l’application clinique 

des CTCs chez les patients atteints d'un cancer du foie. Cinquante-deux pour cent de 44 patients atteints de 

cancer du foie primitif avaient des CTCs détectables, et leur prévalence était significativement corrélée avec la 

présence de tumeurs multifocales, la thrombose tumorale de la veine porte, et la classe B/C de Child-Pugh. Les 

patients qui avaient ≥ 4 CTCs ont présenté une durée de survie significativement plus courte. Des études 

réalisées à grande échelle seraient nécessaires pour vérifier l’effet clinique de la CTC pour la stadification de la 

tumeur, la prise de décision thérapeutique et la prédiction de la réponse au traitement, (Vona, Sabile et al. 2000). 

Scatton et al. ont établi un nouveau modèle animal expérimental pour étudier la génération de CTCs dans un 

carcinome hépatocellulaire (HCC, hepatocellular carcinoma). Après l'implantation de cellules de carcinome 

hépatocellulaire (lignée cellulaire Mahlavu) dans le foie de souris NOD/SCID, une tumeur primaire a été générée 

et continuellement donné des CTCs dont le nombre était directement proportionnel au volume de la tumeur 

primaire à J30, J45 et J60. Le nombre de CTCs chez les souris ayant eu une résection de la tumeur à J30 avait 

une forte baisse après la chirurgie alors que les souris sans hépatectomie ont présenté une augmentation très 

importante du nombre de CTCs au J60. Fait intéressant, les cellules de HCC qui ont été injectées directement 

dans la circulation périphérique ou dans la moelle osseuse n’ont pas colonisé dans le foie. Comme Scatton et al. 

ont marqué dans la littérature, des cellules Mahlavu circulantes pourraient prédire la progression de la maladie 

efficacement, mais n’avaient pas spécifiquement impliqué dans la rechute de la tumeur, ce qui peut être expliqué 

par une limite de la capacité génétique des cellules Mahlavu dans la formation de métastases (Scatton, Chiappini 

et al. 2006). Sans utilisation des billes magnétiques liée au  EpCAM, Xu et al. (Xu, Cao et al. 2011) ont enrichi 

les CTCs par une séparation magnétique à base de récepteur d’asialoglycoprotéine chez les patients atteints de 
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HCC. Les CTCs étaient ensuite identifiées par une coloration de Hep Par 1. Une amplification de HER-2 et une 

délétion de TP53 ont été observées dans les CTCs de HCC. Une moyenne de 24 ± 19 CTCs par 5 ml de sang a 

été détectée chez 81% des patients de HCC. Aucune donnée pronostique n’a été signalée dans cette littérature. 

1.6.9. Biopsie liquide 

Plus loins, grace aux progrès sur les CTC, il est effectivement possible de retrouver dans le sang 

circulant les mutations géniques présentes au cœur des cellules tumorales. À partir d'une simple prise de sang, il 

est donc possible de déterminer les fautes d'orthographe des cellules tumorales pour décider de la thérapie ciblée 

la plus efficace pour éliminer les cellules fautives. Ainsi, la prise de sang peut remplacer la biopsie tissulaire 

pour devenir ce que les médecins appellent désormais « une biopsie liquide ». 
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Partie 2 Métastase leptoméningée (LM) 

 La métastase leptoméningée (LM, Leptomeningeal Metastasis) est l'une des complications les plus 

graves des cancers du poumon, du sein et des mélanomes, avec un très mauvais pronostic. Elles sont 

caractérisées par l’envahissement de l’espace sous-arachnoïdien par des cellules cancéreuses, cellules qui sont 

véhiculées à travers l’ensemble du système nerveux central via le LCR. Les manifestations cliniques manquent 

de spécificité, et les symptômes principaux touchent le cerveau, les nerfs crâniens et les nerfs spinaux. Le 

diagnostic est complexe se fait à partir de l’évaluation clinique du patient, de l’analyse des images 

radiographiques et du liquide céphalorachidien. Ces dernières années, le développement de nouvelles approches 

cliniques augmente significativement le taux de détection précoce de métastases leptoméningées. L'effet des 

traitements actuels reste pauvre, car, sans traitement, la médiane  de survie est très courte, 4 à 6 semaines.  

2.1. Définition 

 Chez des patients atteints d’un cancer, on peut observer des métastases secondaires au niveau des 

leptoméninges. Certains cancers comme celui des poumons, du sein, les mélanomes et les hémopathies malignes 

comme les leucémies lymphoïdes ou les lymphomes non hodgkiniens sont les plus fréquemment  impliqués. 

Selon l’histologie du cancer  primitif, l’invasion des leptoméninges par des cellules malignes porte plusieurs 

noms : méningite carcinomateuse, carcinomatose leptoméningée, méningite leucémique, méningite 

lymphomateuse. Le terme de LM est un terme général qui s’applique aux différentes origines. Le diagnostic de 

LM est souvent posé tardivement au cours de l’évolution du cancer primitif. Il se fait à partir de l’analyse du 

LCR et de l’imagerie médicale. Pourtant, un diagnostic précoce est important, sans traitement la durée médiane 

de survie est très courte, entre 4 et 6 semaines. Le traitement des LM repose sur l’association de la radiothérapie 

locale à la chimiothérapie par voie intrathécale (IT). Actuellement, il existe peu de médicaments, efficaces sur 

les LM, utilisables par voie IT. Certaines molécules comme le méthotrexate (MTX) ou l’aracytine (AraC) ont 

une efficacité et une tolérance maintenant bien connues. D’autres molécules de chimiothérapie conventionnelle 

sont à l’essai et des thérapeutiques nouvelles sont en voie de développement. 

2.1.1. Leptoméninges 

Le terme méninge "meninx" ou membrane est utilisé pour décrire l’enveloppe non osseuse du SNC 

(Système nerveux Central). On distingue 3 membranes qui sont de l’extérieur vers l’intérieur : la dure-mère, 

l’arachnoïde et la pie-mère. La méninge externe ou la dure-mère est également appelée pachyméninge, les 

méninges internes qui sont l’arachnoïde et la pie-mère sont appelées leptoméninges (Figure 8). Entre la pie-mère 

et l’arachnoïde, il existe un espace dit sousarachnoïdien qui contient le LCR. Cet espace est encore appelé espace 

intrathécal. 

2.1.2. LCR 

Le LCR se retrouve dans les cavités de l’encéphale, son volume moyen chez l’adulte est de 150 ml. Il 

est principalement synthétisé au niveau des plexus choroïdes (2/3). Le flux net global de LCR est le produit de la 

sécrétion de LCR et il est égal au volume de LCR résorbé à l’état d’équilibre, soit environ 600 ml. Le volume du 

LCR est donc remplacé environ 3 à 4 fois par jour, la vitesse de sécrétion du LCR est d’environ 20-25 ml par 
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heure chez l’adulte. La résorption du LCR est un phénomène passif qui dépend du gradient de pression entre 

l’espace sous-arachnoïdien et la circulation générale. Pour 50-60%, elle a lieu au niveau des granulations 

arachnoïdiennes de Pacchioni (villosités émises à partir de l’arachnoïde) et des sinus veineux. Le LCR joue 

différents rôles comme celui de protection mécanique du SNC contre les chocs et les coups, de protection 

chimique par sa composition chimique stable et d’épuration par ses échanges avec le sang. La pression normale 

du LCR en décubitus dorsal est de 10 mmHg. Au-dessus de 15 mmHg, on parle d’hypertension intracrânienne, 

conséquence d’une hyperpression exercée par le LCR sur le névraxe. 

 

Figure 8. Anatomie des méninges (d’après E. Marieb, Anatomie et physiologie humaines. Sixième édition. 
Paris : Pearson Education France, 2005). 

2.2. Incidence des LM 

Les LM furent découvertes en 1870 par Eberth (CJ 1870). Depuis une trentaine d’années, on observe 

une augmentation des cas de LM : on estime que 3 à 5% des patients atteints d’un cancer présentent cette 

complication (Chamberlain 2005). La fréquence dépend du type de cancer et on observe des LM chez 5 à 10% 

des patients avec une tumeur solide, chez 5 à 15% des patients avec une hémopathie maligne et chez environ 1-

10% des patients avec une tumeur primitive du cerveau (J 1995, Groves 2003, Seute, Leffers et al. 2005). Les 

adénocarcinomes du sein, les carcinomes bronchiques et les mélanomes sont des tumeurs qui métastasent 

fréquemment au niveau des leptoméninges (Wasserstrom, Glass et al. 1982, Balm and Hammack 1996). Le 

cancer du poumon est responsable de 10 à 26% de LM, avec une incidence d'environ 1% dans le CBNPC et de 

10 à 25% des CBPC. Le Tableau 4 présente les fréquences relatives de LM selon le type de tumeur primaire. 

L’amélioration des moyens de diagnostic (biologie du LCR après ponction lombaire et imagerie 

radiologique) et de la prise en charge thérapeutique des patients joue un rôle certain dans l’augmentation de cette 

incidence. Les chimiothérapies systémiques augmentent la survie des patients, et de ce fait, la probabilité de 

développer une LM s’accroît, car c’est généralement un élément de survenue tardive dans l’évolution de la 

pathologie cancéreuse. 
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Tableau 4. Cancers primitifs à l’origine de métastases leptoméningées 
(d’après DeAngeliset al., 2005). 

Site Pourcentage 

Sein 3-34 

Poumon 10-26 

Mélanome 17-25 

Gastro-Intestinal 4-14 

Lymphome 7-15 

Leucémie 5-15 

Tumeur cérébrale primaire 1-2 

Inconnu 1-7 

2.3. Diagnostic de LM 

2.3.1. Signes cliniques 

Il s’agit d’un diagnostic difficile en raison de signes cliniques polymorphes non spécifiques. Les 

patients peuvent développer des signes ou symptômes liés à une anomalie de flux de LCR, à une infiltration 

locale tumorale au niveau du cerveau ou de la moelle épinière ou à ces différents mécanismes combinés. On peut 

observer des atteintes de toute partie du SNC. Les signes cliniques les plus fréquemment retrouvés sont : 

céphalées (40%), confusion mentale (30%), nausées et vomissements (20%), diplopie (20%). Les anomalies de 

flux de LCR sont très fréquentes (Chamberlain, Kormanik et al. 1999) et elles entraînent une augmentation de la 

pression intracrânienne dans 50% des cas de LM (Wasserstrom, Glass et al. 1982) ainsi qu’une hydrocéphalie, 

caractérisées de façon non spécifique par des céphalées, des nausées et des vomissements. Une atteinte des 

racines nerveuses ou des vaisseaux afférents au SNC peut entraîner des crises d’épilepsie et des déficits moteurs 

ou sensitifs ; environ 50% des patients atteints de LM présentent des déficits nerveux, la diplopie est le 

symptôme le plus fréquent (J 1995). 

L’atteinte des racines nerveuses est caractérisée par des douleurs radiculaires, des dysfonctionnements 

au niveau vésical et intestinal, un syndrome de la queue-de-cheval avec faiblesse bilatérale des jambes. Chez un 

patient atteint d’un cancer, il faudra être attentif aux différentes manifestations neurologiques pouvant être 

observées : céphalées, confusion mentale, déficit des nerfs crâniens : diplopie, dysphagie, dysarthrie, perte 

auditive et évoquer la possibilité de LM. 

2.3.2. Etude radiologique 

Des signes radiologiques sont présents chez 25 à 50% des patients avec LM : augmentation de la prise 

de contraste au niveau des citernes basales, des circonvolutions corticales et hydrocéphalie (Krol, Sze et al. 1988, 

Chamberlain, Sandy et al. 1990, Demopoulos A 2006). L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une 

technique plus sensible que le scanner, la séquence T1 FatSat après injection de gadolinium est la technique de 

choix pour détecter les métastases méningées (Chamberlain, Sandy et al. 1990). La séquence FatSat est une 

technique en saturation des graisses qui permet d’avoir un signal de la graisse atténué par rapport à celui des 

autres tissus. Certains signes radiologiques comme une prise de contraste linéaire circonférentielle 
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périmédullaire en T1, une anomalie de signal nodulaire à type d’hypersignal au niveau d’une racine de la queue-

de-cheval avec intense prise de contraste après injection sont tellement spécifiques qu’ils permettent de poser le 

diagnostic de LM chez un patient avec un cancer documenté sans analyse du LCR nécessaire (Demopoulos A 

2006). L’IRM doit être si possible réalisée avant la ponction lombaire, car celle-ci peut entraîner des 

modifications de contrastes iatrogènes (Smirniotopoulos, Murphy et al. 2007). 

2.3.3. Etude du LCR 

La ponction lombaire est un élément informatif, on mesure la pression intracrânienne, on examine la 

cytologie (aspect des cellules, comptage des cellules) et la biologie du LCR (protéinorachie, glycorachie, 

marqueurs biologiques spécifiques ou non). La mise en évidence de cellules carcinomateuses permet de poser le 

diagnostic de LM de façon fiable et spécifique (Glass, Melamed et al. 1979), mais la cytologie reste négative 

chez 10 à 15% des patients atteints (Wasserstrom, Glass et al. 1982). Si la pression et la biologie sont normales 

et la cytologie négative, alors le risque associé de LM est inférieur à 5% (Reuler and Meier 1979, Wasserstrom, 

Glass et al. 1982). Pour éviter les faux-négatifs, il faut analyser immédiatement l’échantillon de LCR après 

prélèvement. Il faut refaire un prélèvement si la première cytologie est négative, car l’analyse peut se révéler 

positive en cas de deuxième ou troisième prélèvement chez des patients, chez qui, le diagnostic de LM a été posé 

avec une cytologie négative (Wasserstrom, Glass et al. 1982, Kaplan, DeSouza et al. 1990). Plusieurs marqueurs 

biologiques produits par les cellules malignes peuvent être recherchés lors de la ponction lombaire (Tableau 5). 

Leur présence en quantités anormales aide au diagnostic de LM. Le Tableau 6 est un algorithme de diagnostic de 

LM. 

Tableau 5. Analyse du LCR chez des patients atteints de métastases 
leptoméningées (d’après DeAngeliset al. 2005). 

Site Pourcentage 

Cellules cancéreuses (cytologie) 85-90 

Augmentation de la pression intracrânienne 50 

Hyperprotéinorachie 80 

Hypoglycorachie 30 

Hyperlymphocytose 50 

2.4. Traitements des LM 

Le but du traitement est d’augmenter la survie des malades et d’améliorer ou de stabiliser leur état 

neurologique. En effet sans chimiothérapie, la médiane de survie est de 4 à 6 semaines (Little, Dale et al. 1974, 

Balm and Hammack 1996) et les patients meurent souvent des suites du dysfonctionnement neurologique 

(DeAngelis and Boutros 2005). Selon le niveau de stratification du risque, la prise en charge thérapeutique des 

patients ne sera pas la même (d’après le Guideline NCCN (National Comprehensive Cancer Network)®) : en cas 

de mauvais pronostic, on aura surtout recours à la radiothérapie hypofractionnée au niveau des sites 

symptomatiques et aux soins palliatifs et en cas de bon pronostic, on aura recours à la chimiothérapie IT plus ou 

moins accompagnée de radiothérapie. 
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Tableau 6. Approche diagnostique de métastases leptoméningées (d’après Gleissner et Chamberlain, 2006). 
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Partie 3 CellSearch® Veridex 

3.1. Historique 

Le CellSearch® Veridex  appartient à la compagnie Janssen Diagnostics. Depuis la reconnaissance de la 

valeur potentielle des CTCs comme un outil de surveillance, il y a plus d’une décennie, Janssen Diagnostics a été 

engagée à développer une technique innovante pour l'obtention, la différenciation, et l'énumération de CTC, et 

d'établir le rôle de CTC dans la prédiction du pronostic pour aider à informer les soins aux patients au n’importe 

quel moment au cours de la maladie. En 2004, le système CellSearch® Veridex a été validé par la FDA USA 

pour être la détection des CTCs chez les patients métastatiques atteints de cancer du sein (Allard, Matera et al. 

2004, Cristofanilli, Budd et al. 2004, Cohen, Punt et al. 2008, de Bono, Scher et al. 2008, Scher, Jia et al. 2009). 

Voici l’image de l’histoire du développement de cette technique (Figure 9). 

 A l’heure actuelle, il est réservé à la recherche clinique en France et n’est présent que dans une dizaine 

de laboratoires et notamment sur la Plate-forme NANCYTOMIQUE au CHU de Nancy Brabois. 

 
Figure 9. Histoire du développement de CellSearch® (d’après www.CellSearchctc.com). 

3.2. But de la méthode 

Le CellSearch® Veridex est un système de haute technologie destiné à la recherche de Cellules Rares 

Circulantes (CRCs) dans le sang. C’est un système extrêmement sensible, capable de détecter jusqu’à une cellule 

cible dans 7,5 ml de sang, soit une cellule parmi environ 35 milliards. 

Cet outil innovant peut être utilisé dans plusieurs domaines médicaux comme la cancérologie, les 

maladies cardiovasculaires ou encore les maladies génétiques rares. 

 Actuellement plusieurs trousses visant à la détection de CRCs sont commercialisées par la société 

Veridex et donnent accès à 2 applications majeures : 
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- Le dénombrement et l’enrichissement des CRCs à partir du sang 

- L’isolement des CRCs en vue d’une analyse ultérieure des cellules cibles par une autre technique 

(biologie moléculaire, microscopie électronique, cytométrie en flux…) 

Les Cellules Rares Circulantes qui s’intéressent principalement au notre laboratoire peuvent diviser en 

trois types de CRCs: 

- Les Cellules Tumorales Circulantes (CTCs), cellules cancéreuses d’origine épithéliale circulant dans 

le sang (cancer du poumon, du sein, de la prostate…) et exprimant le marqueur membranaire EpCAM et les 

marqueurs cytoplasmiques (CK 8, 18 et 19) spécifiques. 

- Les Cellules Endothéliales Circulantes (CECs) qui forment la paroi interne des vaisseaux sanguins. 

Elles peuvent se décrocher et circuler dans le sang dans certaines circonstances, notamment lors de phénomènes 

inflammatoires ou de la formation d’une nouvelle trame vasculaire associée à une pathologie cancéreuse 

(néoangiogénèse). Leur phénotype est CD146+ (marqueur membranaire) et CD105+ (marqueur cytoplasmique) 

- Les Cellules de Mélanome Circulantes (CMCs), cellules cancéreuses d’origine de mélanome circulant 

dans le sang et exprimant le marqueur CD146, et un antigène humain associé au mélanome de poids moléculaire 

élevé (HMW-MAA). 

3.3. Les étapes de CellSearch® 

Le système CellSearch® Veridex est composé principalement de deux automates 

- Un CellTracks® Autoprep® système (préparation de l’échantillon) 

- Un CellTracks Analyzer II® (analyse de l’échantillon) 

Le premier système permet la préparation de l’échantillon et utilise une technique basée sur le principe 

d’une séparation immunomagnétique permettant une purification des cellules d’intérêt, associée à des 

immunomarquages fluorescents. L’analyseur II permet la quantification des cellules cibles en imagerie 

photonique automatisée. 

 
Gauche : CellTracks® Autoprep® système ; Doite : CellTracks Analyzer II®. 
 

Figure 10. Deux automates de CellSearch® (d’après www.CellSearchctc.com). 

3.3.1. Conditions pré-analytiques 

L’étude des CRCs par le système CellSearch® nécessite que le prélèvement sanguin soit effectué sur des 

tubes de 10 ml : tubes CellSave, spécialement conçus pour la collecte et la préservation des cellules rares 

circulantes dans l’échantillon sanguin à analyser. 

 Ces tubes permettent de stabiliser et de conserver l’échantillon prélevé pendant une période de 96h à 

température ambiante. 
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 L’utilisation de ces tubes est importante car les CRCs sont des cellules extrêmement sensibles et fragiles. 

Chaque tube contient 300µL d’un anticoagulant (Na2EDTA (Disodium Salt of Ethylenediaminetetraacetic acid)) 

et un mélange de réactifs de préservation (composition non spécifiée par le fabricant) permettant de maintenir la 

morphologie des cellules et l’expression des antigènes par les cellules cibles. 

 Avant passage de l’échantillon sur le CellTracks® Autoprep® System, il est nécessaire d’en transférer un 

volume défini dans un tube conique de 15 ml et de le diluer dans une solution tampon fournie avec la trousse. 

 La dilution est fonction des cellules recherchées : 

 CTC : 7,5 ml de sang + 6,5 ml de tampon de dilution 

 CMC : 7,5 ml de sang + 6,5 ml de tampon de dilution 

 CEC : 4 ml de sang + 10 ml de tampon de dilution 

L’échantillon est ensuite centrifugé à 800×g pendant 10 min à température ambiante de façon à séparer 

les cellules totales du plasma dilué. 

3.3.2. Les trousses 

Les trousses Veridex de dénombrement des CRCs présentent des caractéristiques similaires puisqu’elles 

sont toutes composées d’un carrousel portant les différents réactifs nécessaires à l’analyse, de tubes coniques, et 

de cartouches permettant la réalisation de 16 analyses. 

Les trousses sont soigneusement conservées à 4°C, mais nécessitent une mise à température ambiante 

d’une demi-heure avant utilisation. Cette étape permet d’éviter de faire subir un choc thermique aux cellules du 

patient. 

Deux types de trousses sont classiquement proposés par Veridex : 

- Les trousses de dénombrement des CTCs (CellSearch® CTC Kit) ou des CECs (CellSearch® CEC Kit) 

ou des CMCs, qui permettent la purification et les marquages immunofluorescents des cellules en vue d’une 

analyse sur le CellTrack Analyzer II® 

- Les trousses de CellSearch® Profil Kit des CTCs ou des CECs, qui ne contiennent que les réactifs 

utiles à la purification des cellules cibles. Après enrichissement, il est alors possible d’analyser les cellules 

d’intérêt avec une autre technique (microscopie électronique, biologie moléculaire, cytométrie en flux…) 

Dans le cas des trousses de dénombrement, le carrousel est composé de 7 flacons de réactifs : 

Pour la purification, 2 flacons contenant : 

- Les anticorps couplés au ferrofluide et spécifiques de marqueurs membranaires (EpCAM ou CD146 

selon la trousse). Ils permettent de purifier les cellules en les rendant magnétisables 

- Amplificateur : réactif permettant d’augmenter et de favoriser la fixation du ferrofluide 

Pour les immunomarquages, 5 flacons contenant : 

- Le mélange des anticorps de sélection positive, spécifiques des Cytokératines 8, 18 et 19 ou de CD105 

selon la trousse et couplés à la Phycoérythrine (PE) et d’anticorps anti-CD45 (marqueur pan leucocytaire) 

couplés à l’Allophycocyanine (APC) 

- Le DAPI : sonde fluorescente capable de se lier fortement à l’ADN 

- Le tampon de dilution 

- L’agent fixateur qui stabilise les immunomarquages 
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- Le tampon de perméabilisation : permettant aux anticorps dont la cible est cytoplasmique de pénétrer 

dans la cellule 

Selon la trousse et l’application, dénombrement des CTCs ou des CECs ou des CMCs, les réactifs sur le 

carrousel diffèrent au niveau des anticorps utilisés car ce sont des cellules différentes qui sont recherchées et 

donc porteuses d’antigènes membranaires et cytoplasmiques spécifiques (Tableau 7). 

Tableau 7. Comparaison de la composition des trousses CTC, CEC et CMC. 

Marqueurs CellSearch® CTC Kit CellSearch® CEC Kit CellSearch® CMC Kit 

Anticorps de purification ferrofluide Anti-EpCAM Anti-CD146 Anti-CD146 

Marqueur cytoplasmique (PE) Anti-CK 8, 18, 19 Anti-CD105 Anti-HMW-MAA 

Marqueur nucléaire DAPI DAPI DAPI 

Marqueur leucocytaire (APC) Anti-CD45 Anti-CD45 Anti-CD45, CD34 

Pour les trousses de dénombrement, il est possible d’ajouter un anticorps monoclonal couplé au FITC 

afin d’affiner la sélection et de suivre l’expression d’un marqueur au cours d’un traitement, par exemple : HER2 

et EGFR. 

Comme pour les trousses de dénombrement, il existe deux types de trousses de purification : 

 La trousse CellSearch® CTC Profil Kit qui permet l’enrichissement des CTCs 

 La trousse CellSearch® CEC Profil Kit utilisée pour l’isolement des CECs 

L’objectif de ces deux trousses est d’isoler les cellules recherchées en utilisant uniquement 

l’immunocapture magnétique. Seuls les anticorps couplés au ferrofluide (anti-EpCAM pour les CTCs et anti-

CD146 pour les CECs) sont fournis, associés sur le carrousel aux réactifs d’amplification, et de dilution. 

Après préparation, la suspension cellulaire enrichie en CTCs ou CECs est accessible pour une analyse 

ultérieure. 

3.3.3. CellTracks® Autoprep® System 

Ce système automatisé permet une standardisation de la préparation des échantillons sanguins. Dans un 

premier de temps il effectue une purification par immunomagnétisme des cellules marquées puis dans un 

deuxième temps par un immunomarquage fluorescent des cellules cibles. 

 La première étape du dosage consiste à détecter la couche de globules rouges en vue de l’aspiration du 

plasma, ensuite le réactif ferrofluide et le réactif de capture sont ajoutés. Ensuite les aimants sont appliqués 

contre le tube et amènent le ferrofluide à se déplacer dans l’échantillon vers la paroi. A intervalles réguliers au 

cours du cycle, les aimants sont dégagés, le tube de prélèvement tourne et l’aimant est réappliqué. Ceci permet 

de mélanger délicatement l’échantillon et d’augmenter au maximum le contact du ferrofluide avec les cellules 

d’intérêt contenues dans l’échantillon. Après une incubation magnétique, un aimant est appliqué et recueille les 

cellules marquées au ferrofluide contre la paroi du tube. L’échantillon est aspiré, ce qui a pour effet d’éliminer 

les cellules non marquées. Cette opération termine la première étape d’enrichissement.  

Les cellules marquées au ferrofluide sont ensuite remises en suspension dans le tampon. Le volume est 

d’environ 3 ml. Ensuite, la deuxième fois d’enrichissement est réalisée et des réactifs de coloration, un colorant 

des acides nucléiques, un réactif de perméabilisation et un tampon sont ajoutés. Le volume est d’environs 850 

µL. Après une incubation des réactifs de coloration, des tampons sont ajoutés et mélangés. Un aimant est 
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appliqué, le fluide est aspiré et un tampon frais est ajouté et mélangé. Le volume est d’environ 900 µL. Après 

une incubation pour permettre la sédimentation des cellules, le ferrofluide libre est éliminé en appliquant un 

aimant et en aspirant l’excès de tampon. Ensuite, un fixateur cellulaire est ajouté. L’échantillon final de 375 µL 

est transféré dans la cartouche à l’intérieur du dispositif de présentation cellulaire MagNest® (Figure 11). 

 

Figure 11. Préparation des échantillons pour capturer et colorer les CTCs en utilisant le système CellTracks® 
AutoPrep® (d’après http://www.mayomedicallaboratories.com/articles/communique/2011/01.html). 

3.3.4. MagNest® 

Le MagNest® est un boîtier composé de deux aimants en position inclinée où s’insère une cartouche 

d’un volume de 375 µL. 

 Lors de l’incubation du MagNest® pendant une durée de 20 minutes à 24h, les aimants vont permettre 

de placer sur un même plan focal les cellules cibles marquées au ferrofluide. Ainsi l’objectif du CellTracks 

Analyzer II® pourra faire la mise au point sur le flan focal. 

 Le MagNest® contient une puce électronique où toutes les informations concernant le patient, la trousse 

et le déroulement de l’expérience sont conservés. Cette sécurité permet d’éviter l’inversion des prélèvements au 

moment du passage du préparateur à l’analyseur. 

3.3.5. CellTracks Analyzer II® 

Le CellTracks Analyzer II® est un microscope semi-automatique basé sur l’immunofluorescence 

optique. Il permet de compter et de caractériser les cellules rares sélectionnées par le CellTracks® Autoprep® 

System et de stoker des images des cellules d’intérêt. Un logiciel dédié trie les données et les propose à 

l’opérateur pour validation. 

 La lampe utilisée est une lampe à vapeur de mercure. La longueur d’onde d’émission du mercure 

s’approche de 420 nm tout en produisant une quantité d’ultraviolets (100-380 nm) importante. 

 Dans le cas des lampes à vapeur de mercure haute pression, lors de l’allumage de la lampe, seul un arc à 

basse pression se produit et donc, une faible quantité de lumière est émise ; puis la lampe chauffe, la pression 

augmente peu à peu, le mercure se vaporise, un arc à haute pression se forme et une quantité plus importante de 

lumière est émise. La lampe met environ 15 minutes avant de produire son flux lumineux maximal. La durée de 
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vie d’une de ces lampes est de 300 heures. La lampe à mercure est très sensible, il ne doit pas y avoir de contact 

avec le verre de l’ampoule ce qui risquerait de le salir et ainsi modifierait le spectre. 

 Avant la lecture du premier MagNest®, l’automate a besion d’une vériication du bon alignement de ses 

différent composants : lampe, filtres, objectif. 

 On utilise pour cela une cartouche spéciale, composée d’une bandelette fluorescente à durée de vie 

déterminée et dont le nombre d’utilisations est fixé à 180. 

 Lors du scan, le CellTrack Analyzer II® analyse la totalité de la surface de la cartouche en la 

fractionnant en 175 champs distincts sur lesquels sont appliqués les 4 filtres. Chaque filtre permet l’observation 

du signal d’un marqueur fluorescent :  

 DAPI (marqueur nucléaire) 

 PE (marqueur cytoplasmique) 

 APC (marqueur leucocytaire) 

 FITC (artefact ou anticorps supplémentaire) 

Après intégration des différents signaux fluorescents, le logiciel associé présente les résultats sous 

forme d’un tableau d’images où un événement proposé est caractérisé par ses différents marquages. 

Le tableau est composé de plusieurs colonnes (Figure 12) : 

 

Figure 12. Résultats affichés par CellTrack Analyzer II®. 

La première correspond à une image composite correspondant à la superposition des images colorisées 

des canaux PE (vert) et DAPI (rose). 

La deuxième colonne présente le signal fluorescent correspondant au marquage PE (cytoplasmique). 

La troisième indique le marquage nucléaire correspondant au marquage DAPI. 

La quatrième colonne correspond à l’image observée avec la fluorescence APC correspondant au 

marquage anti-CD45 (antigène pan leucocytaire). 

Pour finir une cinquième colonne présente la fluorescence FITC.  

L’opérateur doit sélectionner visuellement les cellules cibles parmi les événements proposés dans la 

galerie, car des éléments indésirables peuvent être présents tels que des artefacts ou des leucocytes. Il est 

fréquent que des cellules non marquées au ferrofluide soient observées au niveau du plan focal car elles sont 

entraînées par les cellules marquées au ferrofluide. Le marquage anti-CD45 permet alors de les différencier des 

cellules d’intérêt. La durée d’incubation des cellules dans le champ magnétique du MagNest® est très importante  
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car plus elle est longue (dans la limite de 24h), plus les cellules marquées auront le temps de monter au plan 

focal et plus les cellules non marquées auront le temps de sédimenter dans la cartouche. La galerie proposée sera 

ainsi plus "propre". 

La sélection se fait selon plusieurs critères. Les premiers critères de sélection sont basés sur le 

phénotypage des cellules : 

En effet, pour être sélectionnée, une cellule doit présenter un marquage  nucléaire (DAPI) associé à un 

marquage cytoplasmique spécifique de la cellule recherchée (PE). 

La CTC au milieu, de plus, ne pas présenter de signal fluorescent dans les canaux APC et FITC, 

indiquant qu’il ne s’agit ni d’un leucocyte, ni d’un artefact. (Figure 13) 

Les phénotypes des cellules recherchées peuvent ainsi être résumés : 

 DAPI+, CK+, CD45- pour les CTCs 

 DAPI+, CD105+, CD45- pour les CECs 

 DAPI+, HMW-MAA+, CD45-, CD45- pour les CMCs 

La qualité de l’image est également un autre critère de sélection. Une cellule peut correspondre aux 

critères de phénotypage, mais si son image est pixélisée, elle ne doit pas être prise en compte. 

Ici nous sommes en présence d’un leucocyte, et non d’une CTC, car même si une image est observée 

dans la colonne PE, celle-ci est pixélisée et vient en fait d’une fuite de fluorescence du canal APC vers le canal 

PE (Figure 13). 

 
Du haut vers le bas : un leucocyte, une CTC, une artéfact 

Figure 13. Evénements représentatifs détectés par CellSearch®.  

La taille de la cellule doit être supérieure à 4 microns (La aille est indiquée par la forme du curseur). 

Le dernier critère de validation d’une CRC est la localisation du noyau par rapport au cytoplasme de la 

cellule. Pour valider une cellule comme une cellule cible, il faut que le noyau soit à 50% à l’intérieur du 

cytoplasme dans l’image composite. 

 Si le canal FITC n’est pas employé, il peut être utilisé pour distinguer les artéfacts, car aucune 

fluorescence FITC n’est censée y être émise. 

3.3.6. Contrôle 

Afin  de vérifier le bon fonctionnement du système Veridex, on emploie une trousse contrôle 

(CellSearch® CTC Control Kit). 

Cette trousse est composée de 24 flacons à usage unique contenant des cellules d’une lignée de 

carcinome mammaire (SK-BR3) fixées. Chaque flacon contient deux types de populations cellulaires ayant une 

différence de pré marquage : 
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 Cellule low, présentant un faible marquage fluorescent 

 Cellule high, dont la fluorescent est plus importante 

Ce contrôle est préparé comme un prélèvement sanguin classique avec un passage dans l’Autoprep, 

suivi par une incubation dans un MagNest® puis scan avec l’analyseur. L’opérateur doit ensuite compter les 

cellules low et high et vérifier que leur nombre est bien dans la fourchette prévue par le fabricant. 

3.4. Pertinence clinique de la détection de CTCs 

 La CTC, telle que mesurée par la technique CellSearch®, est un facteur fort, prédictif, indépendant de la 

survie globale et la survie sans progression chez les patients atteints de cancer du sein métastatique, de la 

prostate, et colorectal.  

Tout au long de la thérapie, les tests de CTC par CellSearch® peuvent être utilisés pour surveiller l'état 

d'un patient en montrant si son pronostic sur la thérapie donnée est favorable ou défavorable à tout moment. 

Chez les patients atteints du cancer du sein et de la prostate métastatique, une réduction des nombres de 

CTCs jusqu’à moins de 5 CTCs après l’initiation de la thérapie a prédit une survie globale plus longue, 

cependant, une augmentation des nombre à 5 ou plus de CTCs a prédit une survie  globale plus courte (Figure 14 

et Figure 15). 

Pareil, chez les patients atteints du cancer colorectal métastatique, le seuil pour séparer le pronostic 

favorable et défavorable est 3 CTCs (Figure 16). 

 

Figure 14. Estimation de la survie globale par la méthode de Kaplan-Meier pour les patients atteints de cancer 
du sein (d’après www.CellSearchctc.com).  
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Figure 15. Estimation de la survie globale par la méthode de Kaplan-Meier pour les patients atteints de cancer 
de la prostate (d’après de Bono JS et al, 2008). 

 

Figure 16. Estimation de la survie globale par la méthode de Kaplan-Meier pour les patients atteints de cancer 
colorectal métastatique (d’après www.CellSearchctc.com). 
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L’apparition de la technique CellSearch® a permis d’obtenir une sensibilité et une spécificité suffisantes 

pour détecter les CTCs en ciblant les marqueurs spécifiques des cellules épithéliales dans le sang périphérique. 

Elle permet la numération et l’étude morphologique des CTCs qui est largement utilisée et validée. C’est la seule 

méthode approuvée par le FDA pour  application clinique chez les patients atteints de cancer du sein, de la 

prostate, et le cancer colorectal ; De nombreuses études sont en cours pour obtenir l’agrément dans d’autres 

cancers.  

Dans ce cadre, cette technique innovante pourrait permettre une application prometteuse pour la 

détection des cellules tumorales dans les liquides biologiques, ce qui dépend toujours de la cytologie 

conventionnelle avec une sensibilité insuffisante. La mise en évidence de cette application serait importante en 

clinique pour le diagnostic, le pronostic et le traitement des patients atteints de cancer avec des métastases aux 

niveaux du SNC, du péritoine. 

Ce travail poursuit des études préliminaires pour: 

1. La mise en place de la nouvelle méthode CellSearch® pour la détection de cellules tumorales dans les 

liquides biologiques. 

2. Comparer la méthode CellSearch® avec la cytologie conventionnelle. 

3. Evaluer la signification de cellules tumorales dans la surveillance des patients au cours du traitement. 
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Développement d’une nouvelle méthode pour l’identification et la 

quantification de cellules malignes dans le liquide céphalorachidien chez les 

patients atteints de métatases leptoménignées à cause du cancer du sein. 

Article 1: 

Development of a new method for identification and quantification in cerebrospinal 

fluid of malignant cells from breast carcinoma leptomeningeal metastasis 

Emilie Le Rhun, Frédéric Massin, Qian Tu, Jacques Bonneterre, Marcelo De Carvalho Bittencourt, Gilbert C. 

Faure 

BMC Clinical Pathology 2012, 12:21 

1.1. Objectif 

La cytologie conventionnelle du LCR reste toujours le test diagnostique ''norme d’or'' pour LM, mais sa 

sensibilité à partir de la première ponction lombaire n’est pas suffisante (Chamberlain 2010), et son 

interprétation des résultats est seulement qualitative et non quantitative. Donc, de divers marqueurs biologiques, 

tels que des antigènes tumoraux, des molécules concernant l'extravasation, la migration ou l'angiogenèse ainsi 

que les chémiokines (Rompp, Dekker et al. 2007, Corsini, Bernardi et al. 2009, Groves, Hess et al. 2009, Walbert 

and Groves 2010, Weston, Glantz et al. 2011) sont en cours d'évaluation de leurs applications dans le diagnostic 

de LM. La cytométrie en flux a été proposé, en particulier pour des SNC impliqué à cause des maladies malignes 

hématologiques (Tarnok, Bocsi et al. 2006, Weston, Glantz et al. 2011). La technique de CellSearch® Veridex a 

été conçu pour la détection de CTCs dans le sang chez les patients atteints de cancer et validée pour le suivi et le 

pronostic du cancer du sein (Allard, Matera et al. 2004, Riethdorf, Fritsche et al. 2007, Miller, Doyle et al. 2010). 

Dans cette étude, nous avons eu pour objectif de mettre au point la technique CellSearch® Veridex pour détecter 

les cellules malignes dans le LCR de patients atteints de LM à cause de cancer du sein.  

Ce travail a été réalisé sur la plateforme Nancytomique du CHU de Nancy et fait l’objet d’une 

collaboration avec le service de neurologie de Lille. 

1.2. Matériels et méthodes 

Tous les patients ont été inclus dans une étude de phase 3 randomisée évaluant le rôle du traitement par 

voie intrathécale pour LM de cancer du sein (DEPOSEIN, EudraCT N°: 2010-023134-23). Le diagnostic de LM 

a été confirmé chez huit patients atteints d'un cancer primaire du sein, selon les critères de diagnostic.  

Tous les échantillons de LCR ont été obtenus aux sites lombaires et analysés au moment du diagnostic 

de LM ou à différents moments au cours du traitement de LM. Des échantillons de LCR avec un volume 

recommandé de 5 ml ont été prélevés dans les tubes conservateurs CellSave et analysés dans un délai de 3 jours 

après l’échantillonnage par le systèm CellSearch® en utilisant le CellSearch® CTC Kit. En général, la procédure 

de la détection dans le LCR est pareille comme dans le sang. Mais il faut faire attention, la technique 

CellSearch® nécessite des échantillons colorés par des globules rouges. Par conséquent, afin de permettre 

l'analyse d'un échantillon de liquide clair comme LCR, l'extérieur du tube a été tout simplement obscurci avec un 
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feutre noir jusqu'au niveau du liquide pour imiter le niveau des érythrocytes sédimentés. Après le dépôt de 5 ml 

de LCR, 5 ml de tampon de dilution a été ajouté, et le mélange a été homogénéisé et centrifugé. Le tube coloré a 

ensuite été placé dans la station de préparation de CellSearch® et soumis à la préparation automatisée pour les 

échantillons de sang, jusqu'à la génération de galeries d'images de cellules suspectes pour une validation 

technique. Les critères pour classifier un événement comme étant une cellule tumorale étaient pareils comme 

ceux de CTC ainsi détectées dans le sang. Les résultats ont été signalés comme le nombre de CSFTCs par ml de 

LCR. 

En parallèle, des analyses cytologiques conventionnelles de LCR (May Grunwald Giemsa) dans 1 h 

après l’échantillonnage ont été également réalisées. 

1.3. Résultats 

Notre travail s’est en premier lieu centré sur l’adaptation de la technique CellSearch® pour la détection 

et le dénombrement des cellules tumorales dans le LCR de LM chez les patients atteints de cancer du sein. Seize 

échantillons de LCR étaient disponibles pour l'évaluation de la méthode innovante. Les cellules malignes ont été 

observées à la fois par l'analyse cytomorphologique conventionnelle et par la technique CellSearch® dans 12 

échantillons, et n’ont pas été trouvées dans 2 échantillons. Pour les 2 échantillons restants, la cytologie 

conventionnelle n’était pas interprétable dans un échantillon en raison de la détérioration des cellules, malgré 

une procédure habituelle de l'échantillonnage et le traitement du LCR, néanmoins la technique CellSearch® a 

montré 650 cellules tumorales dans 5 ml de LCR. Dans un autre échantillon, la cytologie conventionnelle n'a pas 

trouvé de cellules tumorales, mais la technique CellSearch® a montré plus de 2 000 cellules/ml.  

Les nombres de cellules tumorales étaient variés de 1 à 10 500/5 ml de LCR.  

La Figure 1 dans l’article 1 a montré des cellules tumorales épithéliales représentatives détectées dans le 

LCR de patients atteints de cancer du sein par la technique CellSearch®. Ces cellules ont des aspects similaires 

aux cellules épithéliales tumorales décrites dans le sang comme les CTCs chez les patients atteints de cancer du 

sein (Weston, Glantz et al. 2011).  

La Figure 2 a résumé les résultats quantitatifs de cellules tumorales dans le LCR par la technique 

CellSearch®. Trois patients ont été prélevés des LCR une fois par les deux techniques, avec des résultats positifs 

ou négatifs concordants. Trois patients ont été étudiés à deux fois, un avec peu de cellules (1 et 2 cellules/5 ml), 

un avec des nombres diminués (25 et 0 cellules/5 ml, respectivement) et l’autre avec des nombres élevés (2 392 

et 4 700 cellules/5 ml, respectivement). Un patient a été analysé trois fois avec des nombres croissants 

continuellement de 3 129 à 10 500 cellules/5 ml. Un autre patient a été étudié quatre fois, avec des nombres de 

cellules tumorales décroissantes de 1 042 à 408 cellules /5 ml de LCR).  

Dans cette étude pilote, on n’a pas encore exploré la corrélation du nombre de CSFTCs avec les 

caractéristiques et la survie de patients à cause de petit nombre de cette étude.   

1.4. Résultats complémentaires 

Nous avons continué d’inclure des patients dans le protocole DEPOSEIN après la publication de cet 

article. Tous les résultats entre 2012 et 2014 sont présentés dans le Tableau 8.  
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Tableau 8. Nombre de CSFTCs chez les patients atteints de cancer du sein. 

Inclusion number of the patient CSF sampling number Enumeration of CSFTC with the 
CellSearch® Veridex technology (per ml) 

03 01 0 
05 01 626 

02 1600 
03 2100 

06 01 7 
09 01 208 

02 130 
03 75 
04 82 

10 01 0.2 
02 0.4 
03 0 
04 0 
05 0 

11 01 478 
02 940 

12 01 5 
02 0 
03 0 
04 0 

13 01 1560 
02 1120 
03 2180 
04 1700 
05 1400 

14 01 7500 
15 01 0 

02 0 
03 0 

16 01 58 
02 100 
03 32 

17 01 0 
02 2.4 
03 0.2 
04 0 
05 0 
06 1.2 

18 01 826 
02 293 

19 01 600 
20 01 11 
21 01 0.2 

02 0.4 
22 01 3700 
23 01 4000 
24 01 1200 

02 240 
26 01 87 
27 01 0 
28 01 0 
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1.5. Conclusion 

Nous avons montré par ce travail une nouvelle méthode facile pour l'identification et la quantification 

des cellules malignes dans le LCR de LM chez les patients atteints de cancer du sein. Ces résultats, qui doivent 

être confirmés dans une grande série, suggèrent que la technique CellSearch® pourrait être d'intérêt au cours du 

suivi de patients atteints de cancer, pour la caractérisation initiale de LM et notamment d'évaluer l'efficacité du 

traitement. Selon ces premiers résultats, la technique CellSearch® continue d'être étudiée au cours de l'étude 

clinique de DEPOSEIN. 
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Article 2 : Detection and quantification of CSF 

malignant cells by the CellSearch® technology in 

patients with melanoma leptomeningeal metastasis 
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Détection et quantification de cellules malignes dans le LCR par la technique 

CellSearch® chez les patients atteints de métatases leptoménignées à cause du 

mélanome. 

Article 2: 

Detection and quantification of CSF malignant cells by the CellSearch® technology in 

patients with melanoma leptomeningeal metastasis 

Emilie Le Rhun, Qian Tu,  Marcelo De Carvalho Bittencourt, Isabelle Farre, Laurent Mortier, Huili Cai  

Chantal Kohler, Gilbert C. Faure  

Med Oncol (2013) 30:538 

2.1. Objectif 

Le mélanome est la tumeur solide la plus fréquente associée à des métastases leptoméningées. 

L'incidence du mélanome a augmenté régulièrement au cours des dernières années. Mais malgré son incidence, 

les LM de mélanome sont rarement diagnostiquées et étudiées dans la littérature. Dans deux études sur les 

patients atteints de mélanome, une diffusion méningée de mélanome a été cliniquement suspectée chez 

seulement 10 et 20% des patients, mais confirmée chez 52% et 44 à 70% des patients par autopsies, 

respectivement (Amer, Al-Sarraf et al. 1978, Moseley, Davies et al. 1989). LM est une complication dévastatrice 

du mélanome avec un sombre pronostic vital et fonctionnel, avec des signes et des symptômes neurologiques 

progressifs conduisant à la mort dans quelques semaines. La survie globale médiane est estimée à 8-10 semaines 

(Harstad, Hess et al. 2008, Pape, Desmedt et al. 2012). Actuellement, de nouvelles chimiothérapies systémiques 

sont développées dans le mélanome métastatique, en particulier des inhibiteurs de BRAF (vemurafenib et 

dabrafenib) et des immunothérapies (ipilimumab), avec des résultats prometteurs même en cas de métastases au 

niveau du SNC (Carlino, Fogarty et al. 2012, Long, Trefzer et al. 2012). En conséquence, un diagnostic précoce 

de LM avant l'altération de l'état général du patient et la présence de déficits neurologiques multiples, sévères, ou 

fixes est nécessaire pour améliorer la qualité de vie et la survie globale des patients. Dans le travail précédent, 

nous avons décrit une adaptation de la technique CellSearch®, appliquée à la détection des cellules malignes dans 

le LCR de LM chez les patients atteints de cancer du sein. Le but de ce travail a été de vérifier si la technique 

CellSearch® permettrait également la détection et l'énumération des cellules tumorales dans le LCR de LM chez 

les patients atteints de mélanome, bien que le mélanome n’exprime pas les marqueurs épithéliaux comme 

EpCAM et CKs. Dans cette étude préliminaire, nous avons utilisé un CellSearch® CMC Kit dédié au mélanome 

et une adaptation de la technique CellSearch® utilisée précédemment en comparant avec la cytologie 

conventionnelle. 

Ce travail a été réalisé sur la plateforme Nancytomique du CHU de Nancy et fait l’objet d’une 

collaboration avec le service de neurologie de Lille. 

2.2. Matériels et méthodes 
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Deux patients de sexe masculin ont été diagnostiqués avec LM à cause du mélanome primaire. Le 
diagnostic de LM a été évalué par l’IRM et la cytologie du LCR chez un patient, et chez un autre patient, 

seulement par la cytologie du LCR.  

Des échantillons du LCR et du sang ont été prélevés avant le traitement intrathécal. Le CellSearch® 

CMC Kit a été utilisé pour compter les cellules du mélanome premièrement par un enrichissement 

immunomagnétique des cellules exprimant CD146, suivie d'une coloration nucléaire avec DAPI, et une détection 

d’immunofluorescence de HMW-MAA. La coloration de membrane CD45 et CD34 a été également réalisée 

pour la détection des leucocytes et  des cellules endothéliales contaminants respectivement. Pour les échantillons 

sanguins, le protocole est le même comme celui de la détection de CTCs. Pour les échantillons de LCR, nous 

avons appliqué notre méthode précédemment décrite pour la détection de CSFTC chez les patients atteints de 

cancer du sein (Le Rhun, Massin et al. 2012). Les critères pour classifier un événement comme étant une cellule 

tumorale de mélanome (CSFMC, CerebroSpinal Fluid Melanoma Cell) étaient pareils comme ceux de CTC sauf 

les expressions de marqueurs comme CD146+, HMW-MAA+, DAPI+, CD45-, et CD34-. Les résultats ont été 

signalés comme le nombre de CSFMCs par 5 ml de LCR. 

En parallèle, des analyses cytologiques conventionnelles de LCR (May Grunwald Giemsa) dans 1 h 

après l’échantillonnage ont été également réalisées. 

2.3. Résultats 

Trois échantillons de LCR et un échantillon de sang pour le premier patient, 4 échantillons de LCR et 3 

échantillons de sang pour le deuxième patient ont été analysés. Pour les 7 échantillons de LCR au total, les 

cellules malignes ont été observées par la cytologie conventionnelle chez 5 échantillons, y compris 3 

échantillons avec la présence des cellules malignes suspectées, sans aucun dénombrement précis des cellules de 

mélanome. D’autre part, les présences de CSFMCs détectées par la technique CellSearch® étaient positives chez 

6 prélèvements, avec le nombre varié de 5 à 1 090/5 ml, alors qu'aucune CMC n’a été détectée dans le sang 

(Tableau 2 dans l’article 2).  

En comparant ces deux méthodes, un assez bon accord qualitatif a été observé entre la cytologie 

conventionnelle et la technique CellSearch® chez les deux patients. Mais pour deux échantillons du deuxième 

patient, les cellules de mélanome étaient évidemment détectées seulement par la technique CellSearch®. 

Les images de CSFMCs ainsi détectées dans le LCR avaient des aspects de cellules de mélanome 

similaires à celles décrites dans le sang comme CMC chez les patients atteints de mélanome.  

Une étude quantitative séquentielle avec la technique CellSearch® chez ces deux patients a montré que 

les résultats semblaient très concordants, soit avec des nombres de CSFMC très faibles (jusqu'à 20), soit très 

élevées (jusqu'à 1000) (Figure 2 dans l’article 2). Malheureusement, les changements dynamiques des nombres 

de CSFMC chez les deux patients n’étaient pas bien corrélés avec les évolutions cliniques.  

2.4. Conclusion 

 Les métastases de mélanome au niveau du SNC sont particulièrement fréquentes. Les LM doivent être 

diagnostiquées dans les premiers temps de la maladie à prévenir la progression de déficits neurologiques 

incapacitants, surtout depuis que les derniers nouveaux traitements thérapeutiques ont été identifiés, en 

particulier pour la tumeur avec des mutations de BRAF. Nos résultats ont confirmé que la technique CellSearch® 
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peut être adaptée pour la détection de cellules de mélanome dans le LCR en utilisant des marqueurs moléculaires 

dédiés. Cette technique autorise également une appréciation visuelle des cellules en images numérisées et une 

quantification précise des cellules intéressées, même à de faibles nombres, qui pourraient être d'un intérêt 

particulier pour le suivi des patients pendant le traitement de LM du mélanome. Des études prospectives sont 

nécessaires pour évaluer la sensibilité et la spécificité, et pour confirmer le rôle de cette nouvelle approche dans 

le diagnostic et le suivi de LM du mélanome. 
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Article 3 : CellSearch® technology applied to the 

detection and quantification of tumor cells in CSF of 

patients with lung cancer leptomeningeal metastasis 
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Application de la technique CellSearch® pour la détection et la quantification 

de cellules tumorales dans le LCR chez les patients atteints de métatases 

leptoménignées à cause du cancer du poumon. 

Article 3: 

CellSearch® technology applied to the detection and quantification of tumor cells in CSF 

of patients with lung cancer leptomeningeal metastasis 

Qian Tu; Xianglei Wu; Emilie Le Rhun; Marie Blonski; Basile Wittwer; Luc Taillandier; Marcelo De Carvalho 

Bittencourt; Gilbert C. Faure  

Lung cancer, soumis 

3.1. Objectif 

Le cancer du poumon (LC, Lung Cancer) est responsable de 10 à 26% de LM (Bendell, Domchek et al. 

2003, Le Rhun, Taillibert et al. 2013), avec une incidence estimée de 1% dans le CBNPC et de 10 à 25% dans le 

CBPC (Le Rhun, Taillibert et al. 2013). En fait, pour le diagnostic de LM, la cytologie du LCR reste le test 

''norme d’or'' avec une spécificité élevée (environ 95%), mais une faible sensibilité (55% à la première ponction 

lombaire) (Bendell, Domchek et al. 2003, Le Rhun, Taillibert et al. 2013). Actuellement, il y a un intérêt 

croissant pour l'identification directe des CTCs dans le sang périphérique comme un marqueur robuste potentiel 

dans le diagnostic, le pronostic et le traitement du cancer. Plusieurs méthodes ont été rapportées (Harouaka, 

Kang et al. 2014, Hofman, Ilie et al. 2014), y compris la technique CellSearch® validée par la FDA (Allard, 

Matera et al. 2004, Cristofanilli, Budd et al. 2004, Cohen, Punt et al. 2008, de Bono, Scher et al. 2008, Scher, Jia 

et al. 2009), et elles devraient être étudiées dans la détection de cellules tumorales dans le LCR. La technique 

CellSearch® améliore largement la sensibilité, la fiabilité, l'objectivité et la précision de la détection de CTCs 

dans le sang périphérique par rapport à la cytologie conventionnelle (de Bono, Scher et al. 2008), et a récemment 

permis à une énumération précise des cellules malignes dans des échantillons de liquides biologiques soit riches 

ou paucicellulaires (Patel, Allen et al. 2011, Nayak, Fleisher et al. 2013, Schwed Lustgarten, Thompson et al. 

2013, Tu, Bittencourt Mde et al. 2014). Ici, nous nous sommes concentrés sur les patients atteints de cancer du 

poumon confirmés le diagnostic de LM avec ou sans métastases cérébrales, en utilisant une méthode facile de 

CellSearch® adaptée.  

Ce travail a été réalisé sur la plateforme Nancytomique du CHU de Nancy et fait l’objet d’une 

collaboration avec le service de neurologie de Lille et le service de neurologie de Nancy. 

3.2. Matériels et méthodes 

Après l’exclusion des maladies inflammatoires ou infectieuses, les patients avec LM confirmées par 

l’IRM liés aux cancers du poumon étaient inclus entre juillet 2012 et février 2014 à partir des services de 

neurologie du CHU de Nancy et Lille Centre Oscar Lambret. Tous les patients ont bénéficié d'une ponction 

lombaire après une évaluation d’IRM total de la colonne vertébrale et du cerveau. La technique CellSearch® a 

été appliquée à la détection et la quantification de CSFTCs dans des échantillons de LCR (volume recommandé: 
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5 ml) en utilisant le CellSearch® CTC Kit testés en parallèle avec analyse cytologique conventionnelle de LCR 

(May Grunwald Giemsa) dans 1 h après l’échantillonnage. Les analyses biochimiques standard de LCR ont été 

également réalisées. En outre, des échantillons séquentiels de LCR ont été obtenus après le traitement de LM 

chez 3 patients et une patiente avait un échantillon concomitant de sang pour la détection de CTCs. Les résultats 

ont été montrés comme le nombre de CSFTC/5 ml de LCR ou le nombre de CTCs/7,5 ml de sang. La détection 

de CSFTC a été considérée comme positive si au moins une cellule avec CK+/DAPI+/CD45- a été identifiée dans 

l'échantillon traité. 

3.3. Résultats 

Cette étude pilote a inclus 18 patients atteints de cancer du poumon avec un diagnostic de métastases 

leptoméninges. Le diagnostic de LM a été évalué chez tous les patients par à la fois l’IRM totale de la colonne 

vertébrale et du cerveau et la cytologie conventionnelle du LCR (tableau 1). L'IRM a montré des images sans 

équivoque de LM chez tous les 18 patients (100%). Les volumes des échantillons de LCR ont varié entre 0,5 et 5 

ml pour la cytologie conventionnelle et les cellules tumorales ont été détectées mais non comptées chez huit 

patients (44,4%).  

Les volumes des échantillons de LCR pour la détection de CSFTCs sont variés entre 2,6 ml et 5,0 ml. 

Les analyses du LCR par la technique CellSearch® ont révélé les CSFTCs chez 14 patients (77,8%) dont 6 

patients avec la cytologie conventionnelle négative. En le même temps, les CSFTCs n’ont pas été détectées chez 

cinq patients atteints de cancer du poumon avec métastases cérébrales, mais sans LM. Le Tableau 1 dans l’article 

3 a résumé les résultats quantitatifs de l’énumération des CSFTCs utilisant la technique CellSearch®. Le nombre 

médian de CSFTCs était 785 CSFTCs/5 ml de LCR (intervalle de 1 à > 20 000). Au total, la sensibilité de la 

cytologie conventionnelle sur la première ponction lombaire était de 44,4% (95% intervalle de confiance [IC]: 

21,5%-69,2%), tandis que celle de la technique de CellSearch® de la même ponction de LCR était de 77,8% 

(95% IC: 52,4%-93,6%). La spécificité de la technique CellSearch® était de 100% (95% IC: 47,8% -100%). 

La Figure 1A dans l’article 3 a montré des CSFTCs représentatives détectées par la technique de 

CellSearch® dans un échantillon de LCR. Ces cellules avaient des caractéristiques similaires à celles rapportées 

pour les cellules tumorales épithéliales périphériques décrites comme des CTCs chez les patients atteints de 

cancer du poumon. Elles sont de formes rondes ou ovales, avec un cytoplasme modéré et un noyau rond. La 

figure 1B dans l’article 3 a montré les CTCs périphériques à partir du même patient. La comparaison des cellules 

tumorales dans le LCR et dans le sang périphérique à partir de ce patient a montré que la CSFTC était plus 

grande, bien empilée, avec une fluorescence plus forte que la CTC. En outre, les CSFTCs ont soit présenté 

comme des cellules individuelles chez 14 patients avec CSFTCs positives, soit associé à des agrégats de cellules 

tumorales similaires à ceux décrits dans le sang de patients atteints de cancer comme le microembole circulant 

(CTM) chez 12 patients. 

Les CSFTCs n’ont pas été détectées chez 4 LM patients pour lesquels les cytologies conventionnelles 

ont également été négatives. Histologiquement, ils étaient deux adénocarcinomes, un carcinome neuro-

endocrinien de grande cellule, et un carcinome à petites cellules. 

Parmi les échantillons séquentiels de LCR obtenus après le traitement de LM (Figure 2A dans l’article 

3), deux patients ont été étudiés à deux reprises et les deux ont montré une baisse significative du nombre de 

CSFTCs suite à l'initiation de la thérapie intrathécale ou systémique (respectivement de 20 000 à 10 000 
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CSFTCs/5 ml de LCR, et de 600 à 163 CSFTCs/5 ml de LCR). Le troisième patient a été étudié à trois reprises 

et a eu une diminution du nombre de cellules tumorales, de 7 000 à 683 CSFTCs/5 ml de LCR. La Figure 2B 

dans l’article 3 a montré les trois résultats à partir de ce patient à des moments différents (avant et après le 

premier et le deuxième cycle de traitement systémique). Non seulement les nombres de CSFTCs avaient diminué, 

mais aussi les proportions de CSFTCs isolées et agrégées ont changé après le traitement. Un peu déçu, les 

changements cinétiques des CSFTCs n’avaient pas corrélé avec la réponse au traitement clinique de ces patients. 

3.4. Conclusion 

En conclusion, au mieux de notre connaissance, c’est la première étude sur la détection et l'énumération 

des CSFTCs chez les patients atteints de cancer du poumon avec LM, en utilisant la technique CellSearch® 

adaptée. Cette méthode est relativement simple, examinateur-indépendant, avec une grande sensibilité, 

spécificité et reproductibilité. La preuve préliminaire de nos données a indiqué que cette détection et 

quantification directe des CSFTCs utilisant la technique CellSearch® peuvent être une procédure prometteuse 

pour le diagnostic et la surveillance de la thérapie de LM chez les patients atteints de cancer du poumon. D'autres 

études sont nécessaires pour valider la détection de CSFTCs dans les grandes cohortes, à explorer leur utilisation 

comme un marqueur diagnostique et pronostique dans la prise en charge de LM. 
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Fig. 1. Gallery of images of tumor cells in CSF (A) and peripheral blood (B) detected by CellSearch® technology. 

By definition, CTCs are nucleated (purple), express cytokeratin (green), and lack CD45 expression. In the CSF 

sample, CSFTCs were either isolated or in clusters and their morphology was similar to that of CTCs in the 

peripheral blood without morphologically apoptotic features, which were present in some of the CTCs in blood 

sample (arrow, shrunken cell containing CK inclusion). Scale bar 10μm. CSF: cerebrospinal fluid; CTC: 

circulating tumor cell; CSFTC: CSF tumor cell; CK:cytokeratin. 

 
Fig. 2. Sequential CSFTCs detections in LM from LC patients. (A) Individual numbers of CSFTCs detected 

using the CellSearch® technology from 3 patients during follow-up. (B) Change of the numbers of total CSFTCs 

and aggregated CSFTCs in one patient. CSFTC: CSF tumor cell; LM: leptomeningeal metastasis; LC: lung 

cancer. 
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Article 4 : Case Report: Detection and quantification of 

tumor cells in peripheral blood and ascitic fluid from a 

metastatic esophageal cancer patient using the 

CellSearch® technology 
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Cas clinique : détection et quantification des cellules tumorales dans le sang 

périphérique et l’ascite chez un patient atteint de cancer de l'œsophage 

métastatique en utilisant la technique CellSearch®. 

Article 4: 

Case Report: Detection and quantification of tumor cells in peripheral blood and ascitic 

fluid from a metastatic esophageal cancer patient using the CellSearch® technology  

Qian Tu, Marcelo De Carvalho Bittencourt, Huili Cai, Claire Bastien, Camille Lemarie-Delaunay, Marie C 

Bene, Gilbert C Faure. 

F1000Research 2014, 3:12 (Last updated: 18 JUL 2014) 

4.1. Objectif 

La dissémination péritonéale est fréquente dans le cancer gastro-intestinal et l'analyse du liquide d'ascite 

devrait permettre d'établir l'étiologie de l'ascite, d'identifier et de caractériser les cellules malignes. Cependant, 

malgré une haute spécificité, la sensibilité de la cytologie du liquide d'ascite reste insuffisante, à environ 60% 

(Karoo, Lloyd et al. 2003, Kalogeraki, Karvela-Kalogeraki et al. 2012). Depuis 2004, la technique CellSearch® a 

montré ses avantages dans la détection de CTCs dans le sang périphérique, qui peut effectuer un diagnostic 

précis et des analyses moléculaires en même temps. Cependant, peu d'études ont encore montré la présence de 

CTCs dans le cancer de l'œsophage métastatique. En 2008, Hiraiwa et al. ont étudié l’utilisation du 

dénombrement de CTCs chez les patients atteints de cancer gastro-intestinaux (Hiraiwa, Takeuchi et al. 2008). 

Trente-huit patients atteints de cancer de l'œsophage ont été inclus, dont 23 patients présentant des métastases. 

Ils ont trouvé que 21,7% des patients atteints de cancer de l'œsophage métastatiques avaient ≥ 2 CTCs. Deux ou 

plus de CTCs chez les patients atteints de cancer de l'œsophage métastatique ont une corrélation significative 

avec la diffusion pleurale ou péritonéale et un pronostic nettement pire. Par conséquent, les auteurs avaient 

l'hypothèse que la détection de CTC ≥ 2 est un facteur pronostique important pour le cancer de l'œsophage 

métastatique.  

Plus récemment, la technique CellSearch® est aussi appliquée dans la détection de cellules tumorales 

dans des liquides biologiques comme le LCR et la diffusion pleurale. A notre connaissance, aucune étude 

précédente n’a exploré l’application potentielle de cette technique pour la détection et la quantification des 

cellules tumorales dans des échantillons de l’ascite. Nous avons présenté ici un cas d'adénocarcinome 

œsophagien métastatique chez un homme de 70 ans présentant une dysphagie et une grande quantité de l’ascite. 

Ce travail a été réalisé sur la plateforme Nancytomique du CHU de Nancy et fait l’objet d’une 

collaboration avec le service d’anatomie et cytologie pathologiques du CHU de Nancy. 

4.2. Présentation de cas clinique 

Un patient de 70 ans a été envoyé à l'unité d'urgence en raison d'une détérioration progressive de l'état 

général pendant quelques semaines associée à une dysphagie, une faible fièvre, une anorexie et une perte de 
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poids de 8 kg pendant les derniers 4 mois. Le patient avait un antécédent de la leucémie lymphocytaire chronique 

de stade A pour quatre ans, avec une évolution indolente sous des suivis annuels régulièrement. 

L’examen physique initial était normal sauf une adénopathie de 2 cm sous sa clavicule gauche. Une 

tomodensitométrie (TDM) a montré un épaississement de l'œsophage inférieur, une hypodensité du foie et une 

masse lymphatique dans la région mésentérique. 

Le patient a ensuite été admis à l'hôpital pour le bilan diagnostique. Au cours de la période 

d'hospitalisation, la maladie du patient a progressé rapidement, avec apparition d'ascite massive, l’ictère, et des 

difficultés respiratoires. Le TEP/TDM (Tomographie par émission de positons) a montré un épaississement de 

l'oesophage inférieur, des adénomégalies sus- et sous-diaphragmatiques et des lésions dans le foie, le pancréas et 

la petite courbure de l'estomac, tous avec des activités hypermétaboliques (Figure 1 dans l’article 4). Une 

gastroscopie a montré un épaississement périphérique dans le segment inférieur de l'œsophage sans sténose, 

saignant facilement au contact. Une biopsie effectuée à ce niveau a montré une infiltration par un 

adénocarcinome peu différencié. La biopsie d'aspiration à l'aiguille fine de la lésion du foie a démontré le même 

type de cancer avec des cellules de grande taille, de forme polygonale ou cubique, et des noyaux 

hyperchromatiques irréguliers. Ces cellules ont également été positives pour les CK7, 19 et 20. La première et la 

seconde paracentèse ont apporté peu de cellules d'adénocarcinome en grappes (Figure 2 dans l’article 4), qui 

étaient cytokératines AE1/AE3, 7 et 19 positives. 

La présence de cellules tumorales dans le sang périphérique et l’ascite a été évaluée par le système de 

CellSearch® en utilisant le CellSearch® CTC Kit. Après un consentement éclairé, un échantillon de 7,5 ml du 

sang périphérique et un échantillon de 5 ml d'ascite ont été prélevés dans des tubes de CellSave. L'échantillon de 

sang a été analysé par le protocole standard de CellSearch®. Pour l'analyse de l'échantillon d'ascite, nous avons 

utilisé le même protocole légèrement modifié comme la détection de cellules tumorales dans les échantillons de 

LCR.  

Finalement, une présence de 47 CTCs dans 7,5 ml du sang périphérique a été observée, dont certains 

avec des morphologies apoptotiques. En outre, plus de 13 000 cellules avec EpCAM+/CK+/CD45- ont été 

détectées dans 5 ml de l’ascite. Fait intéressant, dans l'échantillon d'ascite, les cellules étaient soit en 

individuelles soit en grappes, et leur morphologie est très similaire à celle des CTCs dans le sang périphérique 

sans images évoquant l'apoptose (Figure 3 dans l’article 4). 

Le patient a été diagnostiqué finalement avec un adénocarcinome de l’œsophage inférieur et de la 

jonction œsogastrique, avec des métastases hépatique, péritonéale et pancréatique. Pas de rémission de la 

maladie a été observée sous un traitement palliatif, et le patient est décédé un mois après le diagnostic. 

4.3. Résultats complémentaires 

 Nous avons continué d’analyser des échantillons d’ascite. Tous les résultats entre 2012 et 2014 sont 

présentés dans le Tableau 9. La comparaison avec les résultats de la cytologie conventionnelle chez les mêmes 

échantillons est en cours. Une sensibilité plus haute devrait être attendue. 
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Tableau 9. Nombres de cellules tumorales dans l’ascite chez 
les patients.  

Inclusion number of 
the patient 

Enumeration of tumor cells with the CellSearch® 
Veridex technology (per 5 ml) 

01 0 
02 13473 

03 0 

04 0 

05 45 

06 883 

07 201 

08 100 

09 20000 

10 0 

11 0 

12 229 

13 4 

14 0 

15 8 

16 692 

17 45 
18 1000 

4.3. Conclusion 

 Le cas clinique présenté ici a confirmé la dissémination hématogène du cancer de l'œsophage par la 

détection de CTCs dans le sang périphérique du patient. D’autre part, c’était le premier rapport concernant la 

quantification de cellules avec un dosage des cellules tumorales beaucoup plus élevé dans un échantillon d'ascite. 

Ceci suggère que les cellules tumorales dans l'ascite peuvent être étudiées avec la technique CellSearch®, 

induisant un grand potentiel pour le diagnostic, l'évaluation, la surveillance du traitement des patients, et la 

compréhension de la biologie du cancer. Nous avons proposé de dénommer ces cellules "ETC" pour "effusion 

tumor cell". 
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Article 5 : Detection of disseminated tumor cells 

in aspirative drains after neck dissection 
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Détection des cellules tumorales disséminées dans le drain de Redon chez les 

patients subissant un curage ganglionnaire cervical. 

Article 5: 

Detection of disseminated tumor cells in aspirative drains after neck dissection 

R Mastronicola, C Berteau, Q Tu, S Corteses, J Guillet, B Phulpin, P Gangloff, L Bezdetnaya, JL Merlin, G 

Faure, G Dolivet. 

Eur Arch Otorhinolaryngol 2015 Jan 30 

5.1. Objectif 

La prise en charge médicale du cancer de la tête et du cou comprend, dans la plupart des cas, un 

traitement chirurgical comme le premier choix. Toutefois, l’effet chirurgical sur la dissémination des cellules 

tumorales est mal connu et peu d'études ont démontré la présence des CTDs dans le site opératoire. De même, 

l'effet du drainage aspiratif placé dans le champ opératoire à la fin de la chirurgie est toujours remis en question. 

De nombreuses études ont été réalisées sur les CTCs et les CTDs dans le cancer du sein, de la prostate, et dans le 

cancer colorectal, mais seulement quelques-uns dans le cancer de la tête et du cou. Le but de cette étude était 

d'étudier la présence de CTDs dans le drain de Redon cervical après la chirurgie de la tête et du cou. La détection 

et la quantification des CTDs ont été évaluées par la technique CellSearch®. 

Ce travail a été réalisé sur la plateforme Nancytomique du CHU de Nancy et fait l’objet d’une 

collaboration avec l’Institut de Cancérologie de Lorraine. 

5.2. Matériels et méthodes 

Quatorze patients (11 hommes et 3 femmes) ont été inclus dans cette étude. Ils ont subi une chirurgie de 

la tête et du cou. Douze d'entre eux ont présenté des carcinomes squameux de la tête et du cou (HNSCC, head 

and neck squamous cell carcinomas) et deux ont présenté des métastases cervicales d'adénocarcinome. L'âge 

médian était de 64 ans (entre 37 et 84 ans). Concernant le stade du cancer, trois patients étaient T2N2M0, un 

patient était T3N3M0 et dix patients étaient T4N0-3M0. Des données cliniques sur les facteurs de risque (alcool 

et tabac), les antécédents de cancer, les types et les marges de la chirurgie, les histologies de la tumeur et 

l'invasion ganglionnaire ont été enregistrées. Des échantillons de redon ont été prélevés 1 jour après la chirurgie 

chez tous les patients, sauf le patient n°12, pour lequel l’échantillon a été prélevé 3 jours après la collecte. La 

détection de CTDs a été effectuée par la technique CellSearch® en utilisant le CellSearch® CTC Kit avec le 

protocol adapté pour le LCR. Les résultats ont été montrés comme le nombre de CTDs/7,5 ml de redon. La 

détection de CTDs a été considérée comme positive si au moins deux cellules avec CK+/DAPI+/CD45- ont été 

identifiées dans l'échantillon traité. 

5.3. Résultats 

Les données sur les types et les marges de la chirurgie, les histologies de la tumeur et l'invasion 

ganglionnaire ont été présentées dans le Tableau 1 dans l’article 5. Le processus de la préparation de CellSearch® 

chez le patient n°9 était échoué. Finalement, chez les 13 patients, 9 (69%) patients ont présenté des CTDs. Parmi 
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ces neuf patients, deux étaient T2N2b-cM0 (3-242 DTCs/7,5 ml) et sept étaient T4N0-3M0 (7-2,094 DTCs/7,5 

ml). Il a montré que les CTDs ont été détectées dans des échantillons de redon chez les patients atteints de 

HNSCC comme chez les patients atteints d’adénocarcinome. Les images composites (Fig. 1 dans l’article 5) de 

CTDs, trouvés chez le patient n°5 (HNSCC) (Figure 1a dans l’article 5) et n°10 (adénocarcinome) (Figure 1b 

dans l’article 5), ont montré des différences morphologiques entre ces deux types de CTDs. Les CTDs de 

l'adénocarcinome étaient rondes et homogènes alors que les CTDs du carcinome épidermoïde avaient des formes 

diverses. La fluorescence de CK était plus forte dans les CTDs de HNSCC que celles d'adénocarcinome. En 

outre, nous avons trouvé que des micro-emboles étaient présentées seulement dans les échantillons de redon à 

partir de patients atteints de HNSCC. 

5.4. Conclusion 

En conclusion, cette étude a confirmé la détection de cellules tumorales dans le redon chez les patients 

subissant la chirurgie de la tête et du cou, selon une technique CellSearch® adaptée. Les significations de la 

détection et la quantification de ces cellules ne sont pas encore claires. En outre, il faut faire attention que les 

échantillons de redon pourraient avoir des contaminations avec des cellules épithéliales normales qui doivent 

être exclus de cellules tumorales. D'autres études sont nécessaires pour valider la détection de cellules tumorales 

dans les grandes cohortes, à explorer leur utilisation comme un marqueur pronostique. 
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Article en préparation : Detection of circulating tumor 

cells by the CellSearch® technology in patients with 

advanced non small cell lung cancer (CircuBronch) 
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Identification des cellules tumorales circulantes dans le cancer bronchique 

non à petites cellules (CBNPC) de stade avancé (CIRCUBRONCH). 

Article en préparation: 

Detection of circulating tumor cells by the CellSearch® technology in patients with 

advanced non small cell lung cancer (CircuBronch) 

Qian Tu, et al. 

6.1. Objectif 

 L'objectif principal a été de décrire le profil évolutif de la cinétique des CTCs, mesurées par la 

technique CellSearch® Veridex, au cours de l’évolution de CBNPC de stade localement avancé et métastatique 

(IIIB et IV), au diagnostic et après trois cures de chimiothérapie ou thérapeutiques ciblées.  

 Nous avons également cherché à évaluer les associations entre les caractéristiques épidémiologiques 

individuelles de chaque patient et la présence de CTC ; les associations entre les différentes caractéristiques 

tumorales (stade, taille, nombre et localisation métastatique) et le nombre de CTCs ; la valeur pronostique de la 

présence ou le nombre de CTCs au moment diagnostique ; et la valeur prédictive de la cinétique du taux de CTC 

pour la réponse aux traitements par chimiothérapie ou thérapie ciblée. 

6.2. Matériels et méthodes 

 C’était une étude prospective, monocentrique au CHU de Nancy, dans le service de pneumologie, non 

randomisée, en ouvert portant sur la détection de CTCs dans le sang périphérique de patients atteints de CBNPC 

récemment diagnostiqués, localement avancés (stade IIIB) ou métastatiques (stade IV), au moment du diagnostic 

(à l’inclusion, C1), et à l’issue de 3 cures de chimiothérapie ou thérapeutiques ciblées (entre le 21ème et le 

35ème jour après la 3ème cure de chimiothérapie, C3). La durée des inclusions était de 18 mois et la durée totale 

de l’étude était de 30 mois. La durée de participation de chaque patient était de 12 mois. Les patients ont été 

traités par les protocoles thérapeutiques habituels, recommandés et validés par les sociétés savantes. 

 - Critère d’inclusion des sujets : Les patients devaient d’être majeurs et présenter un CBNPC confirmé 

histologiquement, de stade IIIB ou IV, au moment du diagnostic. Les lésions devaient être mesurables par les 

critères RECIST. Un consentement écrit était nécessaire après avoir reçu une information écrite, claire et 

intelligible. 

 - Critère de non inclusion : Les patients n’ont pas été inclus lorsqu’ils présentaient un antécédent de 

cancer de moins de 5 ans, à l’exception des cancers de la peau (autre que mélanomes) et du cancer in situ du col 

de l’utérus ; de même, lors d’antécédents de traitement par chimiothérapie, radiothérapie ou chirurgie pour un 

cancer bronchique. Par ailleurs, ils n’étaient pas inclus non plus lorsqu’ils étaient dans l’incapacité de signer un 

consentement écrit, qu’ils ne possédaient pas de couverture sociale ou qu’ils étaient sou tutelle ou curatelle. 

 Les éléments cliniques biologiques, radiologiques ainsi que les prélèvements pour le dosage de CTCs 

ont été réalisés à l’inclusion et après les 3 premières cures de chimiothérapie. Une visite à un an de l’inclusion 

lorsqu’elle sera possible, est également prévue (recueil des éléments cliniques biologiques et radiologiques 
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habituels). Pour les patients décédés ou perdus de vue, les informations seront collectées à partir du dossier 

médical ou du courrier du médecin traitant. 

 Dans cette étude, la détection des CTCs était réalisée à l’aide de la technique CellSearch® Veridex, sur 

des tubes de 7,5 ml de sang. Le seuil de positivité a été fixé à 2 CTCs/7,5 ml de sang selon les littératures. 

D’autres données cliniques, biologiques et radiologique ont été effectuées : 

 - Date de naissance 

 - Sexe 

 - Statut tabagique 

 - Antécédents cardiaques respiratoires et néoplasiques 

 - Examen physique : Poids, Taille, Performans status (PS) 

 - Date du diagnostic 

 - Examens biologiques : taux d’hémoglobine, nombre de polynucléaires neutrophiles, taux de plaquettes, 

taux de protéines, albuminémie, calcémie 

 - Histologie de la tumeur 

 - Scanner thoraco-abdomino-pelvien et cérébral analysé selon les critères RECIST 

 - Recueil des événements indésirables graves 

6.3. Résultats 

6.3.1. Caractéristiques cliniques des patients 

Cinquante patients ont été inclus dans le service de pneumologie du CHU de Nancy, du 22/6/2012 au 

26/06/2013. L’âge moyen des patinets était de 60,7 ans s’étalant de 32 à 80 ans. On comptait une majorité 

d’hommes (41 soit 82%). A l’inclusion, l’état général des patients était bon avec un PS moyen à 1 et un index de 

masse corporelle (IMC) moyen à 23,9 kg/m2 (de 16,1 à 31,6 kg/m2). Le statut tabagique des patients était 

majoritairement un tabagisme actif (25 soit 50%) et sevré (21 soit 42%), contre 4 (soit 8%) de non fumeurs, avec 

une consommation moyenne de 37,5 paquets/année (de 0 à 132 paquets/année) sur une durée moyenne de 31,4 

ans (de 0 à 57 ans).  

Concernant les caractéristiques tumorales des patients inclus, il s’agissait de carcinome de stade IV en 

grande majorité (46 patients soit 92% d’entre eux) par rapport au stade IIIB (4 soit 8%). La répartition des types 

histologiques des tumeurs étudiées étaient les suivantes : adénocarcinome (50%), carcinome épidermoïde (24%), 

carcinome non à petites cellules peu différenciés (18%) et carcinomes à grandes cellules (8%). Parmi les patients 

porteurs d’un adénocarcinome, une mutation du gène codant pour l’EGFR lorsqu’elle avait pu être recherchée, 

était présente dans 9% des échantillons prélevés. Les mutations des gènes K-Ras et B-Raf étaient respectivement 

retrouvées chez 9 et 4% des patients et le réarrangement ALK chez 4% d’entre eux. Le diagnostic était établi 

grâce à des biopsies bronchiques lors d’une endoscopie bronchique standard chez 40% des cas, une écho-

endoscopie chez 32% des cas, une ponction sous scanner chez 12% des patients, une biopsie de métastases 

(osseuse, ganglionnaire, envahissement pariétal) chez 14% des cas, et une thoracoscopie médicale chez 1 patient. 

La localisation de la tumeur primitive concernait : les lobes supérieurs gauche (26%) et droit (22%), les lobes 

inférieurs gauche (8%) et droit (6%), le lobe moyen (6%), les hiles gauche (8%) et droit (6%). Les localisations 

métastatiques se répartissaient de la manière suivante : osseuses (31%), cérébrales (25%), hépatiques (18%), 

surrénaliennes (18%), pulmonaires (10%), pleurales (8%) et ganglionnaires (6%). 
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Enfin, les traitements reçus par les patients, en première ligne, se composaient majoritairement de 

traitement à base de doublet de chimiothérapie classique : carboplatine et paclitaxel pour 28% des patients, 

carboplatine et docétaxel pour 2% des patients, carboplatine et pemetrexed pour 32% des patients. Plus rarement, 

pour les patients en bon état général, des doublets à type de sel de platine : cisplatine et pemetrexed en 

association avec le bevacizumab pour 6% des patients et cisplatine navelbine pour 1 patient. Les thérapeutiques 

ciblées, de type anti-EGFR gefitinib représentaient 4% des prescriptions (soit l’ensemble des patients atteint 

d’adénocarcinome avec mutation du gène de l’EGFR). Une radiothérapie était  réalisée chez 30% des patients au 

décours de leur parcours de soin (surtout au niveau encéphalique). Les caractéristiques des patients inclus dans 

l’étude sont rapportées dans le Tableau 10. 

Tableau 10. Caractéristiques épidémiologiques et oncologiques des patients 
inclus. 

Caractéristiques 
Patients inclus 

N % 

Sexe 

Homme 41 82 

Femme  9 18 

Stade tumoral au diagnostic 

IIIB 4 8 

IV 46 92 

Histologie 

Epidermoïde 12 24 

Adénocarcinome 25 50 

Autres 13 26 

PS à l'inclusion 

0 14 28 

1 26 52 

2 à 4 10 20 

Traitements reçus 

Doublet à base de platine 48 96 

Monochimiothérapie 0 0 

Thérapeutiques ciblées 2 4 

Tabagisme 

Actif 25 50 

Sevré 21 42 

Non fumeur 4 8 

Après trois cures de chimiothérapie, l’état général des patients était conservé et stable par rapport à celui 

avant l’initiation du traitement, avec un PS moyen identique à 1 et un IMC moyen stable à 23,5 kg/m2.  

La durée moyenne de suivi a été de 5,6 mois. Chez les 50 patients inclus, 13 sont décédés au décours du 

suivi dont 5 avant la troisième cure. Selon les critères RECIST, 13 patients (soit 34%) ont eu une maladie 
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progressive après trois cures, dont 5 sont décédés entre la troisième cure et la fin du suivi à un an. Le taux de 

réponse, composé uniquement de réponse partielle était de 34%, et 19% des patients présentaient une stabilité 

après 3 cures. 

6.3.2. Illustration des résultats obtenus par CellSearch® 

 CellSearch® est une technique facile et reproductible. Seuls trois échantillons sur 50 (soit 6%) au 

premier prélèvement, et 2 échantillons sur 40 (soit 5%) au deuxième prélèvement (soit 5,5% au total) n’ont pu 

être correctement analysés, en raison de l’absence de disponibilité des réactifs, au moment du prélèvement 

sanguin. 

Nous avons représenté ici les résultats obtenus pour le patient n°15, respectant les critères de qualité 

listés précédemment (Figure 17). 

 

Les événements sélectionnés sont positifs pour DAPI et CK, et négatifs pour CD45. 

Figure 17. Exemple d’images obtenues lors de la detection de CTCs chez le patient n°15. 

Le nombre moyen de CTCs détectées au diagnostic était de 5,89/7,5 ml de sang, avec une grande 

variabilité, de 0 à 75 (40% des prélèvements avec au moins 2 CTCs/7,5 ml). Celui-ci est inversement corrélé à 

l’âge, de manière significative (r = -0,37, p = 0,012, Figure 18A), et est significativement plus élevé chez les 

hommes que chez les femmes (p = 0,032, Figure 18B). 

 
A                                                                             B 

A : Nombre de CTCs au diagnostic en fonction de l’âge. 
B : Nombre de CTCs initial chez les hommes et chez les femmes. 

Figure 18. Nombre de CTCs au diagnostic en fonction de l’âge et le sexe des patients. 



Résultats : CTC dans le CBNPC 
 

144 
 

 Il n’y avait pas de différence signification entre les nombres de CTCs chez différentes histologies de la 

tumeur (p = 0,14). 

 D’autre part, le nombre initial de CTC est moins important lors de localisations pulmonaires isolées par 

rapport à d’autres localisations métastatiques (Figure 19). 

 

Adp : localisation ganglionnaire. 

Figure 19. Nombre de CTCs au diagnostic selon les localisations métastatiques. 

 Par ailleurs, avant tout traitement, comme au moment de la troisième cure de chimiothérapie, le nombre 

de CTCs est plus important chez les patients présentant plusieurs sites métastatiques par rapport à un site 

métastatique à C1 (p = 0,004 et ANOVA p = 0 ,014), et à C3 (p = 0,004 et ANOVA p = 0,004) (Figure 20). 

 

Gauche : Nombre de CTCs en fonction du nombre de localisation métastatique au diagnostic ; 
Droit : Nombre de CTCs en fonction du nombre de localisation métastatique après trois cures de chimiothérapie ou de thérapeutiques ciblées. 

Figure 20. Nombre de CTCs en fonction du nombre de localisation métastatique. 

 Cependant, il existe une corrélation positive significative entre le nombre de CTCs et la variation des 

dimensions tumorales selon les critères de RECIST avant traitement et après trois cures (r = 0,42, p = 0,028, 

Figure 21).  
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Figure 21. Corrélation entre le nombre de CTCs et la taille tumorale des cibles avant traitement. 

 Après trois cures, le nombre moyen de CTCs était 5,48/7,5 ml de sang (0 ; 128). En revanche, le taux de 

positivité (≥ 2 CTCs/7,5 ml) n’était plus que de 20,5% après les 3 premières cures de chimiothérapie. 

L’évolution du nombre de CTCs après 3 cures de chimiothérapie ou de thérapeutique ciblée a montré une 

diminution globale mais non significative du nombre de CTCs détectées, avec un taux de détection plus faible (p 

= 0,13). 

 Voici les images des CTCs chez un patient représentative avant et après le traitement. Avant le traitment, 

le nombre de CTCs était 4 CTCs/7,5 ml de sang ; après 3 cures de chimiothérapie, le nombre a augmenté à 128 

CTCs/7,5 ml de sang (Figure 22). La réponse au traitement de ce patient était progressive.  

     

Gauche : CTCs détectées au moment diagnostique. 
Droit : CTCs détectées après 3 cures de chimiothérapie. 

Figure 22. CTCs détectées chez un même patient avant et après le traitement. 

 Par ailleurs, le nombre de CTCs avant traitement était significativement plus important si le patient a 

décèdé entre le début de la prise en charge et la troisième cure de chimiothérapie, par rapport aux patients stables 

(p = 0,045, Figure 23A). De plus, il existe une tendance similaire si l’on compare les patients ayant une réponse 

partielle par rapport aux patients qui vont décéder (p = 0,09, Figure 23A). Ces résultats se confirment à la 

troisième cure de chimiothérapie (ANOVA : p = 0,015), avec une différence significative entre les patients 

progressant à 3 cures et les patients en réponse partielle (p = 0,018) et ceux progressant par rapport à ceux qui 

étaient stables (p = 0,028) (Figure 23B). 

 Le seuil de positivité ayant été fixé à une détection d’au moins deux CTCs, on a obtenu ici des résultats 

concordant avec la littérature avec 20 patient (soit 40%) présentant au moins 2 CTCs/7,5 ml de sang au 

diagnostic. La détection des CTCs semble meilleure chez les patients atteints de carcinome épidermoïde (58,3%) 
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A                                                                                                  B 
A : Nombre de CTCs au diagnostic en fonction de la réponse tumorale obtenue selon les critères RECIST 
B : Nombre de CTCs à la troisième cure en fonction de la réponse tumorale. RP : réponse partielle. 

Figure 23. Nombre de CTCs en fonction de la réponse tumorale obtenue. 

puis d’adénocarcinome (47,8%) puis de CBNPC indifférenciés (33,3%), sans différence significative. Les 

caractéristiques des patients selon qu’il a été détecté, avant tout traitement, moins de 2 CTCs/7,5 ml ou au moins 

2 CTCs/7,5 ml de sang, sont représentés dans le Tableau 11. 

 

 

 
 
 
 

Tableau 11. Caractéristiques cliniques et biologiques des patients au diagnostic. 

 

Patients avec au moins 2 
CTCs/7,5 ml de sang 

Patients avec moins de 2 
CTCs/7,5 ml de sang 

N % N % 

Caractéristiques cliniques 
Sexe 

Homme/Femme 18/2 90/10 20/7 74/26 
Stade tumoral 

IIIB 2 10 1 4 
IV 18 90 26 96 

PS 
0 4 20 8 29 
1 9 45 14 52,5 
2 à 4 7 35 5 18,5 

Histologie 
Adénocarcinome 10 50 14 52 
Epidermoïde 6 30 5 18,5 
Autres 4 20 8 29,5 

Tabagisme 
Actif 9 45 13 48,5 
Sevré 9 45 12 44,5 
Non fumeur 2 10 2 7 

Nombre de métastases 
0 2 10 1 3,5 
1 8 40 15 55,5 
2 5 25 7 26 
> 2 5 25 4 15 

Caractéristiques biologiques 
Taux d’hémoglobine (g/dL) 13,22  13,17  
Taux de polynucléaires neutrophiles (/mm3) 9630  7708  
Plaquettes (/mm3) 343000  357956  
Calcémie (mmol/L) 96,7  91,26  
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 Il existe une différence significative concernant l’état général des patients selon qu’ils présentent moins 

de 2 CTCs/7,5 ml ou ≥ 2 CTCs/7,5 ml. Ainsi, les patients avec ≥ 2 CTCs/7,5 ml présentent un performans status 

en moyenne significativement plus élevé au diagnostic : 1,2 vs 0,77, p = 0,043 (Figure 24). 

 Par ailleurs, il semblerait qu’il existe un nombre de femmes significativement plus important parmi les 

patients présentant moins de 2 CTCs/7,5 ml au diagnostic (7 vs 2 femmes dans le groupe ≥ 2 CTCs et 18 vs 20 

hommes, p = 0,031, Figure 25). 

 En revanche, il n’existe pas de différence significative entre les deux groupes concernant l’âge, l’IMC, 

le tabagisme, la taille et le nombre de lésions au diagnostic. De plus, le taux de mortalité semble identique dans 

les deux groupes de patients, respectivement 25,9 et 26%. 

 

Figure 24. Performans status des patients présentant < 2 CTCs/7,5 ml versus ≥ 2 CTCs/7,5 ml. 

 

Figure 25. Le sexe des patients présentant < 2 CTCs/7,5 ml versus ≥ 2 CTCs/7,5 ml. 

 Dans le groupe de patient présentant moins de 2 CTCs/7,5 ml de sang au diagnostic, la variation de 

taille des cibles tumorales est plus importante que celle dans le groupe avec au moins 2 CTCs/7,5 ml (p = 0,046, 

Figure 26). Ceci nous laisse penser qu’il existe une moins bonne réponse aux traitements.  

 Il existe une tendance à une différence de survie entre les groupes selon que les patients présentent 

moins de 2 CTCs/7,5 ml ou au mois 2 CTCs/7,5 ml de sang au diagnostic (Figure 27). Cependant, ce résultat 

n’était pas significatif (p = 0,53, χ2 = 1,27), probablement en raison d’un effectif trop faible. 
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Figure 26. Variation de la taille tumorale chez les patients présentant < 2 CTCs/7,5 ml versus ≥ 2 CTCs/7,5 ml. 

 

Noir : Survie globale. 
Bleu : Survie pour le sous-groupe avec moins de 2 CTCs/7,5 ml. 
Rouge : Survie pour le sous-groupe avec au moins 2 CTCs/7,5 ml. 

Figure 27. Survie par méthode de Kaplan Meier selon le nombre de CTCs. 

6.4. Conclusion 

 Cette technique a été bien maîtrisée avec un nombre et une proportion de CTCs identiques à ceux 

rapportés dans la littérature.  

 Concernant les données cliniques, le nombre de CTCs est inversement corrélé à l’âge et, est plus élevé 

chez les hommes que chez les femmes. Par ailleurs, les CTCs semblent plus nombreuses chez les patients atteints 

de cancers autres qu’épidermoïdes ou adénocarcinomes. Il existe également moins de CTCs lorsque la maladie 

est localisée aux poumons. De plus, le nombre de CTCs est plus important chez les patients avec plusieurs 

métastases par rapport à ceux présentant une seule métastase ou un cancer localement avancé, au diagnostic 

comme à la troisième cure. 

 Concernant l’évolution de la maladie, le nombre de CTCs semble présenter un intérêt pronostique. 

Ainsi, le nombre de CTCs au diagnostic est supérieur chez les patients qui vont décéder (par rapport aux patients 

stables). Les résultats sont identiques après la troisième cure, avec un nombre de CTCs plus élevé chez les 

patients qui progressent par rapport à ceux qui sont stables ou en réponse partielle. D’autre part, il existe une 

corrélation entre la variation de la taille de la tumeur et la variation du nombre de CTCs. 
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 En fin, le seuil de 2 CTCs/7,5 ml de sang semble intéressant pour séparer la population en deux 

catégories : groupes à faible versus haut risque. En effet, les patients présentant au moins 2 CTCs/7,5 ml ont un 

performans status significativement plus élevé au diagnostic, et sont plus souvent de sexe masculin. En outre, la 

variation de la taille tumorale est significativement plus faible lorsqu’il y a au moins 2 CTCs/7,5 ml, ce qui laisse 

supposer d’une moins bonne réponse aux traitement.  

 Pour finir, il existe une tendance vers une différence de survie selon que les patients présentent moins 

de 2 CTCs/7,5 ml ou au moins 2 CTCs/7,5 ml, sans que cette observation atteigne la significativité, du fait d’un 

effectif probablement encore trop faible. 

 Cette étude suggère donc que les CTCs pourraient devenir un biomarqueur pronostique. En effet, notre 

étude tend à démontrer que la détection d’un grand nombre de CTCs constituerait un facteur pronostique 

péjoratif, au moins en situation métastatique. Ainsi, en cours de traitement des cancers bronchiques 

métastatiques, le suivi numérique des CTCs pourrait être un marqueur biologique de réponse tumorale. 
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Les CTCs, quasi absentes chez les sujets sains ou porteurs de pathologies non malignes, sont présentes 

dans le sang de patients cancéreux avec une fréquence et une quantité très variables. Elles sont toutefois toujours 

très minoritaires parmi les cellules nucléées du sang (1 sur 106 à 107). 

L’apparition de la technique CellSearch® a permis d’obtenir la sensibilité et la spécificité suffisantes et 

de détecter les CTCs en ciblant les marqueurs spécifiques. C’est la seule méthode approuvée par le FDA pour  

application clinique chez le cancer métastatique du sein, de la prostate, et colorectal ; de nombreuses études sont 

en cours pour obtenir l’agrément dans d’autres localisations. Elle permet la numération des CTC et leur étude 

morphologique qui est largement utilisée et validée. 

Dans ce cadre, cette technique innovante pourrait permettre une application prometteuse pour la 

détection des cellules tumorales dans les liquides biologiques, ce qui dépend toujours la cytologie 

conventionnelle avec une sensibilité insuffisante. La mise en évidence de cette application serait importante en 

clinique pour le diagnostic, le pronostic et le traitement des patients atteints de cancer avec des métastases au 

niveau du SNC, du péritoine, et de la plèvre. 

1. Synthèse des résultats 

Dans nos études, les cellules tumorales ont été détectées chez les patients atteints de cancer du sein, du 

poumon et de mélanome avec des métastases leptoméningées, chez les patients atteints de cancer d’œsophage 

avec l’ascite, et chez les patients subi la chirurgie de cancer de la tête et du cou, en utilisant la technique 

CellSearch® avec un protocole adapté. Au premier lieu, la méthode était faisable pour les échantillons de LCR, 

de l’ascite et de redon à part du sang, avec des résultats quantitatifs et reproductibles. 

Seize échantillons de LCR prélevés chez 8 patients atteints de LM à cause du cancer du sein étaient 

disponibles pour l’analyse des cellules tumorales (CSFTCs), dont 14 (87,5%) étaient positifs. Les nombres de 

cellules tumorales ont varié de 1 à 10 500/5 ml de LCR. Les analyses du LCR chez les LM patients atteints de 

cancer du poumon ont révélé les CSFTCs chez 14 patients (77,8%). Le nombre médian de CSFTCs était 785 

CSFTCs/5 ml de LCR (intervalle de 1 à > 20 000/5ml de LCR). En utilisant le CellSearch® CMC Kit, les 

analyses des échantillons séquentielles de LCR et de sang correspondant ont été réalisées chez deux LM patients 

atteints de mélanome. Les résultats de CSFMC détectées par la technique CellSearch® étaient positifs chez 6 

échantillons de LCR sur 7, avec le nombre varié de 5 à 1 090/5 ml de LCR, alors qu'aucune CMC n’a été 

détectée dans le sang. Chez un patient atteint de cancer de l’œsophage multi-métastatique, un prélèvement de 

l’ascite et un de sang correspondant ont montré la présence de 47 CTCs dans 7,5 ml du sang périphérique et plus 

de 13 000 cellules tumorales dans 5 ml de l’ascite. Treize patients ayant subi une chirurgie de la tête et du cou à 

cause de HNSCC ou métastases cervicales ont été inclus dans un protocle pour la détection des cellules 

tumorales (CTDs) dans les échantillons de redon. Finalement, chez les 13 patients, 9 (69%) patients ont présenté 

des CTDs (varié de 3-2 094 CTDs/7,5 ml). 

En comparant avec la cytologie conventionnelle, un assez bon accord qualitatif a été observé chez la 

plupart des patients. Mais la technique CellSearch® a présenté une sensibilité plus élevée chez les LM patients 

atteints de cancer du poumon. La sensibilité de la cytologie conventionnelle sur la première ponction lombaire 

était de 44,4% (95% IC: 21,5% - 69,2%), tandis que de la technique CellSearch® de la même ponction de LCR 

était de 77,8% (95% IC: 52,4% - 93,6%). 
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Des échantillons séquentiels ont été étudiés chez les patients atteints de cancer du sein, du poumon et de 

mélanome. Les données ont montré des changements dynamiques des nombres de cellules tumorales détectées 

dans le LCR, mais leurs corrélations avec la réponse au traitement ou la progression de la maladie n’étaient pas 

claires. 

Les cellules ainsi détectées comme les cellules tumorales ont des aspects similaires aux cellules 

épithéliales tumorales décrites dans le sang comme les CTCs ou les CMCs. Elles sont de formes rondes ou 

ovales, avec un cytoplasme modéré et un noyau rond. La comparaison des cellules tumorales dans le LCR et le 

sang périphérique à partir des patients atteints de cancer du poumon a montré que les CSFTCs étaient plus 

grandes, bien empilées, avec une fluorescence plus forte que celle des CTCs. Dans l'échantillon d'ascite chez le 

patient atteint de cancer de l’œsophage, la morphologie des cellules tumorales est très similaire à celle des CTCs 

dans le sang périphérique, mais sans images évoquant l'apoptose qui étaient fréquentes pour les CTCs. En outre, 

les cellules tumorales ainsi détectées dans le liquide biologique, ont soit présenté comme des cellules 

individuelles, soit associé à des agrégats de cellules tumorales similaires à celles décrites dans le sang comme les 

CTMs chez la plupart des prélèvements. 

En outre, dans le protocole de CircuBronch, nous avons décrit le profil évolutif de la cinétique des 

CTCs, au cours de l’évolution des CBNPC de stade localement avancé et métastatiques (IIIB et IV), au 

diagnostic et après trois cures de chimiothérapie ou thérapeutiques ciblées. Au moment de diagnostic, 40% des 

prélèvements avec au moins 2 CTCs/7,5 ml de sang ont été détectés avec le nombre moyen de 5,89/7,5 ml de 

sang. Après trois cures, le nombre moyen de CTC était 5,48/7,5 ml de sang. En revanche, le taux de positivité (≥ 

2 CTCs/7,5 ml) n’était plus que de 20,5%. Les résultats de la corrélation entre le nombre de CTCs et la survie 

des patients ont montré que le nombre de CTCs semble présenter un intérêt pronostique. 

2. Discussion méthodologique 

 Toutes les techniques de la détection de CTC ont des avantages et des inconvénients. Les performances 

analytiques et cliniques de la méthode CellSearch® lui valent d’être aujourd’hui la seule approuvée par la FDA 

pour l’utilisation en clinique, étant pour cette raison le "norme d’or" actuel malgré ses limites. 

2.1. Marqueurs utilisés 

La technique CellSearch® est basée sur un enrichissement immunomagnétique. Le sang est mis en 

présence de billes ferreuses recouvertes d’un anticorps de capture  et par la suite isolées grâce au passage dans un 

champ magnétique. Pour la détection de CTC de la nature épithéliale, la sélection positive utilise un anticorps 

dirigé contre un antigène épithélial, EpCAM qui est la cible la plus fréquente. Après la phase d’enrichissement, 

une étape d’immunomarquage par le DAPI, CK 8/18/19, et CD45 peut permettre l’identification des CTCs, 

associée avec les critères morphologiques. Pour la détection de cellule tumorale de mélanome, la sélection 

immunomagnétique utilise un anticorps dirigé contre CD146, suivi par une étape d’un marquage par le DAPI, le 

HMW-MAA, CD34 et CD45. 

2.1.1. EpCAM 

 La molécule d'adhésion cellulaire épithéliale (EpCAM, CD326) est une molécule pléiotropique qui 

donne potentiellement des applications thérapeutiques dans le traitement du cancer. Elle est une glycoprotéine 
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transmembranaire  de médiateur d'adhésion intercellulaire spécifique à cellule épithéliale (Litvinov, Velders et al. 

1994, Balzar, Briaire-de Bruijn et al. 2001, Baeuerle and Gires 2007), initialement décrite comme un antigène 

dominant de surface sur le carcinome du côlon humain (Herlyn, Steplewski et al. 1979). Des données récentes 

suggèrent que EpCAM est également impliquée dans la signalisation cellulaire, la migration, la prolifération et la 

différenciation (Trzpis, McLaughlin et al. 2007, Maetzel, Denzel et al. 2009). Parce que l’EpCAM est exprimée 

exclusivement dans les épithéliums et les néoplasmes épithéliaux, elle peut être utilisée comme marqueur de 

diagnostic. Le test pour EpCAM est basé sur la morphologie et la coloration phénotypique et peut être effectuée 

avec le tissu du carcinome primaire et les cellules récoltées à partir des effusions malignes. EpCAM avec une 

expression stable ou forte a été détectée dans la plupart des adénocarcinomes et également dans des métastases, 

des épanchements malins, et des cellules souches cancéreuses (Provencher, Finstad et al. 1993, Passebosc-Faure, 

Li et al. 2005, Bellone, Siegel et al. 2009). EpCAM peut donc être un candidat d’antigène tumoral idéal pour 

détecter des cellules cancéreuses circulantes et métastatiques. Dans certains types de tumeurs, une surexpression 

d’EpCAM était liée à un stade avancé de la maladie et une survie globale défavorable, ce qui suggère EpCAM 

comme un marqueur pronostique potentiel. 

2.1.1.1. Profil d’expression d’EpCAM 

 En général, l'expression d’EpCAM est limitée à l'épithélium. Plus précisément, EpCAM est détectée sur 

la membrane basolatérale des cellules de tissu humain normal. Aucune expression d’EpCAM ne se trouve dans 

les tissus mésenchymateux, musculaires ou neuroendocriniens, dans les cellules d'origine lymphoïde, ou dans le 

mélanome (Balzar, Winter et al. 1999, Went, Lugli et al. 2004). Les données des dernières années sur 

l'expression d’EpCAM dans les cancers épithéliaux sont résumées dans le Tableau 12, dont la majorité sont 

obtenues par immunohistochimie de tissus inclus dans la paraffine (Went, Lugli et al. 2004). Une forte 

expression d’EpCAM est détectée dans les adénocarcinomes du côlon (près de 100%), tandis que les carcinomes 

du côlon médullaires montrent une expression plus faible (80%) que les adénocarcinomes (Went, Vasei et al. 

2006). Une haute expression d’EpCAM a également été montrée dans les adénocarcinomes de l'estomac, du 

pancréas et du poumon (≥ 95%) (Went, Lugli et al. 2004, Brezicka 2005, Rao, Chianese et al. 2005). Dans le 

cancer du poumon, le carcinome à grandes cellules et le carcinome à cellules squameuses ont une expression 

d'EpCAM (83-85%) légèrement moins élevée que l'adénocarcinome. Une forte ou intense expression d’EpCAM 

a été présentée dans le carcinome de l'endomètre et les types histologiques principaux de cancer de l'ovaire, 

allant de 88% à 100% (Went, Lugli et al. 2004). 

 Dans le cancer de la prostate, l'expression d’EpCAM a été identifié chez ≥ 98% des cas (Went, Lugli et 

al. 2004, Rao, Chianese et al. 2005). Une expression élevée est également observée dans le cancer du sein 

primaire (98%). Cependant, Went et al. ont trouvé une expression d’EpCAM évidemment plus élevée dans le 

carcinome canalaire du sein (81%) que celle dans le carcinome lobulaire du sein (45%) (Went, Lugli et al. 2004, 

Rao, Chianese et al. 2005). Une haute expression d’EpCAM a également été identifiée dans le carcinome 

urothélial in situ de la vessie (Patriarca, Colombo et al. 2009). Went et al. ont trouvé une expression d’EpCAM 

vraiment plus élevée dans le carcinome urothélial de la vessie de stade pT2-4 que celle dans le carcinome 

papillaire urothélial non invasif (Went, Lugli et al. 2004, Rao, Chianese et al. 2005). Dans le cancer du rein, une 

expression d’EpCAM modérée ou forte a été trouvée dans environ 20% des carcinomes à cellules claires, 93% 

des carcinome à cellules chromophobes, et 69% à cellules papillaires (Went, Lugli et al. 2004, Went, Dirnhofer 

et al. 2005). Fait intéressant, l'expression d’EpCAM a également été trouvée dans certains carcinomes à cellules 
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squameuses, par exemple, du poumon, de l'œsophage, et du col de l'utérus (Went, Lugli et al. 2004). Une 

expression beaucoup plus faible a été signalée dans le carcinome hépatocellulaire (15%). Cependant, EpCAM a 

été trouvé dans tous les carcinomes de la vésicule biliaire (cholangiocarcinome) (Balzar, Winter et al. 1999, 

Went, Lugli et al. 2004). Enfin, comme une exception, EpCAM a également été trouvée dans 

l’esthésioneuroblastome non-épithélial (Went, Lugli et al. 2004). 

 Compte tenu de la vaste gamme de carcinomes humains où l'expression d’EpCAM a été identifiée 

(discutée ci-dessus et résumée dans le Tableau 12), il est de plus en plus important que les données accumulées à 

partir de différentes études soient comparables. Une normalisation des scores de coloration serait extrêmement 

utile, en particulier pour continuer à étudier l'impact de l'intensité de coloration sur le pronostic et les stratégies 

thérapeutiques. 

Tableau 12. Expression d’EpCAM dans les carcinomes humains 
(d’après C. Patriarca et al, 2012). 

Organ EpCAM positive (%) 

Breast, primary 98 

Breast, metastatic 100 

Breast, ductal CA 81 

Breast, lobular CA 45 

Colon, aCA 99.7 

Colon, medullary CA 80 

Colon, mucinous CA 100 

Esophagus, aCA 100 

Esophagus, SCC 86 

Esthesioneuroblastoma 100 

Gallbladder, aCA 100 

Lung, aCA 94.7 

Lung, adenoosquamous CA 54.6 

Lung, bronchioloalveolar CA 96.7 

Lung, large cell CA 84.9 

Lung, neuroendocrine CA 83.9 

Lung, squamous cell CA 82.7 

Ovary, aCA 100 

Pancreas, aCA 96.0 

Prostate carcinoma ≥ 98 

Small intestine, aCA 100 

Stomach (adeno-) CA 97.5 

Uterus cervix, SCC 67 

SCC : Squamous Cell Carcinoma   

2.1.1.2. Valeur diagnostique 

Dans les tissus humains, EpCAM n’est exprimé que dans l'épithélium et des néoplasies dérivées de 

l'épithélium. La molécule peut être utilisée comme un marqueur pour distinguer entre des néoplasies épithéliales 
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et des néoplasies dérivées de tissus non épithéliaux. Il a été démontré que EpCAM peut être utilisée également 

comme un marqueur pour établir une discrimination entre les carcinomes (par exemple, l'adénocarcinome du 

poumon, le cancer de l'ovaire) et les mésothéliomes avec EpCAM négative (Shield, Callan et al. 1994, Ryan, 

Oates et al. 1997). En outre, EpCAM peut être utilisée comme un marqueur pour différencier histologiquement 

entre les néoplasies épithéliaux. Par exemple, entre le cholangiocarcinome, qui sont principalement EpCAM-

positive, et le carcinome hépatocellulaire, qui sont surtout EpCAM-négative. Selon l'organe, de différents sous-

types de cancer peuvent avoir des propriétés et des intensités de coloration vraiment différentes.  

La détection des cellules cancéreuses dans les épanchements de patients diagnostiqués avec des 

malignités gynécologiques est basée sur l'étude de la morphologie et le phénotype des cellules. Parmi les 

différents antigènes de tumeurs malignes, EpCAM joue un rôle essentiel en aidant à identifier la tumeur sous-

jacente. Cependant, il faut faire attention que le lavage péritonéal, bien que rare, peut donner de résultats faux 

positifs pour la coloration d’EpCAM puisque les cellules épithéliales tubaires normales sont EpCAM positives 

(Risberg, Davidson et al. 2000). Ainsi, tous les échantillons doivent être soigneusement évalués 

morphologiquement. Le Tableau 13 résume les données publiées sur l'expression d’EpCAM dans les carcinomes 

et les épanchements malins. Les tests d’EpCAM dans les épanchements étaient soit effectués via une préparation 

de cytospin ou de blocs de cellules et la coloration immunocytochimique, alors que la coloration 

immunohistochimique a été réalisée en tissu de carcinome primaire. Au total, l'expression d’EpCAM dans les 

épanchements malins représente celle dans le carcinome primaire correspondant. 

Tableau 13. Expression d’EpCAM dans les carcinomes et les épanchements malins 
(d’après C. Patriarca et al, 2012). 

Carcinoma (CA) 
EpCAM expression in  

primary carcinoma: % of patients 

EpCAM-positive 

effusions: % of patients 

Ovarian 67-100 79-100 

Gastric 98 75-100 

Colon 80-100 87-100 

Pancreatic 96 83-100 

Endometrial 91-96 100 

Breast 90 71-100 

2.1.1.3. Intérêt clinique et pronostique d’EpCAM 

Comme montré dans les tableaux 12 et 13, EpCAM est largement exprimée dans les carcinomes de 

diverses origines. Dans la plupart de carcinomes, l’expression d’EpCAM pourrait être hétérogène dans de 

différents sous-types, et la détection d'EpCAM peut être utilisée pour le diagnostic différentiel. Pour le cancer de 

l’ovaire, les expressions d’EpCAM dans de différents stades de FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie 

Obstétrique) et dans les métastases, les ascites, et les maladies récurrentes sont identiques à la tumeur primaire 

(Provencher, Finstad et al. 1993, Bellone, Siegel et al. 2009). Chez les patients atteints de carcinome colorectal, 

EpCAM était présente dans les tumeurs primaires et des métastases correspondantes dans le foie, la peau, le 

péritoine, et les ganglions lymphatiques (Shetye, Frodin et al. 1988). 

Dans certains types de tumeurs, la surexpression d’EpCAM a été associée à un stade avancé de la 

maladie et une survie globale défavorable. Par exemple, dans le cancer du sein, l’expression d’EpCAM a été 
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trouvée avec un mauvais pronostic (Gastl, Spizzo et al. 2000, Spizzo, Went et al. 2004). En particulier, la 

surexpression d’EpCAM a également été associée à une faible survie chez le groupe de patients avec le cancer 

du sein triple négatif (Schmidt, Hasenclever et al. 2008). Le cancer du sein triple négatif signifie que les 

récepteurs en ER, en PR, et HER-2 sont négatifs, et résiste aux thérapies ciblant existants, tels que les traitements 

endocriniens ou trastuzumab. Dans le carcinome urothélial de la vessie, l'expression d’EpCAM était plus élevée 

dans les cas avancés et associée à une survie globale pire par rapport à des tumeurs avec EpCAM-négative 

(Brunner, Prelog et al. 2008). Dans le cancer de la prostate, une forte expression d’EpCAM a été identifiée dans 

environ 90% des adénocarcinomes à cellules acineuses de la prostate (Went, Lugli et al. 2004, Rao, Chianese et 

al. 2005), tandis que dans les adénocarcinomes de la prostate hormono-résistants, il a trouvé que l’expression 

d'EpCAM était significativement plus élevée que celle dans les adénocarcinomes non traités (Went, Lugli et al. 

2004). La surexpression d'EpCAM dans le cancer de l’ovaire était particulièrement évidente dans les stades 

avancés de la maladie (Spizzo, Went et al. 2006). La survie globale était deux fois plus élevée chez les patients 

dont EpCAM n'a pas été surexprimée, par rapport aux patients avec une surexpression d’EpCAM (Spizzo, Went 

et al. 2006). Des résultats similaires ont été obtenus dans le carcinome de la vésicule biliaire (Varga, Obrist et al. 

2004). Ainsi, EpCAM pourrait servir d’un marqueur pronostique supplémentaire dans certains types de tumeurs. 

EpCAM est également exprimée abondamment dans les cellules souches cancéreuses (Gires, Klein et al. 

2009, Munz, Baeuerle et al. 2009). Elle pourrait être un candidat idéal de l’antigène tumoral pour détecter des 

cellules cancéreuses circulantes et métastatiques (Nagrath, Sequist et al. 2007, Sieuwerts, Kraan et al. 2009). Les 

techniques de détection immunohistochimique d’EpCAM y compris la cytologie et les anticorps panneaux ont 

atteint une très grande sensibilité et peuvent être utilisées dans la routine clinique. 

En outre, l’expression d’EpCAM dans le cancer et son rôle pronostique dans certains carcinomes 

constituent une base solide pour une thérapie ciblée anti-VEGF. De différentes approches à utiliser EpCAM 

comme une cible pour les anticorps thérapeutiques ont déjà été effectuées (Armstrong and Eck 2003, Liljefors, 

Nilsson et al. 2005, Chaudry, Sales et al. 2007). 

2.1.1.4. EpCAM dans les épanchements 

 La sensibilité et la spécificité de la détection des cellules tumorales dans les épanchements malins sont 

résumés dans le Tableau 14 (Passebosc-Faure, Li et al. 2005). Un seul anticorps d’EpCAM a confirmé le 

diagnostic de la tumeur dans 66,2% des épanchements malins avec 100% de spécificité. Une combinaison de 

quatre marqueurs diagnostiques (ACE, EpCAM, CDH1 (Cadherin 1), MGB1), y compris EpCAM, a donné un 

résultat positif dans 76% des épanchements malins avec 100% de spécificité. En combinant la cytologie et un 

panel d'anticorps immunohistochimique, la sensibilité de la détection d’EpCAM dans des cellules cancéreuses 

des épanchements séreux a été significativement améliorée (≥ 90%) (Tableau 14). Bocking et al. ont trouvé une 

sensibilité de 78% pour le test immunocytochimique d’EpCAM (Shield, Callan et al. 1994). 

 En outre, le volume de l’épanchement nécessaire pour diagnostiquer une tumeur maligne a également 

été étudié, et la sensibilité du diagnostic dépend du volume de l’épanchement traitant. Fait important, au moins 

200 ml sont nécessaires pour obtenir une bonne sensibilité (Macchi, Patriarca et al. 2010, Swiderek, Morcos et al. 

2010) 

. Au total, l'expression EpCAM est vaste et stable dans les carcinomes, les maladies cancéreuses 

métastatiques et récurrentes. Le potentiel pronostique dans certains types de tumeurs permet cette molécule un 

marqueur prometteur en oncologie. 
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2.1.2. Cytokératines 

Les cytokératines sont les constituants des filaments intermédiaires de kératine, ce sont des polymères 

de kératine (d'un diamètre d'environ 10 nm), que l'on retrouve spécifiquement dans les tissus épithéliaux. Elles 

sont des alpha-kératines, que l'on peut classer en deux groupes : les cytokératines de type I (CK 9-23), qui sont 

acides, et les cytokératines de type II (CK 1-8), qui sont basiques ou neutres. Généralement, les cytokératines 

s'assemblent en fonction de leur type et on trouve des couples type I - type II. Par exemple, on trouve le couple 

K5/K14 dans la couche basale de l'épiderme. Les cytokératines de type II sont plus longues que celles de type I. 

Les cytokératines permettent la formation des téguments, c'est-à-dire les tissus de revêtement externes 

(peau et ses constituants : poils, ongles, cheveux, glandes sudoripares, etc.) et internes (endothélium, 

mésothélium, endomètre, etc.). 

Leur localisation spécifique dans les tissus épithéliaux permet l'identification des cellules cancéreuses 

d'origines épithéliales (par exemple les carcinomes) grâce à des techniques immunohistochimiques utilisant des 

anticorps anti-cytokératines. La cytokératine constitue donc un marqueur histochimique de la différenciation des 

cellules épithéliales. Fait important, les CKs constituent des outils de diagnostic en pathologie, le plus important 

dans la détection des tumeurs. Les tumeurs primaires et leurs métastases correspondantes ont les mêmes 

expressions de cytokératines, ce qui les distingue des autres types de carcinomes, permettant ainsi à la 

différenciation entre les différentes tumeurs (Moll, Dhouailly et al. 1989, Varadhachary, Abbruzzese et al. 2004, 

Gusterson, Ross et al. 2005, Kanaji, Bandoh et al. 2007).  

2.1.2.1. Profil d’expression de Cytokératines 

Les expressions de protéines de CK 2, 4-10, 13-16, 18, et 19 ont été évaluées par un cocktail d'anticorps 

(C11, AE1, AE3, et K7) et l’anticorps individuel de C11 et A45-B/B3 chez cancer 11 lignées de cellules du 

cancer du sein et chez 50 patients atteints de carcinomes mammaires primaires et leurs métastases des ganglions 

lymphatiques. En fin, l’nticorps individuel de cytokératine identifiant seulement un ensemble limité de 

cytokératines hérite le risque de rater les CTCs biologiquement chez les patients cancéreux, et des cocktails 

d'anticorps sont donc recommandés (Joosse, Hannemann et al. 2012). 

Tableau 14. La sensibilité et la spécificité de la cytologie et les marqueurs moléculaires 
différents dans les épanchements testées par RT-PCR (71 épanchements malins et 43 
épanchement bénins; d’après Passebosc-Faure, Li et al. 2005). 

Markers/method Sensitivity (%) Specificity (%) 

Cytology 52/71 (73.2) 43/43 (100) 

ACE 28/71 (39.4) 43/43 (100) 

EpCAM 41/71 (66.2) 43/43 (100) 

CDH1 33/71 (46.5) 43/43 (100) 

MUC1/YZ 33/71 (46.5) 40/43 (93) 

MGB1 11/71 (15.5) 43/43 (100) 

ACE + EpCAM + CDH1 + MGB1 54/71 (76) 43/43 (100) 

ACE + EpCAM + CDH1 + MGB1 + MUC1/YZ 58/71 (81.7) 40/43 (93) 

Cytology + ACE + EpCAM 64/71 (90.1) 43/43 (100) 

Cytology + ACE + EpCAM + MUC1/YZ 67/71 (94.4) 40/43 (93) 
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Les CKs que la technique CellSearch® utilise sont CK8, 18, 19. Les profils d'expression caractéristiques 

de ces cytokératines dans des carcinomes humains sont résumés dans le Tableau 15. 

CK8 et CK18 sont généralement co-exprimées et constituent la paire de la cytokératine principale de 

cellules épithéliales simples, y compris de divers épithéliums parenchymateux (Franke, Schiller et al. 1981, Moll, 

Franke et al. 1982, Owens and Lane 2003). Elles ont un rôle structurel dans les épithéliums simples. En outre, ils 

jouent un rôle dans la signalisation qui module l'attachement cellulaire, la synthèse des protéines, la transition de 

phase G1/S, et l'adaptation au stress. En outre, la CK18 peut être appliquée pour détecter l'apoptose et la nécrose 

induites par la thérapie de la tumeur (van Dorst, van Muijen et al. 1998, Linder, Havelka et al. 2004, Ku and 

Omary 2006, Lau and Chiu 2007). 

Tableau 15. Profils d'expression caractéristiques de cytokératines typiques dans les 
carcinomes humains sélectionnés (d’après Moll, Divo et al. 2008). 

Carcinoma CK8/CK18 CK19 

Hepatocellular carcinoma ● ○ 

Colorectal adenocarcinoma ● ● 

Adenocarcinoma of stomach ● ● 

Ductal adenocarcinoma of pancreas ● ● 

Adenocarcinoma of lung ● ● 

Invasive ductal carcinoma of breast ● ● 

Adenocarcinoma of endometrium ● ● 

Adenocarcinoma of ovary ● ● 

Renal cell carcinoma, clear cell type ● ○ 

Renal cell carcinoma, papillary type ● ● 

Renal cell carcinoma, chromophobe type ● ○ 

Malignant mesothelioma ● ● 

Small cell carcinoma of lung ● ○ 

Merkel cell carcinoma ● ● 

Transitional cell carcinoma ● ● 

Squamous cell carcinoma (various sites) ○ ○ 

Explanation of symbols : filled circle, extended staining of most tumor cases;  open circle, focal/heterogeneous staining of some 

but not all cases. 

En ce qui concerne les tumeurs malignes, CK8 et CK18 sont exprimées dans la plupart des carcinomes 

à l'exception de certains carcinomes des cellules squameuses différenciées. Par conséquent, les anticorps anti-

CK8 et CK18 sont utiles pour la plupart des adénocarcinomes, des carcinomes hépatocellulaires, des carcinomes 

des cellules rénales, et des carcinomes neuroendocrines. Puisque les anticorps monoclonaux hautement sensibles 

contre ces cytokératines sont disponibles, ces cytokératines peuvent être utiles pour l’immunohistochimie 

diagnostique dans les cas de carcinomes avec une faible expression de la cytokératine tels que le CBPC, de 

prouver leur nature épithéliale. 

Outre CK8 et CK18, CK19 est également une sorte de cytokératine à l'épithélium simple. Elle est 

largement distribuée, qui est souvent, mais pas toujours co-exprimée avec CK7. Il se présente généralement avec 

CK7 comme une paire de cytokératine dans les épithéliums canalaires simples comme des canaux biliaires et 
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pancréatiques (cytokératines "de type canalaire"). Cependant, dans plusieurs épithéliums manquants CK7 telles 

que l'épithélium intestinal, CK19 doit former une paire avec CK8. 

L'expression de CK19 peut être induite dans certains épithéliums qui ne présentent pas normalement 

cette cytokératine par des altérations pathologiques. Dans les carcinomes, CK19 est largement exprimée dans les 

adénocarcinomes et les carcinomes épidermoïdes et donc n’est pas largement utilisée comme un marqueur 

immunohistochimique pour le sous-typage des carcinomes. La détection de fragments de CK19 solubles 

(CYFRA 21-1) libérés par les cellules de carcinome dans le sérum a montré une large application clinique 

comme un marqueur pour surveiller le traitement et évaluer la réponse au traitement. Elle a été confirmée d’être  

particulièrement utile dans le carcinome bronchique à cellules squameuses (Barak, Goike et al. 2004, Gu and 

Coulombe 2007). 

2.1.2.2. Valeur diagnostique 

Un des sujets importants de l’application des cytokératines est leur utilisation comme marqueurs 

immunohistochimiques en pathologie diagnostique tumorale à l’aide des anticorps spécifiques. Les tumeurs 

épithéliales maintiennent des caractéristiques spécifiques des profils d'expression des cytokératines du type de 

cellule d'origine. Ainsi, dans les cas où les tumeurs ne sont par claires en fonction des données cliniques et 

l'histopathologie conventionnelle, le typage de cytokératine peut aider à identifier et classer l'entité de la tumeur 

présente. Le profilage de cytokératine est particulièrement utile pour les carcinomes peu différenciés, pour les 

carcinomes qui se disséminent dans plusieurs organes, et en particulier pour les métastases à cause d’une tumeur 

primaire inconnue. 

L’adénocarcinome est l'un des plus grands groupes de tumeurs malignes humaines et peut présenter 

dans de nombreux organes et tissus. Il représente plus de la moitié des cas de cancer avec une tumeur primaire 

inconnue. L'identification de l'origine spécifique, par exemple, le côlon, l’ovaire, le pancréas, ou le poumon est 

importante pour la thérapie car les choix efficaces de la chimiothérapie peuvent être très différents. En tant que 

groupe, les adénocarcinomes sont caractérisés par une prédominance des cytokératines à l’épithélium simple, 

notamment CK8, CK18 et CK19. 

Comme d'autres adénocarcinomes, la plupart des cancers du sein constitutivement expriment CK8, 

CK18 et CK19 (Altmannsberger, Dirk et al. 1986, Malzahn, Mitze et al. 1998) .Dans certaines études, cependant, 

une expression élevée de CK8 ou CK18 sur le test d’immunocoloration détecté par certains anticorps 

monoclonaux, a été corrélée avec un pronostic favorable. En revanche, une absence ou une expressin diminuée 

de CK8 ou CK18 a été associée à un pronostic défavorable (Takei, Iino et al. 1995, Schaller, Fuchs et al. 1996, 

Woelfle, Sauter et al. 2004). 

Les tumeurs neuroendocriniennes, un groupe de tumeurs importants et hétérogènes, se caractérisent 

généralement par l'expression de cytokératines typiques des épithéliums simples (notamment CK8, CK18 et plus 

variable pour CK19). Plusieurs études intéressantes concernant les tumeurs endocrines du pancréas ont suggéré 

que l'expression de CK19 dans ces tumeurs peut être corrélée à un mauvais pronostic (La Rosa, Rigoli et al. 

2007, Schmitt, Anlauf et al. 2007). 

Les carcinomes épidermoïdes de différents sites d'origine sont généralement caractérisés par une 

prédominance des cytokératines à l’épithélium stratifié ou de type kératinocyte, mais peuvent co-expriment 

certaines cytokératines à l’épithélium simple (Moll 1998). La co-expression typique de cytokératines à 

l’épithélium simple comprend CK8, CK18, CK19. De différentes études ont suggéré que cette co-expression 
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semble être plus importante dans les carcinomes épidermoïdes peu différenciés (Moll 1998). Récemment, il a été 

montré que dans les carcinomes épidermoïdes de la cavité buccale, l'expression de CK8 et CK18 est un 

marqueur pronostique indépendant et indique une suivie globale et une survie sans progression plus courtes 

(Fillies, Werkmeister et al. 2006). 

2.1.3. CD146 

Depuis l'identification de la protéine S100 en tant que marqueur immunohistochimique qui pourrait être 

utile dans le diagnostic du mélanome dans les années 1980, un grand nombre d'autres marqueurs mélanocytaires 

qui pourraient être utilisés pour aider dans le diagnostic différentiel de ces tumeurs ont également été étudiés. 

CD146 est une molécule d'adhésion cellulaire (CAM, cell adhesion molecule) et appartient à la 

superfamille des immunoglobulines (IgSF, immunoglobulin superfamily) (Lehmann, Holzmann et al. 1987). 

Johnson et ses collègues sont les découvreurs de CD146. En 1987, ils ont montré que CD146 a été exprimé le 

plus fortement chez des maladies métastatiques et des tumeurs primaires avancées et a été rarement détecté dans 

les maladies bénignes (Lehmann, Holzmann et al. 1987). CD146 se présente sur l'endothélium des vaisseaux 

sanguins pénétrant dans les mélanomes primaires et métastatiques, et joue un rôle important dans l'angiogenèse 

tumorale et la dissémination hématogène, fournissant la première preuve du mécanisme sous-jacent des 

métastases tumorales par une médiation de CD146 (Johnson, Rummel et al. 1996). 

Le fait que CD146 est un antigène spécifique dans le mélanome malin humain a également été confirmé 

en même temps par les autres études. Cependant, de plus en plus de preuves ont montré que CD146 est 

largement exprimé sur de divers cancers, à part du mélanome. Selon ces preuves, CD146 attire l’attention et 

devient donc un marqueur potentiel pour le diagnostic, le pronostic et le traitement de la tumeur (Johnson, 

Rummel et al. 1996, Shih 1999, Wu 2012). La majorité de ces études (plus de 50%) concernant CD146 ont été 

concentrées sur son rôle dans de divers processus de cancers. Au cours des dernières décennies, des données en 

particulier concernant les fonctions de CD146 dans de divers cancers, ont été documentées et résumées dans de 

nombreuses revues. La plupart des études sont pour le fait que CD146 favorise la croissance tumorale, 

l'angiogenèse et la métastase, et ont considéré CD146 comme une cible prometteuse pour la thérapie des tumeurs. 

Donc au début CD146 a été considéré comme un marqueur de la progression tumorale et la formation 

de métastases dans le mélanome. Des études ultérieures ont démontré que CD146 peut s’exprimer dans les 

cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cellules myoépithéliales, les cellules de Schwann, les 

trophoblastes intermédiaires, et le cortex cérébelleux (Shih, Nesbit et al. 1998). Parmi les leucocytes du sang 

périphérique, CD146 expression est détectée uniquement dans une sous-population de lymphocytes T activés. 

CD146 n’est pas exprimé par les mélanocytes normaux, les cellules musculaires squelettiques, ou les fibroblastes 

(Shih, Nesbit et al. 1998). Il se présente dans quasiment tous les mélanomes épithélioïdes avancés et 

métastatiques (Shih, Nesbit et al. 1998). CD146 est également exprimé dans la plupart des mélanomes 

desmoplasiques (82%), les sarcomes à cellules claires (90%), et les schwannomes mélaniques (100%) (Koch, 

Shih et al. 2001). Autres tumeurs qui ont été observées à exprimer fréquemment CD146 sont les 

léiomyosarcomes (100%), les angiosarcomes (100%) et les tumeurs trophoblastiques (Shih, Nesbit et al. 1998). 

Une minorité des tumeurs malignes périphériques de la gaine des nerfs (27%) et neurofibromes (40%) peuvent 

également exprimer CD146 (Koch, Shih et al. 2001). 

Malgré il manque une spécificité pour le mélanome, certains études ont montré que l’immunocoloration 

pour CD146 peut aider à diagnostiquer les mélanomes desmoplastiques dans les cas où l'histologie est suggestive 
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de ce diagnostic et la coloration de la protéine S100 est positif, mais d'autres marqueurs de mélanome sont 

négatifs (Koch, Shih et al. 2001). 

2.1.4. HMW-MAA 

Le sulfate de chondroitine protéoglycan 4 (CSPG4, Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4), précédemment 

connue comme HMW-MAA est un antigène qui a été très largement étudié et proposé comme une cible de 

l’immunothérapie. Il a été identifié sur les cellules de mélanome dans les années 1970 et a eu un effet pour 

faciliter la progression de la croissance radiale et verticale dans des tumeurs de mélanome (Campoli, Ferrone et 

al. 2010, Wang, Wang et al. 2010, Price, Colvin Wanshura et al. 2011).  

A l'origine, la distribution de CSPG4 dans les tissus normaux chez les adultes a été considérée être 

restreinte. Initialement, CSPG4 a été détecté uniquement dans les mélanocytes, les cellules endothéliales et les 

péricytes (Schlingemann, Rietveld et al. 1990, Schlingemann, Rietveld et al. 1991). Plus récemment, il est 

évident que la distribution de CSPG4 devient plus large, un nombre de cellules normales et malignes peuvent 

exprimer CSPG4. Il est exprimé sur un pourcentage élevé de mélanomes, supérieure à 80% dans certaines études 

(Campoli, Chang et al. 2004). Les tests d’immunohistochimique ont démontré la surexpression et le potentiel 

comme une cible d'immunothérapie dans plusieurs autres tumeurs malignes, notamment le cancer du sein triple 

négatif, le glioblastome, le carcinome épidermoïde de la tête et du cou, le sarcome et le mésothéliome (Campoli, 

Chang et al. 2004, Benassi, Pazzaglia et al. 2009, Wang, Osada et al. 2010, Wang, Wang et al. 2010, Svendsen, 

Verhoeff et al. 2011, Rivera, Ferrone et al. 2012), mais aucune expression dans les tissus humains normaux 

étudiés (Beard, Zheng et al. 2014). 

Dans certaines tumeurs, CSPG4 est exprimé non seulement sur les cellules tumorales différenciées, 

mais aussi sur des cellules avec le phénotype de CSC (cancer stem cell). En raison de son rôle potentiel dans la 

migration et la métastase des cellules malignes, CSPG4 est très probable d'être impliqué dans les propriétés 

fonctionnelles de CSC (Wang, Wang et al. 2010). 

La détection de cellules de mélanome en utilisant la technique CellSearch® combine les deux anticorps 

ciblant à CD146 et CSPG4 pour obtenir une suffisante spécificité. D’autre côté, comme nous avons discuté ci-

dessus, ces deux marqueurs peuvent s’exprimer sur les cellules endothéliales qui existent dans les sujets sains. 

Dans ce cas là, CD34, un marqueur spécifique de cellules endothéliales est utilisé dans les processus 

d’identification de CellSearch® qui doit être négatif comme un des critères de cellules de mélanome. 

2.2. EMT : un challenge pour la détection des CTCs 

Les CTCs sont classiquement définies comme des cellules porteuses d’antigènes épithéliaux (EpCAM, 

CK). La technique CellSearch® utilisée dans nos études dépend ces antigènes épithéliaux pour la détection de 

CTCs.  

Cependant, l’intravasation des CTCs dans la circulation nécessite des modifications de phénotype 

importantes allant dans le sens d’une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT).  

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus complexe qui mène à la dédifférentiation 

cellulaire et une augmentation de mobilité cellulaire via des réarrangements des jonctions de contact 

intercellulaires allant jusqu’à la perte de l’adhésion cellulaire (Alix-Panabieres and Pierga 2014). Au cours de 

cette transition, les cellules perdent une partie ou une totalité de leurs expressions épithéliales, et acquirent des 

marqueurs mésenchymateux.  
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Dans les cellules tumorales, ces modifications s’accompagnent de l’apparition d’une population 

possédant des caractéristiques de cellules souches ainsi qu’une résistance accrue à l’apoptose (Mani, Guo et al. 

2008, Scheel and Weinberg 2012). Par conséquent, le processus d’EMT est triplement dangereux puisqu’il 

permet aux cellules tumorales d’acquérir : 1) des capacités de motilité, d’invasion et de résistance ; 2) une 

capacité d’auto-renouvellement ; 3) une résistance aux traitements cytotoxiques. La présence 

immunohistochimique de marqueurs d’EMT a montré une corrélation avec un pronostic défavorable (Scheel and 

Weinberg 2012). 

Dans ce cas là, l’efficacité des immunocaptures anti-EpCAM diminue avec le niveau d’expression de 

cet antigène cible (Punnoose, Atwal et al. 2010, Konigsberg, Obermayr et al. 2011). Ceci explique que, si une 

proportion des CTCs a subi un processus d’EMT avec perte totale ou partielle des antigènes épithéliaux, les 

techniques standard actuelles, basées principalement sur des caractéristiques épithéliales des CTCs comme la 

présence d’EpCAM et de cytokératines, pourraient manquer une sous-population de CTCs très importante. Par 

exemple, dans une étude chez les patients atteints de CBNPC, la méthode de filtration ISET® suivie d’une triple 

immunocytochimie (CK, EpCAM, EGFR) a détecté des CTCs chez 80% des patients contre 23% pour la 

méthode CellSearch® ; d’autre part, elle a permis de mettre en évidence un sous-groupe de CTCs qui 

n’expriment aucun des trois antigènes épithéliaux (Krebs, Hou et al. 2012). Par conséquent, de nombreuses 

études ont montré qu’une partie des CTCs expriment des marqueurs d’EMT (Aktas, Tewes et al. 2009, 

Armstrong, Marengo et al. 2011, Kallergi, Papadaki et al. 2011, Lecharpentier, Vielh et al. 2011, Giordano, Gao 

et al. 2012, Kasimir-Bauer, Hoffmann et al. 2012). Dans ces conditions, on peut s’étonner que la valeur 

pronostique de la détection de CTC ait été validée quand même assez largement avec des méthodes ayant utilisé 

uniquement des marqueurs épithéliaux pour la détection de ces cellules. En fait, il a été démontré dans les 

cancers du sein et de la prostate hormono-résistant que plus des trois-quarts des CTCs expriment à la fois des 

marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (Armstrong, Marengo et al. 2011). Il a également été proposé que les 

CTCs capables d’avoir quitté la tumeur puissent entraîner à leur suite des cellules n’ayant pas subi l’EMT et 

présentant donc des caractéristiques purement épithéliales (Joosse and Pantel 2013).  

En outre, le processus inverse, appelé la transition mésenchymato-épithéliale (MET) semble jouer un 

rôle important dès que les CTCs arrivent dans un organe distant et qu’elles commencent à former des métastases 

dans un nouveau microenvironnement (Figure 28). Très peu de données existent sur les mécanismes qui 

contrôlent la balance exacte entre l’EMT et la MET durant la cascade métastatique (Bednarz-Knoll, Alix-

Panabieres et al. 2012).  
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Figure 28. Schéma du processus de l’EMT et la MET (d’après Dotan E, 2009) 

2.3. Comparaisons avec d’autres techniques utilisables 

La technique de CellSearch® a présenté une haute sensibilité, en détectant une cellule parmi 7,5 ml de 

sang, et une haute spécificité de 97,7% (Allard, Matera et al. 2004).  Malgré ses limites, la technique 

CellSearch® a été considérée comme le "gold standard" actuel. C’est par rapport à elle pour effectuer une 

comparaison dans le plus grand nombre. 

2.3.1. En termes de sensibilité de détection 

Dans une étude chez 76 patientes atteintes de cancer du sein métastatique, la qRT-PCR multiplex donne 

un pourcentage de positivité (CK19 ou mammaglobuline positive) de 61%, par rapport à celui de 36% pour la 

méthode CellSearch® (seuil : ≥ 2 CTCs/7,5 ml) (Van der Auwera, Peeters et al. 2010). Dans un autre travail 

effectué chez 20 patients atteints d’un cancer colorectal, la qRT-PCR est positive chez 75% des cas contre 14,3% 

pour la méthode CellSearch® (seuil : ≥ 1 CTC/7,5 ml) (Gervasoni, Sandri et al. 2011). Outre leur haute 

sensibilité intrinsèque, la plus grande richesse de l’échantillon en molécules cibles peut expliquer l’avantage des 

qRT-PCR. En effet, alors que la méthodes CellSearch® identifie les CTCs après une sélection cellulaire, les qRT-

PCR sont effectuées à partir des ARN (Acide RiboNucléique) totaux extraits des PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cell) isolées par un gradient de concentration. Ceci améliore peut-être leur sensibilité de détection. 

De plus, la méthode CellSearch® ne compte que les cellules morphologiquement intactes comme CTC. Les 

CTCs avec des formes plus ou moins dégradée pourraient être ignorées mais constituer une source d’ARN ou 

d’ADN cibles intacts lors d’analyses moléculaires.  

Pour les systèmes de puces, qui apparaissent comme un progrès majeur dans l’étude des CTCs, il 

n’existe pas de comparaison directe publiée entre la méthode CellSearch® et la CTC-puce. Cependant, une étude 

en utilisant la puce développée par Nagrath et al. a montré un enrichissement en CTC viables 100 fois supérieur 

aux méthodes classiques (sous-entendu CellSearch®), avec un nombre de CTCs/ml au moins dix fois plus élevé 

(Allard, Matera et al. 2004, Stott, Hsu et al. 2010). Les auteurs ont expliqué cette sensibilité remarquable par 
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l’optimisation du débit au sein de la puce (1 à 2 ml/h) permettant à la fois d’augmenter la sensibilité de capture 

en prolongeant le contact intime de l’échantillon avec les dizaines de surface fonctionnalisées par l’anticorps 

anti-EpCAM et de limiter les forces de cisaillement pouvant endommager les membranes. Cette puce a été 

utilisée avec succès pour la recherche de mutations du gène de l’EGFR dans des CTC de CBNPC (Maheswaran, 

Sequist et al. 2008). Mais la structure complexe de ce système ne permet pas une production à large échelle et 

donc la réalisation d’études cliniques.  

La méthode ISET® est basée sur une filtration sélective du sang suivie d’une analyse par 

immunocytochimie des CTC. Deux études de comparaison avec la méthode CellSearch® (seuil : ≥ 1 CTC/7,5 

ml) ont cependant été publiées par la même équipe. La première a concerné les échantillons de 210 patients 

atteints de CBNPC avant chirurgie (Hofman, Ilie et al. 2011), la seconde a concerné 40 patients de stade IIIA à 

IV (Krebs, Hou et al. 2012). Pour les patients opérables, le pourcentage de positivité était équivalent (environ 

40%) avec les deux méthodes en utilisant un marquage anti-CK pour la méthode ISET® (Hofman, Ilie et al. 

2011). Chez les patients aux maladies localement avancées ou métastatiques, le pourcentage de détection par 

ISET® était beaucoup plus élevé que celui avec la méthode CellSearch® (80% vs 23%) (Krebs, Hou et al. 2012). 

Un avantage de la méthode ISET® est que n’importe quelle identification antigénique peut être effectuée après la 

filtration, ce qui fait la méthode ISET® un outil complémentaire pour la détection de CTCs. 

2.3.2. En termes de spécificité de détection 

Les qRT-PCR sont également extrêmement spécifiques. Il est possible de choisir un seuil d’expression 

et de le remonter si nécessaire pour gagner une haute spécificité en perdant un peu de sensibilité. Parmi les autres 

méthodes, on peut noter une spécificité de 100% décrite pour la CTC-puce® (Nagrath, Sequist et al. 2007), la 

méthode ISET® (Hofman, Ilie et al. 2011), et la méthode EPISPOT (Pantel, Deneve et al. 2012). 

Cependant, toutes les données sur les comparaisons directes ont une concordance insuffisante entre les 

méthodes de détection et de caractérisation des CTCs. Dans une étude chez 76 patientes atteintes de cancer du 

sein métastatique, seulement 10% des échantillons étaient positifs par toutes les trois méthodes mises en oeuvre 

(Van der Auwera, Peeters et al. 2010); chez 210 patients atteints de CBNPC résécable, seulement 20% des 

échantillons étaient positifs en CellSearch® (≥ 1 CTC/7,5 ml) et en immunocytochimie anti-CK + anti-vimentine 

après filtration ISET® (Hofman, Ilie et al. 2011). Étant donné la diversité des principes, des outils, des conditions 

pré analytiques, cette observation est raisonnable. De plus, les pourcentages de concordance sont hautement 

dépendants des seuils utilisés. 

La concordance est également insuffisante en ce qui concerne la caractérisation, en particulier 

l’expression de HER2. Dans 62 échantillons identifiés comme HER2 positifs par la méthode CellSearch®, 

seulement une moitié a été détectée par la méthode AdnaTestTM (Fehm, Muller et al. 2010).  

 Il est clair que cette absence de concordance entre les méthodes empêche aujourd’hui leur utilisation et 

même l’application des CTCs comme un biomarqueur en pratique clinique. Une preuve est la différence de 

valeur pronostique des CTCs en fonction de la méthode utilisée (Muller, Riethdorf et al. 2012). Dans une 

population de 221 patientes atteintes de cancer du sein métastatique, 60% étaient CTC-positives avec la méthode 

CellSearch® au seuil de ≥ 5 CTC/7,5 ml. Dans ce groupe, la survie globale médiane a été de 18,1 mois alors 

qu’elle a été de 27 mois dans le groupe CTC-négative (p < 0,001). À l’inverse, aucune corrélation significative 

n’a pu être mise en évidence entre le statut CTC évalué par la méthode AdnaTestTM et la survie globale. 
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3. Discussion des résultats 

Il y a un intérêt croissant pour l'identification directe des CTCs dans le sang périphérique comme un 

marqueur robuste potentiel dans le diagnostic, le pronostic et le traitement du cancer. Plusieurs méthodes ont été 

rapportées, y compris la technique CellSearch® validée par la FDA depuis 2004, et devraient être étudiées pour 

la détection de cellules tumorales dans les liquides biologiques. 

La technique CellSearch® améliore largement la sensibilité, la fiabilité, l'objectivité et la précision de la 

détection de CTC dans le sang périphérique par rapport à la cytomorphologie (de Bono, Scher et al. 2008), et a 

récemment permis à une énumération précise des cellules malignes dans des échantillons de liquides biologiques 

soit riches ou paucicellulaires (Patel, Allen et al. 2011, Nayak, Fleisher et al. 2013, Schwed Lustgarten, 

Thompson et al. 2013, Tu, Bittencourt Mde et al. 2014). Patel et al. (Patel, Allen et al. 2011), selon "spiking" le 

LCR dans le sang normal, ont montré que la technique CellSearch® pourrait être utilisé pour la détection de 

cellules malignes dans le LCR chez des patientes atteints de cancer du sein avec métastases du système nerveux 

central. Dans cette petite étude pilote de cinq patients, le nombre de cellules tumorales dans le LCR a été corrélé 

avec la réponse tumorale à la chimiothérapie et a été associé dynamiquement au fardeau de la maladie tandis que 

les changements de la cytologie de LCR ne sont pas corrélés nécessairement avec la réponse. Cependant, cette 

"spiking" méthode nécessite des échantillons sanguins à partir des "donneurs sains", ce qui rend cette approche 

plus difficile à standardiser et donc moins appropriée en pratique clinique. Nayak et al. (Nayak, Fleisher et al. 

2013) ont évalué l'utilisation de la technique CellSearch® pour la mise en évidence du diagnostic de LM chez 51 

patients atteints des tumeurs solides, y compris le cancer du poumon, grâce à l'identification de CSFTCs. Dans 

cette étude, les échantillons de LCR ont été analysés en utilisant le mode "contrôle" de l'instrument CellSearch®. 

Le mode "contrôle" est habituellement conçu pour un contrôle de la qualité de cette technique, en utilisant une 

suspension cellulaire spécifique de cancer du sein avec une quantité connue. Sous le mode "contrôle", le LCR 

peut être traité comme une suspension cellulaire avec un volume définitif de 3,5 ml. En fin, 15 patients ont 

répondu aux critères définis de LM, et 16 ont présenté les CSFTCs, obtenant une sensibilité de 100% par rapport 

à 66,7% pour la cytologie conventionnelle et 73,3% pour l'IRM. La détection de CSFTCs a été confirmée 

comme un outil diagnostique robuste dans des types de tumeurs épithéliales diverses, telles que le cancer du 

poumon.  

Ici, nous avons adapté une méthode simple et innovante pour détecter les cellules tumorales dans le 

liquide biologique en utilisant la technique CellSearch®. En général, la technique CellSearch® nécessite des 

échantillons colorés par des globules rouges. Par conséquent, afin de permettre l'analyse d'un échantillon de 

liquide clair comme LCR ou l’ascite, l'extérieur du tube a été tout simplement obscurci avec un feutre noir 

jusqu'à le niveau du liquide pour imiter le niveau des érythrocytes sédimentés. Nous avons confirmé la faisabilité 

de cette méthode dans les épanchements chez les patients atteints de cancer métastatique avec une haute 

spécificité (presque 100%), une meilleure sensibilité par rapport à la cytologie conventionnelle et des résultats 

quantitatifs reproductibles. 

Plusieurs arguments peuvent expliquer cette supériorité. Premièrement, dans la cytologie 

conventionnelle, les cellules tumorales peuvent mourir plus facilement après l'échantillonnage alors que nous 

avons utilisé les tubes CellSave, qui contiennent un préservateur approprié, autorisant un délai de 4 jours dans le 

traitement de l'échantillon avec des caractéristiques cellulaires conservés. Avec les tubes de CellSave, la 

manipulation des échantillons est plus facile, permettant des études multicentriques avec une analyse centralisée. 
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Deuxièmement, cette technique a été validée par la FDA pour les patients atteints du cancer métastatique du sein, 

de la prostate et le cancer colorectal grâce à la sensibilité, la fiabilité, l'objectivité et la précision dans la détection 

de CTCs (Allard, Matera et al. 2004, Cristofanilli, Budd et al. 2004, Cohen, Punt et al. 2008, de Bono, Scher et 

al. 2008, Scher, Jia et al. 2009). Donc, une haute sensibilité pareille est également attendue pour la détection de 

CSFTCs par apport à la cytologie conventionnelle, qui manque de la sensibilité, et nécessite souvent des 

échantillonnages répétés ou des grands volumes des échantillons (Bendell, Domchek et al. 2003). Troisièmement, 

la purification magnétique par les nanoparticules recouvertes d’anticorps anti-EpCAM et la coloration 

supplémentaire pour les cytokératines et CD45 peuvent fournir une meilleure puissance discriminative pour 

distinguer les cellules tumorales à partir des cellules hématopoïétiques. Avec une méthode semi-automatique et 

un critère standard (CK+DAPI+CD45-), l'interprétation des résultats de la technique CellSearch® est plus 

objective et beaucoup plus facile que la cytologie conventionnelle qui est très dépendante des opérateurs et 

cytologistes expérimentés. Finalement et le plus important, avec la cytologie conventionnelle il n'y a pas de 

quantification ou caractérisation des cellules tumorales et les cliniciens doivent porter des jugements sur la 

présence ou l'absence de cellules malignes déterminée par la cytologie. Dans notre technique CellSearch® 

adaptée, les résultats n’étaient pas seulement qualitatifs, mais aussi quantitatives. La présence d'un canal libre 

supplémentaire pour d'autres réactifs permet également d’explorer potentiellement d'autres marqueurs pertinents 

exprimés par CSFTCs. 

Les CTMs sont présentés dans le sang des patients atteints de cancer, mais leur contribution à la 

métastase n’est pas bien définie. Dans certaines études (Stott, Hsu et al. 2010, Hou, Krebs et al. 2011), les CTMs 

périphériques sont reconnus comme une "signature" des métastases malignes. Dans une étude récemment 

publiée (Aceto, Bardia et al. 2014), en utilisant des modèles de souris avec des tumeurs mammaires, il a été 

démontré que les CTMs proviennent des groupes de cellules tumorales oligoclonales et pas d'événements 

d'agrégation intravasculaire. Bien que rare dans la circulation par rapport aux CTCs individuelles, les CTMs ont 

un potentiel métastatique de 23 à 50 fois plus grand. Ici, chez la plupart des patients, les CSFTCs ont été 

présentées comme des amas, mais l’importance de cette caractéristique faudrait des recherches plus poussées à 

confirmer. 

En outre, nous avons évalué le changement dynamique de nombres des CSFTCs avec la réponse au 

traitement de trois patients atteints de cancer du poumon et constaté qu'un suivi quantitatif séquentiel de au cours 

de la thérapie peut être obtenu à partir de LCR de LM, en utilisant la technique CellSearch®. Bien que les 

changements dynamiques des nombres de CSFTCs dans des échantillons consécutifs puissent être observés, ils 

n’étaient pas nécessairement corrélés avec les réponses au traitement clinique. Cependant, il faut noter que LM 

est habituellement un stade terminal de cancer et que malgré un traitement efficace, de nombreux patients font 

mal et la survie médiane est seulement environ plusieurs mois. Dans ce contexte, la réduction du nombre de 

CSFTCs pourrait probablement indiquer l'efficacité du traitement, mais leur présence évidente dans le LCR peut 

toujours être un marqueur pronostique négatif chez ces patients.  

En outre, la possibilité d'effectuer des analyses de CSFTCs, par des méthodes du génotypage ou de la 

caractérisation moléculaire, pourrait ouvrir de nouvelles perspectives pour les patients atteints de LM en adaptant 

les stratégies thérapeutiques et surveillant l'efficacité du traitement. 

A part dans le LCR, la détection de cellule tumorale peut être réalisée par la technique CellSearch® dans 

l’ascite et le redon. Mais il faut faire attention que les cellules épithéliales normales pourraient exister dans ces 
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liquides biologiques. Pour bien discriminer les cellules malignes avec les cellules normales, outre la différence 

morphologique, des marqueurs supplémentaires, tel que des antigènes tumoraux plus spécifiques, des molécules 

concernant l’extravasation, la migration ou l’angiogenèse seraient nécessaires. 

La limite de notre étude est son petit nombre de patients étudiés, de sorte que les résultats nécessitent 

une validation. En outre, à partir de ces études pilotes, nous pouvons observer un faux négatif pour CellSearch® 

qui peut être associé avec l’absence ou la faible expression d’antigènes épithéliaux dans le cancer du poumon. 

C’est la raison la plus importante qui gêne la validation de CellSearch® pour la détection de CTC dans le cancer 

du poumon après le cancer du sein, de la prostate et colorectal. En même temps, pour le cancer du poumon, on 

peut observer un taux de détection de cellules tumorales plus élevé dans le LCR par rapport à celui dans le sang. 

L’hypothèse est que les cellules tumorales dans le LCR sont libérées de la tumeur métastatique. Elles ont subi le 

processus de la MET qui semble joue un rôle important dès que les CTCs arrivent dans un organe distant et 

qu’elles commencent à former des métastases dans un nouveau microenvironnement, et requis encore les 

antigènes épithéliaux. 
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1. Conclusion 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre d’un projet d’évaluation de développement sur la détection des 

cellules tumorales dans les liquides biologiques. Nous décrivons une adaptation de la méthode CellSearch® pour 

détecter les cellules tumorales dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteints de méningites 

carcinomateuses au décours de cancers du sein, du poumon et mélanomes, qui atteint une sensibilité nettement 

améliorée en comparaison avec la cytologie conventionnelle. Nous présentons également un cas clinique pour la 

détection de cellules tumorales dans l’ascite et du sang chez un patient souffrant d’un cancer de l’oesophage 

métastatique. De plus, la détection des cellules tumorales dans le redon chez les patients subis une chirurgie de la 

tête et du cou a été également réalisée. En utilisant cette méthode, les résultats sont non seulement quatitatifs, 

mais aussi quantitatifs avec des images numériques de chaque cellule, et des résultats séquentiels ont été obtenus 

chez plusieurs patients atteints de cancer du sein, de cancer du poumon et de mélanome. Les résultats confortent 

la reproductibilité de la méthode aussi bien pour des valeurs basses et hautes de nombres de cellules. Les 

données ont montré des changements dynamiques des nombres de cellules tumorales détectées dans le LCR, 

mais leurs corrélations avec la réponse au traitement ou la progression de la maladie ont besoin des études 

supplémentaires. 

La méthodologie est relativement simple, examinateur indépendante, préalablement validée dans le sang, 

largement disponible, et ne nécessite pas de matériel ou de logiciel supplémentaire; les échantillons collectés 

peuvent être expédiés à température ambiante pour des études multicentriques.  

Grâce à la technique CellSearch®, l’identification et la caractérisation des cellules tumorales dans les 

liquides biologiques est possible, et peut constituer une nouvelle approche non seulement dans le diagnostic des 

maladies métastases avec des épanchements, mais aussi dans l’évaluation de la réponse au traitement. 

2. Perspectives 

Dans la continuité de ce travail, un certain nombre d'études complémentaires sont proposées et 

envisagées : 

 Valider la détection de CSFTCs dans les grandes cohortes, à explorer leur utilisation comme un 

marqueur diagnostique et pronostique dans la prise en charge de LM. 

 Chercher les marqueurs supplémentaires en utilisant le canal blanc de CellSearch®, par exemple, 

des marqueurs apoptotiques, pour mieux caractériser les cellules tumorales. 

 Evaluer la réponse au traitement et l’intérêt de guider les décisions thérapeutiques sur la 

numération et la caractérisation des CSFTCs. 

 Enrichir les CSFTCs, suivi par les analyses moléculaires ou génétiques pour caractériser les 

cellules tumorales et explorer l’histoire de mécanisme de métastases. 
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Résumé 

L’apparition de la technique CellSearch® a permis d’obtenir la sensibilité et la spécificité suffisantes et 
de détecter les CTCs en ciblant les marqueurs spécifiques dans le sang périphérique. Elle permet la numération 
et l’étude morphologique des CTCs qui est largement utilisée et validée. C’est la seule méthode approuvée par le 
FDA pour  application clinique chez les patients atteints de cancer du sein, de la prostate, et colorectal ; De 
nombreuses études sont en cours pour obtenir l’agrément dans d’autres cancers.  

Dans ce cadre, cette technique innovante pourrait permettre une application prometteuse pour la 
détection des cellules tumorales dans les liquides biologiques, ce qui dépend toujours de la cytologie 
conventionnelle avec une sensibilité insuffisante.  

Nous décrivons une adaptation de la méthode CellSearch® pour détecter les cellules tumorale chez les 
LM (métastases leptoméningées) patients atteints de cancers du sein, du poumon et mélanomes, qui semble 
atteindre une sensibilité améliorée en comparaison avec la cytologie conventionnelle. Nous présentons 
également un cas clinque pour la détection de cellules tumorales dans l’ascite et du sang chez un patient avec le 
cancer de l’oesophage métastatique. De plus, la détection des cellules tumorales dans le redon chez les patients 
subis une chirurgie de la tête et du cou a été également réalisée. En utilisant cette méthode, les résultats sont non 
seulement quatitatifs, mais aussi quantitatifs avec des images numériques de chaque cellule, et des résultats 
séquentiels ont été étudiés chez certains patients atteints de cancer du sein, de cancer du poumon et de mélanome. 
Les données ont montré des changements dynamiques des nombres de cellules tumorales détectées dans le LCR, 
mais leurs corrélations avec la réponse au traitement ou la progression de la maladie ont besoin des études 
supplémentaires plus contrôlées avec une grande cohorte de patients. 

La méthodologie est relativement simple, examinateur indépendante, préalablement validée dans le sang, 
largement disponible, et ne nécessite pas de matériel ou de logiciel supplémentaire; les échantillons collectés 
peuvent être expédiés à température ambiante pour des études multicentrique. La mise en évidence de cette 
application serait importante en clinique pour le diagnostic, le pronostic et le traitement des patients atteints de 
cancer avec des métastases aux niveaux du SNC, du péritoine. 
 
Mot clé : cellule tumorale circulante, CellSearch®, métastases leptoméningées, LCR, ascite 

 

Abstract 

The introduction of CellSearch® technology allows to give sufficient sensitivity and specificity and to 
detect CTCs targeting specific markers in peripheral blood. The enumeration and morphological study of CTCs 
are widely used and validated. This is the only method approved by the FDA for clinical use in patients with 
breast cancer, prostate cancer, and colorectal cancer; many studies are underway to obtain approval in other 
cancers. 

In this context, this innovative technology could allow a promising application for the detection of 
tumor cells in effusions, which still depends on conventional cytology with insufficient sensitivity. 

We described an adaptation of the CellSearch® method to detect tumor cells in LM (leptomeningeal 
metastases) patients with breast cancer, lung cancer and melanoma, which appeared to achieve an improved 
sensitivity in comparison with conventional cytology. We also presented a case report for the detection of tumor 
cells in the ascites and blood of a patient with metastatic oesophageal cancer. Furthermore, the detection of 
tumor cells in aspirative drains after neck dissectionin from the patients undergoing surgery for head and neck 
cancer was also performed. Using this method, the results were not only quatitative but also quantitative with 
digital images of each cell, and sequential results were studied in some patients with breast cancer, lung cancer 
and melanoma. The data showed dynamic changes of the numbers of tumor cells detected in CSF, but their 
correlation with the response to treatment or disease progression need additional more controlled studies with a 
large cohort of patients. 

The methodology is relatively simple, examiner independent, previously validated in the blood, widely 
available, and requires no additional equipment or software; collected samples may be shipped at room 
temperature for multi-center study. The application would be important for the clinical diagnosis, prognosis and 
treatment of cancer patients with CNS metastases and peritoneal metastases. 
 
Keyword: circulating tumor cell, CellSearch®, leptomeningeal metastases, CSF, ascites 
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