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INTRODUCTION

Les traitements anti-cancéreux sont habituellement choisis selon un faisceau d’arguments
qui comprend la localisation et le type histologique de la tumeur primitive, la dissémination
métastatique ganglionnaire, viscérale et osseuse, ainsi que des facteurs liés aux patients tels que

son age, ses comorbidités et son état général (Performance status).

Les résistances des 1ésions tumorales aux traitements dits conventionnels
(chimiothérapie, radiothérapie, chirurgie) ainsi que les effets secondaires de ces traitements
parfois importants ont amené les chercheurs a se tourner vers d’autres perspectives. L’¢re de la
médecine personnalisée est née ces dernicres années avec I’avenement des thérapies ciblées,
dont le principe consiste a étudier le profil moléculaire de chaque lésion tumorale afin
d’identifier la présence de marqueurs tumoraux spécifiques pour administrer au patient un
produit qui cible cette ou ces anomalies moléculaires. Cette stratégie vise a améliorer
Iefficacité des agents anti-tumoraux en augmentant la spécificité de leur action, tout en

réduisant les effets secondaires. Elle est donc fondée sur 1’analyse précise et complete du

génome de la tumeur et requiert pour ce faire des échantillons tumoraux riches en cellules.

Si un grand nombre d’essais cliniques est mené afin d’étudier I’efficacité de ces
molécules, en particulier dans le cancer du poumon, du sein, du c6lon, du rein et les
lymphomes, il n’existe que peu d’études qui décrivent les facteurs de réussite de la réalisation

des prélevements tissulaires nécessaires a 1’instauration de ces thérapies.

Ce travail traite dans une premiere partie des thérapies ciblées et des différentes méthodes
de biopsies en oncologie puis nous étudierons la méthodologie et les résultats d’une étude
rétrospective d’évaluation des facteurs pronostiques de réussite des biopsies (sous scanner,
chirurgie, endoscopie ou en palpable) réalisées pour analyse du profil moléculaire des tumeurs
chez des patients traités a 1’Institut Curie entre 2012 et 2014 pour un cancer métastatique en
progression malgré les traitements habituels, dans le cadre de I’étude prospective randomisée

de phase II SHIVA (1).



PREMIERE PARTIE : Thérapies ciblées, cytogénétique et biopsies

I. INTRODUCTION AUX THERAPIES CIBLEES

A. Généralités

Les chimiothérapies conventionnelles agissent sur les mécanismes de division
cellulaire, donc de manicre non sélective sur ’ensemble des cellules de 1’organisme. L’effet
anti-tumoral attendu découle de la sensibilité accrue des cellules tumorales aux chimiothérapies
en raison de leur fort taux de prolifération et de leur faible pouvoir de réparation par rapport
aux cellules saines de 1’organisme. Mais il est bien connu que ce manque de spécificité est a
I’origine d’un grand nombre d’effets indésirables. De plus, dans un nombre variable mais non

négligeable de cas une résistance tumorale apparatt.

Les recherches en biologie moléculaire ont permis de mieux comprendre les voies de
signalisation cellulaire ainsi que les altérations caractéristiques des cellules tumorales, donnant
naissance a une nouvelle génération pharmacologique qui cible spécifiquement certains
mécanismes de la division et la croissance cellulaire, ainsi que I’angiogenéese (2-5). Ce gain en
spécificité par rapport aux produits de chimiothérapies conventionnelles laisse espérer une

meilleure efficacité et une toxicité moindre.

Ces thérapies ciblées regroupent de multiples molécules. Toute molécule lipidique,
nucléique ou protéique qui entre dans la constitution d’une cellule tumorale peut étre
considérée comme une cible. Il faut cependant qu’elle soit a la fois fortement exprimée par les
cellules tumorales et peu utile aux cellules saines pour allier sensibilité¢ et spécificité de la

molécule agissant sur elle.

Nous avons choisi de décrire de manicre non exhaustive les deux types les plus étudiés,
les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de protéine tyrosine kinase. Leurs deux

principales cibles sont les suivantes :

* PEGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) a 1’origine des phénoménes de
prolifération, différenciation cellulaire, apoptose et dissémination métastatique
* le VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), impliqué dans

I’angiogénese tumorale.



B. Oncogenese

L’oncogenése correspond a la conversion d’une cellule saine en cellule tumorale. Les
différentes populations cellulaires regoivent de fagon permanente différents signaux sous forme
d’hormones ou facteurs de croissance qui les informent des besoins de I’organisme et les font
réagir selon plusieurs voies possibles : quiescence, prolifération, apoptose, différenciation. Les
cellules tumorales présentent les caractéristiques de perdre la réceptivité a ces différents

signaux extérieurs et d’acquérir une autonomie que n’ont pas les cellules saines.
Il existe trois types de génes impliqués dans I’oncogeneése :

* Les oncogenes : il s’agit de geénes altérés, dont la transcription est a 1’origine

d’oncoprotéines stimulant la division et la prolifération désordonnée par
I’inhibition du phénomene d’apoptose. Plus d’une centaine ont été identifiés ; on
peut citer parmi les plus connus les génes HA-RAS, MYC ou ABL.

e Les genes suppresseurs de tumeurs : il s’agit de régulateurs négatifs de la

prolifération cellulaire. Leur inactivation conduit a une perte de fonction de la
protéine correspondante impliquée dans la transformation en cellule tumorale.

* Les genes réparateurs de I’ADN: également inactivés dans les cellulestumorales.

Hanahan et Weinbergont décrit en 2011 dix mécanismes fondamentaux de

I’oncogeneése, pouvant chacun étre une cible potentielle des thérapies ciblées (figure 1) (6)
* Indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération,
* Perte du contrdle du cycle cellulaire,
* Perte des capacités d’apoptose,
* Acquisition du phénotype d’immortalité¢ des lignées cellulaires,
* Développement des capacités d’invasion et de métastase,
* Mise en place d’une angiogenése spécifique a la tumeur,
* Dérégulation du métabolisme énergétique de la cellule,
» Contournement du systéme immunitaire,
* Instabilité¢ et mutations du génome,

* Inflammation.

10
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Figure 1: Les mécanismes de I'oncogenese et leur ciblage potentiel par thérapie ciblée
(Hanahan et al. Mars 2011)

C. Mode d’action

11 existe plusieurs types de cibles : on citera ceux liés a I’activité tyrosine kinase, liées a

I’apoptose, les cibles du stroma ou liées a la réplication, I’expression et la stabilité du génome.
1. Thérapies ciblées anti-EGFR

A.EGFR

Le récepteur de facteur de croissance épidermique EGFR (ou REGF, HERI1, Erbl) fait
partie de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase, impliqués dans les mécanismes de

multiplication, migration, survie et différenciation cellulaire. La liaison des différents ligands

11



au domaine extra-cellulaire de I’EGFR entraine I’initiation de cascades de signaux médiées par
les voies des MAP-kinases. L’activation de la tyrosine kinase entraine, elle, une induction de
prolifération cellulaire (avec adhésion et invasion), une inhibition de 1’apoptoseet le

développement de I’angiogenése.

L’activation anormale de ’EGFR a donc un rdle primordial dans la cancérogénése. On
retrouve plusieurs mécanismes a 1’origine de son activation augmentée : surexpression des
récepteurs a la surface de la cellule, mutation génétique des récepteurs déclenchant son
activation permanente (c’est-a-dire méme en I’absence de ligands), surproduction autocrine des

ligands activateurs du récepteur (EGF ou TGF-alpha).
Les effets de ’EGFR dans le cadre de ’oncogenése sont les suivants :

- Inhibition de ’apoptose et prolifération cellulaire,

- Inhibition du phénomene de différenciation,

- Augmentation de la mobilité cellulaire : ’activation de ’EGFR est un ¢élément
primordial dans cette mobilité. L’EGF et le TGF-alpha stimulent la mobilité
cellulaire et augmentent le pouvoir d’invasion des cellules tumorales,

- Augmentation de ’angiogenése : ¢lément indispensable a la survie des cellules
tumorales, fortes consommatrices de nutriments et oxygene, I’EGF et le TGF-alpha
induisent ’expression du VEGF responsable de 1’angiogenése via 1’activation de

I’EGFR.

B. Thérapies ciblées et EGFR

Ses nombreux roles dans les mécanismes de la carcinogénese font de I’EGFR une cible

thérapeutique potentielle. Les molécules les plus développées sont les suivantes :

* les anticorps monoclonaux anti-EGFR (se liant au domaine extra-cellulaire du
récepteur a I’EGF et empéchant la fixation du ligand et la transduction),
* les inhibiteurs de la tyrosine kinase (se liant au domaine intra-cellulaire du

récepteur a ’EGFR et bloquant la transduction du signal).

12



Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux se lient au domaine extra-cellulaire de ’EGFR, empéchant
la fixation du ligand et I’activation du récepteur, avec une affinité supérieure ou égale a celle de

I’EGF ou du TGF-alpha. Ils sont administrés par voie parentérale et n’ont qu’une cible.

On citera parmi les plus répandus :

- Cetuximab (Erbitux®), panitumumab (Vectibix®), essentiellement dans le
cancer colo-rectal,

- Trastuzumab (Herceptin®), lapatinib (Tyverb®) dans le cancer du sein.

Les inhibiteurs de protéine tyrosine kinase

Les inhibiteurs de protéine tyrosine kinase se lient a la poche ATP du domaine intra-
cellulaire de ’EGFR. Ils bloquent ainsi 1’activation de phosphorylation et inhibent les voies de
signalisation intra-cellulaire. Ils sont administrés par voie orale et agissent sur une a plusieurs

cibles intra-cellulaires.

Exemples : Everolimus (Afinitor®) dans le cancer du sein, erlotinib (Tarceva®) et

gefitinib (Iressa®) dans le cancer du poumon.

2. Thérapies ciblées anti-VEGF/VEGFR

A. Angiogénese

L’angiogénese correspond a la formation de nouveaux vaisseaux capillaires a partir de
cellules endothéliales de vaisseaux préexistants. Lorsqu’un déséquilibre apparait (hypoxie
tissulaire, hypoglycémie, réaction inflammatoire, altération de la membrane basale...),
I’expression des facteurs pro-angiogéniques est stimulée avec notamment la fixation du VEGF,
médiateur principal, sur les récepteurs de surface VEGFR de la cellule endothéliale. La
production de facteurs anti-angiogéniques est inhibée, entrainant 1’activation d’un signal qui

amene a la formation d’un nouveau vaisseau sanguin.

13



A 1’état physiologique, I’angiogenése est tres régulée, ponctuelle et limitée dans le temps.
Elle se termine par une phase de stabilisation du nouveau capillaire car elle s’autorégule par

I’action de molécules anti-angiogéniques.

La bascule de I’équilibre en faveur des facteurs pro-angiogéniques est appelée « switch

angiogénique ».

Au cours du processus tumoral, I’angiogenese est induite par les mémes mécanismes que
ceux de I’angiogenése physiologique avec certains phénomenes spécifiques a la tumeur.
Lorsque la tumeur est de petite taille, c’est a dire inférieure a 2 mm, elle est en phase dite
dormante et est alimentée par diffusion passive. Au cours de son développement, les cellules
situées au centre du foyer tumoral se retrouvent isolées des nutriments et de 1’oxygene, en
hypoxie. Le « switch angiogénique » est une étape fondamentale permettant a la tumeur de
passer a la phase vasculaire ; la présence du VEGF est indispensable a cette étape. L hypoxie et
I’hypoglycémie vont induire la synthése de nombreux facteurs pro-angiogéniques comme le
VEGF-A, ainsi que sa fixation sur les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Cela active les voies
de signalisation intra-cellulaire et entraine la formation d’un nouveau réseau vasculaire

immature et anarchique (7).

L’expression du VEGF-A au sein de la tumeur a un réle déterminant dans sa capacité
métastasiante. Les vaisseaux immatures, friables et perméables favorisent ainsi la
dissémination métastatique en permettant aux cellules tumorales d’envahir les vaisseaux

sanguins sains.

B. Thérapies ciblées et VEGF

Le VEGF apparait comme le médiateur clé de 1’angiogenése tumorale et son inhibition
entraine une asphyxie tumorale et sa déprivation en nutriments essentiels. L’inhibition de son

activité peut étre obtenue en liant soit le ligand VEGF, soit son récepteur VEGFR.

Deux classes de molécules sont particuliecrement développées: les anticorps
monoclonaux anti-VEGF, qui empéchent sa fixation aux récepteurs VEGFR-1 et 2, et les
inhibiteurs de tyrosine kinase, qui se lient au domaine intra-cellulaire du récepteur au VEGF,

bloquant sa transduction.

14



Les anticorps monoclonaux anti-VEGF

Les anticorps monoclonaux sont des immunoglobulines de type IgG, découverts en 1975
par Kohler et Milstein. Ils se lient au VEGF et empéchent ainsi sa fixation sur les récepteurs
VEGFR-1 et 2. Le signal de transduction n’est pas enclenché, ce qui bloque la néo-
vascularisation et la croissance tumorale. Leur activité en tant que médicament anticancéreux
va au-dela du ciblage d’une seule protéine ayant un role clé dans I’oncogeneése, car 1’anticorps
va aussi permettre la mobilisation d’effecteurs solubles du systéme immunitaire comme le

complément ou de nature cellulaire comme les cellules NK (Natural Killer).

Les modeles animaux mais également humains ont démontré que I’inhibition du VEGF
entraine une apoptose des cellules endothéliales, réduit le diamétre, la densité et la perméabilité

des vaisseaux (8-10).

La molécule la plus connue est le bevacizumab (Avastin®), utilis¢ dans le traitement du
cancer du c6lon métastatique (2004), du poumon non a petites cellules (2006), du rein (2007) et

du sein HER2- (2008).

: VEGH -
VIGH Ufﬂf © ,’[Q\ﬁ

Avastin

. - - "‘Q
VEGFR-2 VEGFR-2 Extracellular v

. “ Endothelial ‘ .
cell Intracellular

Figure 2: Mécanisme d'action du bevacizumab. En se fixant au VEGF, il empéche sa
fixation sur son récepteur, bloquant ainsi I'angiogenese (Document Avastin®)
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Les inhibiteurs de protéine tyrosine kinase

Ils permettent d’inhiber 1’activité tyrosine kinase intra-cellulaire, inhibant les cascades

de signalisation intra-cellulaires déclenchées par ’activation de VEGFR-1 et VEFGR-2.

Le sunitinib (Sutent®) est un inhibiteur multikinase qui inhibe plusieurs types de
récepteurs membranaires a activité tyrosine-kinase. Il est utilisé¢ dans les cancers du rein, les

tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) et les cancers du pancréas.

Le sorafenib (Nexavar®) est également un inhibiteur multikinase, utilisé dans le cancer

du rein et les carcinomes hépato-cellulaires.
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I1. NOTION DE PROFIL MOLECULAIRE

A. Exemples de réussites des thérapies ciblées

La littérature rapporte 1’efficacité incontestable de certaines molécules qui sont entrées

dans les pratiques cliniques courantes au cours des dix dernieres années.

L’imatinib (Glivec®) est un des chefs de file des thérapies ciblées. Il a permis un
changement radical dans la prise en charge des patients suivis pour une leucémie my¢loide
chronique par I’identification de la translocation BCR-ABL ciblée spécifiquement par cet
inhibiteur de tyrosine-kinase. La survie globale a 5 ans de ces patients est maintenant évaluée a
82%, contre 20% avant I’arrivée de 1’imatinib (11-13).

Il est également largement utilisé chez les patients suivis pour GIST non résécable ou
avec des lésions secondaires (14).

L’avenement des anti-angiogéniques a considérablement amélioré la prise en charge des
patients avec un carcinome rénal métastatique, permettant une augmentation de la survie sans
récidive (bevacizumab (15), sunitinib (16), sorafenib (17), temsirolimus (18) et bientdt
everolimus (19)).

Certaines molécules sont aussi entrées dans les pratiques cliniques courantes du
traitement du cancer colo-rectal. En effet, des études ont démontré 1’efficacité du bevacizumab
en association avec une chimiothérapie a base de fluoropyrimidine (20,21) ainsi que celle du
cetuximab dans le traitement des patients atteints d’un cancer colo-rectal métastatique (22-24).
De plus, il a été démontré que le statut du géne KRAS était un élément incontournable dans
cette prise en charge en raison d’une réponse nettement supérieure au cetuximab lors de la
présence d’un gene KRAS de type sauvage par rapport a ceux présentant un type muté (25,26).

Dans le cadre du cancer du sein, les analyses génomiques trouvent une surexpression du
facteur de croissance épidermique humain HER2 chez environ 15% des patientes traitées. Le
trastazumab, qui cible le récepteur Erb2 du facteur HER2, a permis a une augmentation
significative de la survie sans récidive avec un taux de réponse d’environ 50% chez ces

patientes en échec de traitement (27).

Ces résultats ont amélioré de fagon considérable la prise en charge de certains cancers et

encouragent la poursuite des recherches.
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B. Rappels de cytogénétique

En outre, on assiste ces derniéres années a des évolutions technologiques majeures qui
conduisent au développement d’outils d’analyse de I’ADN de plus en plus performants. Les
techniques de biologie moléculaire couramment utilisées dans ces essais visent a rechercher des
mutations, délétions, amplifications ou translocations de cibles génomiques et font appel au
séquencage haut débit : NGS (Next Generation Sequencing) et/ou CGH-array (Comparative
Genomic Hybridization Array). Il devient possible d’obtenir un profil de plus en plus complet
de chaque tumeur, appelé profil moléculaire, pour un coiit raisonnable et un délai acceptable

compatibles avec la pratique clinique.

Il existe différentes techniques de cytogénétique moléculaire. Nous avons choisi d’en
rappeler trois principales : 1’hybridation in situ fluorescente (FISH), I’hybridation génomique

comparative (CGH) et le séquencage haut débit (NGS).
1. FISH (ou hybridation in situ fluorescente)

Comme [D’essentiel des techniques de biologie moléculaire, la FISH repose sur les
propriétés de dénaturation et de renaturation de molécules d’ADN double brin dans certaines
conditions de température, de pH ou de salinité. De courts segments d’ADN appelés « sondes »
sont marqués en y incorporant des nucléotides couplés a des molécules détectables,
historiquement radioactives a présent remplacées par des fluorochromes. Ces sondes vont

s’hybrider sur leurs séquences cibles complémentaires (David Ward, 1981) (28).

Il s’agit d’une technique d’étude génétique ciblée qui permet de détecter des anomalies
chromosomiques telles que des amplifications, délétions, duplications et translocations. Elle

nécessite d’avoir une idée préalable des loci chromosomiques impliqués.

Il existe trois étapes essentielles, qui sont les suivantes :

1. Préparation de la sonde

Il s’agit de fragments d'ADN simple brin marqués par fluorescence qui peuvent étre de

plusieurs types :

- Locus spécifique : il s’agit de nucléotides allant de 10 a 200 Kb (kilobases, milliers de

paires de bases). Ces sondes sont utilisées pour la détection d’anomalies génétiques
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fines/focales et I’évaluation du nombre de copies (délétions, gains, amplifications...) de
loci spécifiques tout le long des chromosomes d’intérét. Elles peuvent étre utilisées sur des
chromosomes métaphasiques ou sur des noyaux interphasiques.

- Peinture chromosomique : ces sondes sont spécifiques d'un chromosome entier, et sont
utilisées pour la réalisation de caryotypes spectraux.

- Sondes de fission ou de fusion: elles sont utilisées pour mettre en évidence des
remaniements chromosomiques structuraux tels que les translocations. Elles sont
généralement composées de deux sondes colorées avec des fluorochromes distincts. Leur
co-localisation indique une fusion (rapprochement de deux loci indépendants) et leur

¢loignement qui entraine un signal composite indique une fission ("break apart").

Plusieurs techniques sont utilisées pour la création des sondes. La technique principale est
la Nick Translation qui consiste a utiliser la désoxyribonucléase a ’origine de « nicks »

(cassures) puis une ADN polymérase et des nucléotides couplés a un fluorochrome.

2. Hybridation in situ

Les prélévements recelant I’ADN a analyser sont fixés, puis différentes méthodes comme
la digestion enzymatique permettent la perméabilisation des cellules avant 1’introduction des
sondes. Les noyaux cellulaires sont placés sur une lame préalablement traitée, puis les brins
d’ADN sont dénaturés. On procede ensuite a I’hybridation des sondes re-suspendues dans un
tampon d’hybridation en les déposant sur la lame a une température optimale. Une température
trop basse entraine des hybridations non spécifiques et une température trop élevée une absence
d’hybridation. On procede ensuite au lavage stringent, qui élimine certaines sondes non ou mal

hybridées.

3. Observation des résultats

Les cellules traitées par FISH sont ensuite analysées par microscopie a fluorescence. Il
existe deux types de filtres dans le microscope : des filtres qui permettent d’exciter le
fluorochrome incorporé dans I’ADN de la sonde et des filtres qui éliminent certaines longueurs
d'ondes émises par le fluorochrome en réponse a I'excitation. Le résultat observé est

généralement traité par un ordinateur pour plus de clarté (figure 3).

Il s’agit d’une technique d’étude génétique ciblée dont une des limites est la nécessité

d’avoir une idée préalable des chromosomes impliqués.

19



Figure 3: Exemple de réarrangement chromosomique BCR/ABL caractéristique de la leucémie
my¢loide chronique vue en FISH. L’étiquette bleue et rouge (en bas a droite) désigne le chromosome
ou l'arrangement pathogene est présent (Haigh et al, Cancer Genetics and Cytogenetics)

2. CGH-array

L’hybridation génomique comparative (CGH), également appelée caryotype moléculaire,

a été mise au point par I’équipe de Dan Pinkel en 1992.

Le principe est de comparer a quantité équivalente les variations du nombre de copies
d’ADN de deux prélévements différents. L’ADN génomique d’intérét (ici tumoral) et un ADN
de témoin (ici normal) sont chacun marqués par un fluorochrome différent, puis hybridés sur un
support sur lequel ont été fixés des chromosomes « cibles ». Les principales étapes sont les

suivantes (figure 4) :

1. Margquage des sondes (ici CGH chromosomique)

L’ADN du patient est extrait puis digéré par une enzyme de restriction afin de produire

des fragments de 0,6 a 3 Kb et enfin marqué par un fluorochrome. L’ADN tumoral est marqué
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de facon conventionnelle en vert par la fluorescéine (sous forme de dUTP-FITC). L’ADN
extrait de tissu sain, issu le plus souvent de lymphocytes, est marqué en rouge par la rhodamine

(dUTP-TR).

Les sondes sont ensuite mélangées avec de ’ADN Cot-1, qui permet de supprimer les

séquences répétitives d’ADN de la sonde et de la cible.

2. Hybridation

L’ADN marqué re-suspendu dans un tampon d’hybridation est déposé sur la lame

présentant des chromosomes en métaphase, avec lesquels il va s'hybrider de fagon compétitive.
3. Détection

Les signaux générés par deux fluorochromes sont détectés par un microscope a
épifluorescence et numérisés. Un rapport de leur intensité respective est établi au niveau des

bandes de chacune des paires chromosomiques.

— I@‘L@

ADN tumoral ADN marqué a la ADN marqué a la ADN normal

fluorescéine rhodamine

ceﬁq

Mélange des sond
ADN métaphasique
ADN hybridés avec les sondes :

0 : pertes ) &
- gains h U
. pas de modification

Figure 4: Principe de I'hybridation génomique comparative
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Il existe alors trois cas de figure :

1. Le nombre de copies n'est pas modifi¢ : les deux sondes (tumorale et normale) bien

qu’en compétition pour les mémes séquences complémentaires s’hybrident en quantité
équivalente. Le segment de chromosome apparait jaune.

2. Le nombre de copies est augmenté dans la tumeur : 1’équilibre est déplacé en faveur de

I’ADN tumoral et la quantité relative d’ADN tumorale hybridée sur la séquence cible
est plus importante (gain, amplification) que la quantité d’ADN normal. Le segment de
chromosome apparait vert.

3. Le nombre de copies est diminué : ’ADN tumoral est sous représenté, [’absence de

signal vert (perte ou délétion dans la tumeur) permet de mieux révéler I’ADN normal.

Le segment de chromosome apparait rouge.

Cette technique ne permet de détecter que les modifications chromosomiques non
équilibrées ; par exemple des aberrations chromosomiques structurales telles que les
translocations réciproques ou les inversions ne sont pas détectées. Elle est limitée en sensibilité
par la résolution des bandes chromosomiques observées, s’élevant a environ 10 Mb

(mégabases, millions de paires de bases).

Vers la fin des années 1990, Solinas Toldo (29) et Pinkel (30) proposent une autre
technique de CGH : la puce a ADN, appelée CGH sur réseau d’ADN ou encore CGH-array. Ici,
les chromosomes en métaphase sont remplacés par de grands fragments d’ADN (80 a 250 Kb)
fixés sur une puce (lame de verre) (Figure 5). Ces fragments BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes) sont produits par clonage sur bactérie ; il est ainsi possible de déposer plusieurs

milliers de sondes sur une puce, chaque sonde représentant un locus connu.

Cette technique permet d'augmenter la sensibilité, le nombre et position des segments
analysables, le débit des analyses et la détection des micro-délétions ou pour des segments
d'ADN a partir de 5 a 10 Kb. Cette analyse pangénomique ne nécessite plus d’avoir une idée
préalable des chromosomes impliqués et est largement utilisée dans le cadre des thérapies

ciblées.
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Figure S: Principe de I'hybridation génomique comparative sur réseau d'ADN

3. Séquencage haut débit

On désigne par séquencage haut débit (HTS pour high-throughput sequencing ou
NGS pour Next-Generation Sequencing) un ensemble de méthodes apparues a partir de 2005
qui ont révolutionné les méthodes de séquengage de I’ADN. Trois technologies sont apparues
de fagon quasi simultanée : le pyroséquencage, le séquencage avec des terminateurs réversibles
et le séquencage par ligation. Les technologies des appareils de séquengage a haut débit sont
assez proches et fonctionnent en plusieurs étapes. L'ADN génomique est d'abord fragmenté en
petits morceaux aux extrémités desquels sont liées des séquences adaptatrices. Les librairies
ainsi préparées sont ensuite fixées sur un support solide et chaque fragment est amplifié des
milliers de fois pour former des « clusters » clonaux qui seront séquencés en parallele. A

chaque cycle, I'ajout d'un nucléotide se traduit par un signal fluorescent signant un des quatre
q y ] p g g q
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nucléotides de 'ADN. Enfin la derni¢re étape comprend la lecture de la séquence proprement

dite.

Ces techniques produisent des millions de séquences en un « run », a faible cott. Elles se
caractérisent par l'utilisation d'approches massivement paralleles et permettent de séquencer a
partir de molécules uniques d’ADN des centaines de milliers de fragments simultanément. Il

s’agit d’un outil incontournable dans cette approche thérapeutique.

C. Profil moléculaire

L’efficacité de certaines thérapies ciblées et les grandes avancées technologiques font de
cette approche thérapeutique 1’objet d’un grand nombre d’essais novateurs, guidés par
I’analyse du profil moléculaire des tumeurs avec 1’émergence du concept de « médecine
personnalisée » encore appelée « médecine de précision ». Elle est définie par 1’institut
National du Cancer comme « une forme de médecine qui utilise les informations au sujet des
geénes, des protéines et de I’environnement d’une personne pour prévenir, diagnostiquer et

traiter la maladie ».

Ce concept se fonde sur I’hypothése fondamentale selon laquelle le cancer est une
maladie génomique qui résulte d’altérations consécutives des voies de signalisation

moléculaire.

L’étude SHIVA (1) illustre ce concept de médecine personnalisée. Il s’agit d’un essai de
phase II incluant des patients présentant un cancer métastatique réfractaire aux thérapies
usuelles, ou le choix thérapeutique (comportant 11 anticorps monoclonaux et inhibiteurs de
tyrosine kinase) reposait entierement sur le profil moléculaire du matériel tumoral recueilli sans

tenir compte de la localisation ou du type histologique du cancer primitif.

On peut également citer 1’étude SAFIROI (31) ou le choix du traitement reposait
¢galement sur le profil moléculaire de la tumeur chez des patientes présentant un cancer du sein

résistant aux chimiothérapies habituelles.

Plusieurs difficultés sont retrouvées. Si certains cancers comme la leucémie myéloide
chronique présentent une anomalie clonale unique (BCR/ABL) dont le ciblage implique une

réponse clinique significative, la plupart des proliférations tumorales malignes solides
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présentent une multiplicit¢é d’anomalies moléculaires. A contrario, on ne retrouve des
anomalies moléculaires actuellement ciblables que dans un faible nombre de tumeurs solides ;

c’est pourquoi il est difficile de tester des molécules dans ces sous-groupes de patients (32).

D. Notion de cellularité tumorale

L’ensemble de ces études repose donc sur I’établissement préalable d’un véritable profil
moléculaire de la tumeur apres étude de I’ADN tumoral. Ces analyses génomiques requicrent
une certaine quantit¢ de matériel tumoral de bonne qualité, plus importante que pour un
diagnostic histologique classique, mais le seuil de cellularité tumorale des prélévements

biopsiques nécessaire n’est pas consensuel. Il dépend des équipes et des techniques utilisées.

1. Résultats expérimentaux issus de l'institut Curie
Afin d’illustrer ces seuils, voici un exemple de 4 profils de CGH-array obtenus a partir
d’un prélévement tissulaire de neuroblastome (figure 6). L’ADN tumoral extrait d’un
échantillon contenant 100% de cellules tumorales (lignée cellulaire clonale) a été analysé pur.
Il a ensuite été¢ analysé apres dilution dans une lignée sans altération génomique afin de
diminuer artificiellement la quantité de cellules tumorales. Les profils génomiques obtenus sont

les suivants :

* Profil A : obtenu a partir d’un échantillon contenant 100% de cellules tumorales.
Les gains (fleches vertes et violettes) et pertes (fleches turquoises) sont trés bien
visualisés. Les hauts niveaux d’amplification (fleches rouges) sont également bien
visualisés.

* Profil B : obtenu aprés dilution jusqu’a ne contenir que 50% d’ADN tumoral. Il
permet d’observer ces gains et pertes de fagon correcte.

* Profil C : apres dilution plus importante de fagon a obtenir 20% d’ADN tumoral.
Les simples gains et pertes sont tres difficilement mis en évidence.

e Profil D : 10% de cellularité tumorale sont insuffisants, avec 1’obtention d’un
« profil plat ». En revanche, les hauts niveaux d’amplification (fleches rouges)

sont toujours bien visualisés.
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Figure 6: Exemple de profils de CGH-array d’un médulloblastome sans puis aprés

dilutions (Institut Curie).

La technique de NGS quant a elle peut étre effectuée a partir de 10% de cellularité

tumorale.

2. Résultats issus de la littérature
Certaines équipes ont étudi¢ la quantité de matériel tumoral nécessaire a la réalisation de
ces analyses moléculaires et d’autres études portant sur 1’efficacité des thérapies ciblées ont
rapporté le pourcentage minimum de cellularité choisi dans les prélévements afin d’établir les
profils moléculaires des tumeurs analysées. Nous avons sélectionné quelques-unes d’entre

elles.

L’équipe de Bourdeaut et al (33) a étudié une lignée MYC (un proto-oncogene
surexprimé dans certains cancers, ici dans les médulloblastomes) amplifiée et diluée dans une
lignée sans altération génomique. Elle a observé qu’avec un seuil de 20% de cellules tumorales
les altérations de nombre (gains et pertes) deviennent difficilement décelables ; seules les

amplifications de trés haut niveau sont mises en évidence avec la technique de CGH-array avec
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un seuil de 10% de cellules tumorales. Une étude (25) a comparé les mutations des geénes
KRAS, NRAS et BRAF incriminés dans le cancer du colorectal dans les échantillons obtenus
par biopsie endoscopique et ceux par obtenus par résection chirurgicale. Elle a également
déterminé qu’un seuil de 20% de cellules adénocarcinomateuses dans les prélévements était

nécessaire a I’obtention d’une quantité minimale d’ADN extrait.

L’étude de Pirker et al (34) a tenté d’établir des recommandations pour les analyses
génomiques portant sur ’EGFR dans le cancer du poumon non a petites cellules et a fait le
point sur les prélévements. Ils rapportent également le fait que les études cytogénétiques
pouvaient étre effectuées avec un seuil de cellularité tumorale de 20% avec des résultats plutot

fiables, mais ils estiment préférable le choix d’un seuil de 50%.

En pratique, les études choisissent en effet plutot un seuil de 50% de cellularité pour
sélectionner les échantillons a analyser. L’¢tude SAFIR0O1 (31) n’a conservé que les
¢chantillons présentant une quantité minimum de 50% de cellules tumorales pour effectuer les
hybridations génomiques comparatives. Une autre équipe a choisi ce méme seuil pour effectuer
la technique de CGH-array sur les échantillons tumoraux de neuroblastomes afin d’étudier le
gene MYCN (35). Enfin, 1’équipe de I'université de McGill (36) avait pour objectif d’établir
une méthode standardisée pour analyser le contenu tumoral et I’extraction d’ADN et ARN de
haute qualité avec un rendement suffisant a partir d’'une biopsie de métastase hépatique de
cancer colorectal. IlIs ont augmenté le seuil de cellularité tumorale a 60% pour sélectionner les

¢chantillons et y ont associé a un autre critére, celui d’une quantité de nécrose inférieure a 20%.

Ces prélevements tumoraux qui doivent étre riches en cellules tumorales, sont de plus
effectués chez des patients présentant le plus souvent un cancer métastatique qui progresse

malgré plusieurs lignes de chimiothérapies.

Il est connu que ces multiples traitements peuvent étre a 1’origine de remaniements
intra-tumoraux (nécrose et/ou fibrose) qui réduisent la quantit¢ de cellules tumorales
analysables et augmentent la difficulté potentielle a obtenir des échantillons satisfaisants pour

I’établissement d’un profil moléculaire (22).
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II1. BIOPSIES

Il existe quatre fagons principales d’obtenir des échantillons tumoraux : les biopsies
chirurgicales, les biopsies réalisées en palpable, les biopsies sous endoscopie et les biopsies

radio-guidées.

A. Les biopsies chirurgicales

Les biopsies chirurgicales des 1ésions primitives ou secondaires ont d’excellents résultats,
puisqu’il s’agit soit de macro-biopsies soit de la résection de 1’intégralité des Iésions tumorales,
ce qui permet de disposer d’une grande quantit¢ de matériel histologique pour réaliser les

analyses génomiques (37).

Il s’agit cependant d’interventions invasives qui nécessitent une anesthésie générale,
parfois difficile a envisager du fait de ’état général des patients en phase réfractaire de leur
maladie métastatique ; la morbi-mortalité est plus importante qu’avec les biopsies réalisées

selon d’autres modalités moins invasives.

B. Les biopsies en palpable

Les biopsies en palpable consistent en des micro-biopsies de Iésions palpables
immédiatement sous-cutanées. Ces prélévements présentent généralement de bons résultats,
mais ont l’inconvénient d’étre rarement réalisables puisque les lésions métastatiques tous
primitifs confondus sont le plus souvent de localisation viscérale profonde (hépatique,

pulmonaires, ganglionnaires...) ou osseuse.

C. Les biopsies sous endoscopie

Les micro-biopsies sous endoscopie bronchique sont souvent effectuées en premiere
intention dans les cancers pulmonaires car il s’agit d’une procédure simple et peu invasive,

réalisée sous anesthésie locale. La premieére méthode de prélévement consiste en une biopsie
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bronchique directe par forceps ; celle-ci est non contributive dans 35% des cas en raison d’une
absence de tumeur visualisée dans les bronches, imposant le recours a une biopsie du
parenchyme pulmonaire par voie transbronchique. Le taux de complications (infections,
saignements et pneumothorax) est généralement bas (25). Cependant, la réalisation de ce geste
peut étre limitée en cas de toux importante, de mucus endo-bronchique abondant (fréquent chez
ces patients présentant souvent une bronchite chronique post-tabagique), de saignement ou de
sténose bronchique infranchissable. L’analyse de la littérature réveéle des prélévements
présentant une quantité de cellules tumorales souvent basses et donc insuffisantes pour les

¢tudes moléculaires (38,39).

Vingt a 30% des patients présentant un cancer colo-rectal métastatique n’ont pas subi de
résection de la tumeur primitive en raison d’un diagnostic fait a un stade tardif, avec des 1ésions
métastatiques synchrones inopérables. Chez ces patients, la biopsie peut étre réalisée soit au
niveau du site primitif grdce a une endoscopie, soit au niveau des lésions secondaires,
hépatiques le plus souvent. L’étude de Saridaki et al (25) a retrouvé une moyenne de cellularité
tumorale d’environ 57% dans les biopsies réalisées sous endoscopie chez des patients avec un
cancer colorectal, avant résection de la tumeur primitive. La comparaison des analyses
moléculaires effectuées a partir des biopsies sous endoscopie et celles réalisées a partir de la
Iésion primitive réséquée a €tabli que les biopsies sous endoscopie pouvaient étre suffisantes
pour les analyses génomiques, sans comparer toutefois les résultats avec ceux de biopsies

métastatiques.

D. Les biopsies radio-guidées

1. Généralités

Les biopsies radio-guidées sont des micro-biopsies réalisées la plupart du temps sous
controle échographique ou scanographique. Cette procédure est généralement rapide, peu
invasive, ne nécessitant pas d’anesthésie générale et réalisable chez la plupart des patients quel

que soit I’état d’avancée de leur cancer et de leur état général.

De Bazelaire et al. ont décrit dans le Journal de Radiologie Diagnostique et

Interventionnelle les différentes étapes de la procédure des biopsies en oncologie (40). Avant le
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geste, I’information claire et adaptée du patient et un bilan d’hémostase (41) sont
recommandés, avec un arrét des anticoagulants en fonction du site de prélevement et du risque
hémorragique. L analyse du trajet et le positionnement du patient constituent une étape majeure
afin d’optimiser le trajet de biopsie, réduire la distance a parcourir et éviter 1’interposition de
structures telles que les structures vasculo-nerveuses, organes creux ou encore les conduits
comme les uretéres entre 1’aiguille et la Iésion cible. La procédure est réalisée en conditions
d’asepsie stricte, avec une désinfection cutanée de la zone a ponctionner ainsi que I’installation
d’un champ trou¢ stérile. Le trajet de biopsie est anesthési¢ a 1’aide de Xylocaine et d’une
aiguille sous-cutanée ou intra-musculaire, puis sont introduits une aiguille co-axiale permettant
de protéger le trajet de ponction et une aiguille a biopsie semi-automatique ou automatique
dont la taille dépend de la Iésion cible et de 1’organe biopsié (généralement 18G pour foie et
poumon, 16G pour le rein, 14G pour les tissus mous...). La procédure est réalisée sous
contrdles répétés au scanner ou en continu par €chographie. Le nombre de prélévements
lésionnels est variable, se situant généralement entre deux et quatre. L’intensit¢ de la

surveillance apres la procédure dépend ensuite du type de 1ésion prélevée.

Les principales complications regroupent hémorragie, infections, perforations et

ponctions involontaires d’organes pleins. Elles sont rares et le plus souvent bénignes.

A I’inverse de la rentabilité des biopsies radio-guidées a titre diagnostique, les données
concernant les performances de ces biopsies pour I’analyse du profil moléculaire des tumeurs

sont plus rares.

2. Biopsies radio-guidées et thérapies ciblées

Un certain nombre d’études ont porté sur I’analyse de la faisabilité, de 1’efficacité et des
risques liées aux biopsies radio-guidées dans le cadre d’essais comportant des thérapies ciblées,

essentiellement dans les cancers pulmonaires.

On peut citer I’étude de Yoon et al (42) qui a étudi¢ la faisabilité et I’efficacité des
biopsies itératives sous scanner pour 1’évaluation du profil génomique des cancers pulmonaires
non a petites cellules, chez 126 patients. Deux niveaux de succes de biopsie étaient considérés.
La biopsie elle-méme était considérée comme une réussite si 1’échantillon prélevé était

supérieur 4 1 & 2 mm?, ce qui était le cas dans 100% des biopsies aprés exclusion de 37
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patients. Puis le succes de la biopsie pour la faisabilité des analyses moléculaires (recherche des
mutations EGFR et réarrangement du géne ALK) ¢était également évalué et jugé positif dans
80% des cas. Les 20% des cas considérés comme des échecs présentaient une faible cellularité
ou une absence totale de cellules tumorales. Leurs analyses révélaient une association
significative entre une taille d’échantillon prélevé supérieure ou égale a 5 mm avec la réussite
des analyses génomiques (p = 0,002).

Yoon et al. ont rapporté des complications de ces biopsies dans 14% des cas, dont 6% de
pneumothorax (dont 2 nécessitant un drainage), 1% d’hémothorax et 7% des hémorragies intra-

alvéolaires sans instabilité hémodynamique.

Busso et al (43) ont mené une étude rétrospective qui étudiait les complications des
biopsies pulmonaires majoritairement effectuées sous scanner chez 824 patients. Ils ont
comptabilisé un total de 5% de complications majeures, dont 36 pneumothorax nécessitant un
drainage, 3 hémothorax et un hématome sous-pleural. Le taux total de pneumothorax était de
24%. Cependant, ces biopsies n’étaient pas corrélées au succes des analyses moléculaires

effectuées.

Certains auteurs ont également inclus la taille de I’aiguille de biopsie dans les éléments
étudiés. Cheung et al. (44) ont mené une étude sur 47 patients qui présentaient un cancer
pulmonaire réfractaire, dont 32 ont eu une biopsie avec une aiguille 18 gauge et 15 avec une
aiguille 20 gauge. Tous les préleévements ont permis une analyse génomique satisfaisante. Le
taux total de pneumothorax s’¢élevait a 13%, dont 4 (12%) avec une aiguille 18 gauge avec un
drainage, et 2 (13%) avec une aiguille 20 gauge, sans drainage. Le taux d’hémoptysie s’¢levait
a 6%, dont 2 patients (6%) avec une aiguille 18 gauge et 1 patient (6%) avec une aiguille 20
gauge. Il n’existait pas de différence significative de réussite ou de complications selon la taille
de I’aiguille utilisée pour les études moléculaires. L.’étude de Solomon et al. (45) menée sur une
plus petite population (18 patients) n’a pas montré non plus de différence significative entre les

complications ou la réussite des biopsies réalisée avec des aiguilles 18 ou 20 gauge.

La littérature s’accorde dans I’ensemble pour dire que ce mode de prélevement permet
I’obtention d’échantillons tumoraux de bonne qualité, suffisants pour les analyses

cytogénétiques, avec un risque de complication tout a fait acceptable.

De plus, la rareté des Iésions inaccessibles aux prélévements radio-guidés et la bonne

qualité réguliere des échantillons tumoraux font de cette technique un compromis en terme de
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performance, de faisabilité et de sécurité. Ceci permet d’éviter un recours systématique a la

biopsie chirurgicale en premicre intention dans le cas des cancers du poumon (40).

Si I’étude de la faisabilité et des complications des biopsies radio-guidées réalisées pour
établir les profils génomiques tumoraux a été explorée dans les cancers bronchiques, il n’existe
pas, a notre connaissance, d’étude qui s’est consacrée en particulier a ’analyse des facteurs
pronostiques de réussite des biopsies pour analyse du profil moléculaire chez des patients
présentant une maladie métastatique réfractaire, regroupant un grand nombre de cancers

d’histologies différentes.

IV. OBJECTIF

L’objectif de notre étude était de déterminer les facteurs pronostiques de réussite de
biopsie liés au patient (BMI, chimiothérapie), a la tumeur (taille, primitif, histologie,
rehaussement de la Iésion au scanner) et au mode de biopsie (chirurgicale, en palpable, sous
endoscopie ou scano-guidée) des lésions tumorales réalisées pour guider I’instauration de

thérapies ciblées chez des patients avec un cancer solide métastatique en progression.
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DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES

I. POPULATION

Une analyse rétrospective a été effectuée sur des données extraites de 1’étude SHIVA. 11
s’agit d’un essai clinique prospectif multicentrique (Institut Curie, Paris V° — Centre René
Huguenin, Saint-Cloud) randomisé de phase II, qui compare I’efficacité des thérapies ciblées
attribuées apres analyse du profil moléculaire tumoral versus chimiothérapie conventionnelle
chez des patients présentant un cancer solide réfractaire aux thérapies usuelles.

Les criteres d’inclusion étaient les suivants :

- Patient de plus de 18 ans,

- Présentant un cancer solide métastatique, quel que soit le primitif,

- Progressant ou récidivant malgré thérapies standard,

- Mesurable selon les critéres RECIST 1.1,

- Avec une lésion tumorale autre que cérébrale ou osseuse accessible a une biopsie
ou une résection chirurgicale.

L’essai SHIVA a inclus entre septembre 2012 et aolt 2014 228 patients suivis et traités
a I’Institut Curie. Sur ces 228 patients, 221 ont eu une biopsie d’une tumeur solide et été inclus
dans notre étude rétrospective. Il y avait 146 femmes et 75 hommes, avec un age moyen de

58.9 + 14 ans et un IMC de 23.6 = 4 kg/m>.

I1. BIOPSIES : PROCEDURES

Un échantillon tumoral était nécessaire pour effectuer les analyses moléculaires. Les
prélevements étaient effectués soit sur la lésion primitive, soit sur une 1ésion secondaire, selon
leur accessibilité et la faisabilité du prélévement. Les lésions secondaires cérébrales et osseuses
¢taient exclues. Les modalités utilisées pour les prélévements biopsiques étaient les suivantes :

- Biopsies chirurgicales, réalisées par les chirurgiens ORL et gynécologues,

- Biopsies en palpable, réalisées par un anatomo-pathologiste a I’aide d’aiguilles 14
ou 16 gauge,

- Biopsies sous endoscopie, réalisées par un pneumologue ou un gastro-entérologue
utilisant un forceps de 2,2 mm,

- Biopsies sous guidage scanographique.
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Biopsies scano-guidées

Les biopsies sous scanner ont été effectuées sur un scanner GE (Lightspeed VCT,
General Electric healthcare, Milwaukee), a I’aide d’un systéme de co-axial 17 ou 19 gauge
(SuperCore ™ Argon Medical Devices, Athénes). Ces procédures ont été réalisées par trois
radiologues différents. Le premier avait plus de 40 ans d’expérience en radiologie
interventionnelle, avec plus de 5000 biopsies a son actif; le second avait environ 10 ans
d’expérience et plus de 1000 biopsies réalisées, et le troisieme avait plus de 3 ans d’expérience

avec plus de 400 biopsies.

III. ANALYSE ANATOMOPATHOLOGIQUE

A. Prélévements

Un minimum de 4 prélevements était exigé afin de permettre 1’inclusion dans 1’essai.

- Deux échantillons était fixés dans du formol et inclus en paraffine pour analyse
histologique et recherche de récepteurs hormonaux en anatomo-pathologie.

- Les autres échantillons étaient congelés. Au moins un était envoyé dans le
département de génétique pour analyse moléculaire avec extraction d’ADN, et

I’autre stocké en biotech pour d’éventuelles études ultérieures.

B. Analyses

Les anatomopathologistes ont évalué les éléments suivants : confirmation diagnostique
du sous-type histologique, cellularité tumorale, analyse semi-quantitative de la nécrose et de la

fibrose.

- La cellularité tumorale, soit le taux de cellules tumorales au sein du prélévement

biopsique exprimé en pourcentage. Elle a été évaluée visuellement par un anatomo-
pathologiste ayant plus de 30 ans d’expérience puis quantifiée aprés coloration a I’hématéine-
¢osine-safran, a la fois sur les échantillons tumoraux inclus dans la paraffine et sur les

échantillons congelés envoyés au laboratoire de génétique. Selon les recommandations de la
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littérature et I’expérience de notre laboratoire, le seuil de cellularité a partir duquel une

biopsie était considérée comme une réussite a été fixé a 30%.

- La nécrose au sein des prélevements. Elle a été estimée visuellement de fagcon

semi-quantitative et graduée selon une échelle s’étendant de 0 a 3 :
o 0 : absence de nécrose,
o 1 :quantité basse de nécrose,
o 2 :quantité moyenne de nécrose,
o 3 :quantité élevée de nécrose.

- La fibrose. Elle été¢ évaluée d’une facon identique.

IV. RELEVE DES DONNEES CLINIQUES ET RADIOLOGIQUES

A. Données cliniques

Pour chaque patient, les données cliniques suivantes ont été relevées :
- Age et sexe,
- Poids et IMC,
- Nombre de lignes de chimiothérapie,
- Sous chimiothérapie ou non pendant la biopsie,
- Histologie de la tumeur primitive,
- Siege de la tumeur primitive,

- Localisation et type de biopsie.

B. Données radiologiques

Tous les patients dont les biopsies ont été effectuées sous contréle scanographique ont
réalisé un scanner sans puis avec injection de produit de contraste iodé (au temps portal, 80
secondes apres le début de 1’injection) moins d’un mois avant le prélévement.

Ces examens ont été réévalués par un radiologue de 4 ans d’expérience sur une console
de PACS (Carestream Health, Version 11.4, Mountain View, CA) en aveugle des données

cliniques et histologiques. Les données suivantes ont été relevées :
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- Lalocalisation de la 1ésion biopsiée,

- Son diamétre le plus large,

- Le A-UH, soit la valeur du rehaussement mesuré en Unité Hounsfield (UH)
de la Iésion entre le scanner sans puis apres injection de produit de contraste
iodé. Pour ce faire, une région d’intérét d’environ 1 cm” a été tracée en
regard de la partie distale de ’aiguille de biopsie sur I’image sans injection,
et a ensuite été copiée et collée sur I’image injectée en prenant soin de
sélectionner la méme zone anatomique (recalage d’image) (Figures 9 et 10).
Le A-UH a été calculé en soustrayant de la densité moyenne (UH) de

I’imagerie injectée la densité moyenne de I’image sans injection.

V. ANALYSES STATISTIQUES

Les mesures d’association ont d’abord été effectuées sur la variable continue
« cellularité », puis sur la variable catégorisée en « succes de biopsie » oui / non. L’association
entre deux variables continues a été évaluée par un coefficient de corrélation. Du fait de la
normalité des variables continues, un coefficient de Pearson a été utilisé. Le test de la

corrélation a 0 a été fait.

L’association entre la cellularité et les variables catégorielles (sexe, histologie, etc.) a été
effectuée par une comparaison des moyennes de cellularité dans les différents groupes de la
variable catégorielle. Les moyennes ont €t¢ comparées par une analyse de la variance et un test
de Fisher. En cas de différence globale entre les moyennes des tests de Tukey ont permis de
comparer les modalités 2 a 2 tout en controlant le risque global d’erreur. L’association entre la
réussite de la biopsie et les variables catégorielles a finalement été testée par un Chi2 ou un test

exact de Fisher en cas de petits effectifs.

Finalement, une analyse sur le sous-groupe des biopsies réalisées sous scanner a été faite.
En plus des analyses précédentes, une étude de la variation de la densité de la 1ésion comme

outil diagnostique de réussite biopsie a été réalisée. Une courbe ROC a été construite.
Tous les tests étaient bilatéraux, avec un seuil de significativité P < 0,05.

Toutes les analyses ont été effectuées en SAS version 9.4 (SAS Insitute Inc., Cary, NC).
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS

I. POPULATION ET TUMEURS

228 patients inclus dans I’étude

SHIVA
>l| Déceés N = 2 \
>[ Echec de biopsie N =5 ]
Y
Biopsies analysées
N =221
Biopsies Biopsies Biopsies en Biopsies sous
scano-guidées chirurgicales palpable endoscopie
N =122 N=49 N =28 N =22
Succes de la biopsie Echec de la biopsie
Cellularité = 30% Cellularité < 30%
N=160 N=61

Figure 7: Flow Chart de 1'étude

Les caractéristiques de la population incluse et des tumeurs étudiées sont représentées

dans le tableau 1.
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Tableau 1: Caractéristiques des patients biopsiés et des 1ésions

Population globale Population avec biopsie

scano-guidée
(N=221 patients)

(N =122)
Sexe
* Homme 75 (34%) 45 (37%)
*  Femme 146 (66%) 77 (63%)
Age®
* Homme 58.9+13.9 56.8+15.0
*  Femme 59.4+13.5 60.1 £13.4
Poids (Kg)* 66.9+15.4 66.7+12.5
1% (ohy 23.6+4 23.5+3.6
Cancer"
*  Histologie
- Adénocarcinome 131 (59%) 76 (62%)
- Carcinome épidermoide 37 (17%) 13 (11%)
- Sarcome 17 (8%) 12 (10%)
- Autres 36 (16%) 21 (17%)
*  Localisation du primitif
- Poumon 38 (17%) 23 (19%)
- Sein 40 (18%) 20 (16%)
- ORL 24 (11%) 8 (7%)
- Ovaires 24 (11%) 16 (13%)
- Colon 15 (7%) 9 (7%)
- Utérus 15 (7%) 5 (4%)
- Estomac 5 (2%) 3 (2%)
- Pancréas 7 (3%) 6 (5%)
- Vessie 6 (3%) 4 (3%)
- Os 8 (4%) 6 (5%)
- Ell 4 (2%) 2 (2%)
- Autres 27 (12%) 16 (13%)
- Inconnu 8 (4%) 4 (3%)
Traitement
*  Sous chimiothérapie® 145 (66%) 45 (37%)
»  Nb de lignes antérieures de chimiothérapie®
-0 15 (7%) 6 (5%)
- 14 142 (64%) 75 (61%)
- =5 64 (29%) 41 (34%)
Guidage de biopsie®
e Chirurgie 49 (22%) -
*  Endoscopie 22 (10%) -
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Localisation de la biopsie b

Taille de la lésion biopsiée *

(disponible chez 120 patients)

Scanner

Palpable

Foie
Adénopathie
Tissus mous
Poumon
Bronches
Péritoine
Systeme digestif
Vagin
Surrénales
Sein

ORL
Utérus

Autre

122 (55%)
28 (13%)

65 (29%)
37 (17%)
34 (15%)
26 (12%)
15 (7%)
12 (6%)
7 (3%)
6 (3%)
5 (2%)
4 (2%)
3 (1%)
3 (1%)
4 (2%)

63 (51%)
8 (%)
11 (9%)

24 (20%)

8 (7%)

4 (3%)

4 (3%)

46.7 (23.0)

*: Les données représentées sont des moyennes + déviation standard

b r r .
: Les données représentées sont des nombres de cas (avec pourcentage)

L’histologie la plus fréquente retrouvée était I’adénocarcinome (131/221, 59%). Les

tumeurs primitives les plus fréquemment retrouvées étaient le sein (18%), le poumon (17%) et

les tumeurs de la sphére ORL (17%).

Cent quarante-cinq patients (66%) étaient sous chimiothérapie lorsque la biopsie était

réalisée.
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I1. BIOPSIES

Sept biopsies n’ont pas pu étre réalisées pour les raisons suivantes : décés avant le
prélévement (2 patients), probleme technique rendant impossible la réalisation de la biopsie (4
patients), et échec de la biopsie (un patient). Ces 7 patients ont été exclus de 1’analyse, portant
le nombre total final de patients a 221.

Les caractéristiques des biopsies sont représentées dans le tableau 1.

Plus de la moitié des biopsies ont été réalisées sous guidage scanographique (n = 122).
Une aiguille 18 gauge a été utilisée chez 103 patients (84%), dont 10 biopsies pulmonaires, et
une aiguille 20 gauge chez 19 patients (16%) dont 14 biopsies pulmonaires.

La localisation la plus fréquente des biopsies (quel que soit le guidage) était le foie
(65/221, 29%), puis les adénopathies (37/221, 17%). Parmi les 221 biopsies, 160 (72%)
présentaient une cellularité tumorale supérieure ou égale a 30% et ont été considérées comme

une réussite.

1. Complications des biopsies

a. Biopsies en palpable

Aucune complication n’a été notée lors des cas de biopsies en palpable.
b. Biopsies sous endoscopie

Aucune complication n’a été notée lors des biopsies sous guidage endoscopique.
c. Biopsies sous guidage scanographique

Cinq patients ont présenté une complication apres biopsie scano-guidée. Il s’agissait de
pneumothorax apreés prélévements thoraciques (5/24, 21%). Un drainage de I’épanchement
gazeux a ¢été nécessaire chez un des 5 patients, tandis que chez les 4 patients restant le

pneumothorax était limité et asymptomatique, avec une résolution spontanée.
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d. Biopsies chirurgicales

Des complications sont survenues chez 5 patients (10%) ayant eu les interventions
chirurgicales avec biopsies suivantes : amputation abdomino-périnéale (n = 3) et
lymphadénomectomie rétro-péritonéale (n = 2). Deux de ces 5 complications ont nécessité une
nouvelle intervention chirurgicale, et consistaient en un hématome pelvien surinfecté et une

ascite chyleuse réfractaire.

2. Facteurs pronostiques de cellularité tumorale et réussite de I’ensemble des
biopsies

Les facteurs pronostiques de cellularité tumorale sont représentés dans le tableau 2.

Les échantillons prélevés chez les patients qui étaient sous chimiothérapie au moment
du geste avaient une cellularité tumorale significativement plus basse (41,3%) que les patients
ne recevant pas de chimiothérapie (51,6%) (P = 0.015).

Il n’y avait pas de lien significatif entre le nombre de lignes de chimiothérapie et la
cellularité.

Il y avait un lien significatif entre le sous-type histologique et la cellularité (P = 0.002).
Le sous-type histologique présentant la cellularité tumorale la plus haute était le sarcome
(cellularité moyenne = 67,7%).

Les échantillons de biopsies réalisées en palpable présentaient la cellularité tumorale
moyenne la plus élevée (cellularité moyenne = 59,3%). A 'opposé, ceux des biopsies sous
endoscopie présentaient la cellularité moyenne la plus basse (cellularité moyenne = 28,4%).

La cellularité tumorale moyenne la plus haute a été retrouvée dans les prélévements
d’adénopathies et de tissus mous (cellularit¢é moyenne = 62,6% and 61,8%, respectivement).
La cellularité¢ tumorale la plus basse était dans les prélévements pulmonaires et bronchiques

(cellularité moyenne = 31,6% et 16,7%, respectivement).

Les facteurs pronostiques de réussite de biopsie sont rapportés dans le tableau 3. Cent-

soixante sur 221 biopsies (72%) présentaient des échantillons avec 30% ou plus de cellules
tumorales et étaient considérées comme une réussite.

De fagon comparable aux résultats liés a la cellularit¢ tumorale, les facteurs
pronostiques de réussite de biopsie étaient : I’absence de chimiothérapie en cours lors du
prélevement (47/76, 62%), les biopsies en palpable (25/28, 90%), la réalisation de la biopsie
dans les adénopathies (34/37, 92%) et les tissus mous (31/34, 91%).
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Tableau 2: Facteurs pronostiques de cellularité

POPULATION GLOBALE BIOPSIES SCANO-GUIDEES
Coefficient Coefficient
Cellularité Cellularité
de de
corrélation moyenne P corrélation fmoyenne P
Pearson R Sp Pearson R *SD
Age -0.03 _ 0.73 -0.03 _ 0.76
IMC 0.08 _ 0.26 0.09 _ 0.33
Poids 0.13 _ 0.06 0.2 _ 0.025
Sous chimiothérapie 0.015 0.068
* Oui 41.3+31.9 3884323
* Non 51.6 £28.3 49.3+£29.1
Nb de lignes de chimiothérapie 0.537 0.429
*0 _ 42.3+335 _ 32.5+£39.2
*1-4 _ 474 +31.0 _ 44.5+32.0
*>5 _ 51.0+26.6 _ 49.0 £26.6
Histologie 0.002 0.009
* Adénocarcinome _ 43.9+27.5 _ 39.9+282
* Carcinome épidermoide _ 44.5+33.6 _ 40.4 +37.1
* Sarcome _ 67.7+£29.9 _ 66.7 +26.5
* Autre _ 57.9+£29.7 _ 56.2 +30.9
Localisation du primitif 0.026 0.055
Guidage <0.0001 ) . -
* Chirurgie _ 57.9+22.8
* Endoscopie _ 28.4+31.9
* Scanner _ 45.1+£30.4
* Palpable _ 59.3+27.5
Localisation de la biopsie <0.0001 0.04
* Adénopathie _ 62.6+22.5 _ 60.0 = 25.6
* Tissus mous _ 61.8+27.1 _ 60.9 = 28.1
* Autre _ 58.9+£21.7 _ 65+129
* Foie _ 47.4+27.8 _ 47.3+28.1
* Digestif _ 47.1+£28.1
* Vagin _ 458 +23.8
* Surrénales _ 38+34.9 _ 47.5+32.0
* Péritoine _ 36.7+19.1 34.0+20.4
* Poumon _ 31.6 £36.6 _ 27.9+35.7
* Bronches 16.7 £24.7

Les valeurs significatives de p sont en gras
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Tableau 3: Facteurs pronostiques de réussite de la biopsie

POPULATION GLOBALE BIOPSIES SCANO-GUIDEES
Réussite Echec P Succes Echec P
N =160 N=61 N =82 N =40
Age 59.2+13.3 59.2+£12.3 0.98 58.9+14.6 58.8+12.9 0.95
IMC 23.8+23.1 23.3+22.6 0.33 24.0+3.9 22.7+2.7 0.07
Poids 67.6+14.3 653+£11.2 0.2 68.7+12.8 62.7+10.9 0.01
Sous chimiothérapie” 0.01 0.068
* Oui 47 (62%) 29 (38%) 26 (58%) 19 (27%)
* Non 113 (78%) 32 (22%) 56 (73%) 21 (42%)
Nb de lignes deb s o
chimiothérapie
*0 8 (53%) 7 (47%) 2 (33%) 4 (67%)
*1-4 102 (61%) 40 (39%) 49 (65%) 26 (35%)
*>5 50 (78%) 14 (22%) 31 (76%) 10 (24%)
Histologie” 0.057 0.041
* Adénocarcinome 93 (71%) 38 (29%) 48 (63%) 28 (37%)
* Carcinome
22 (60%) 15 (40%) 6 (46%) 7 (54%)
épidermoide
* Sarcome 15 (88%) 2 (12%) 11 (92%) 1 (8%)
* Autres 30 (83%) 6 (17%) 17 (81%) 4 (19%)
Localisation du primitif - - 0.140 0.046
Guidage"” <0.0001
* Chirurgie 43 (88%) 6 (12%)
* Endoscopie 10 (45%) 12 (54%)
* Scanner 82 (67%) 40 (33%)
* Palpable 25 (90%) 3 (11%)
Localisation de la
b 0.0001 0.001
biopsie
* Foie 48 (74%) 17 (26%) 46 (73%) 17 (27%)
* Adénopathie 34 (92%) 3 (8%) 7 (88%) 1 (12%)
* Tissus mous 31 (91%) 3 (9%) 10 (91%) 1 (9%)
* Poumons 10 (38%) 16 (62%) 8 (33%) 16 (67%)
* Bronches 4 (27%) 11 (73%)
* Autres 12 (85%) 2 (14%) 11 (69%) 5(31%)

Les valeurs significatives de p sont en gras
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3. Facteurs pronostiques de cellularité tumorale et réussite des biopsies scano-
guidées

Les facteurs pronostiques de cellularité tumorale des biopsies scano-guidées sont

représentés dans le tableau 2.

A TDinstar de la population totale de 1’étude, il existait un lien significatif entre la
cellularité tumorale et le sous-type histologique de la tumeur (sarcome, cellularité moyenne =
66,7%, P = 0.009). La localisation de la biopsie était associée de fagon significative a une
cellularit¢ tumorale élevée (P = 0.04) avec les meilleurs résultats dans les échantillons
biopsiques provenant des tissus mous (cellularit¢ moyenne = 60,9%) et des adénopathies
(cellularité moyenne = 60%), tandis que les biopsies pulmonaires présentaient les résultats de
cellularité les plus bas (cellularité moyenne = 27,9%).

A Dinverse des données retrouvées dans la population générale, il n’existait pas de
corrélation significative entre cellularité¢ et chimiothérapie en cours ou non, avec néanmoins

une tendance entre cellularité basse et le fait de recevoir une chimiothérapie (P = 0.068).

Les facteurs pronostiques de réussite des biopsies scano-guidées sont représentés dans

le tableau 3. Quatre-vingt deux biopsies sur 122 (67%) étaient associées a une réussite. Un des
facteurs pronostiques de réussite de biopsie était la localisation de la biopsie (P = 0.001), avec
les meilleurs résultats dans les prélévements des tissus mous (10/11, 91%) et les adénopathies
(7/8, 88%), tandis que les biopsies pulmonaires ¢taient le plus souvent associées a un échec
(16/24, 67%).

Le taux de réussite était significativement plus haut dans les cas de sarcome (11/12,

92%) que dans les autres sous-types histologiques.
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Figure 8: courbe ROC pour la valeur diagnostique de 1’atténuation de la densité mesurée au
scanner selon les réussites et les échecs de biopsie.
L’aire sous la courbe est de 0.74 £ 0.05 [0.63 ; 0.84] IC 95% P = 0.00017.

Etonnamment, un poids plus bas était associé a une réussite des biopsie (P = 0,01), mais
pas I'IMC (P = 0,07).

L’échec ou la réussite des biopsies n’étaient pas associés a la taille de la Iésion (P =
0,35).

La différence moyenne d’atténuation de densité mesurée sur les scanners sans puis
apres injection était associée a une cellularité significativement plus haute dans les réussites de
biopsie (33.6 HU vs. 19.1 HU, P <0.001). L’aire sous la courbe ROC ¢était de 0.74 + 0.05 (IC
95%: 0.63 - 0.84, P < 0.001) (Figure 8). Le seuil optimal retrouvé était de 23 UH, avec une

sensibilité de 87% et une spécificité de 45% pour une réussite de biopsie.
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Figure 9: Exemple de réussite de biopsie scano-guidée de Iésion secondaire hépatique d’une tumeur
de la glande sous-maxillaire chez une femme de 58 ans. La cellularité tumorale des prélévements

était évaluée a 65% et le AUH a 37.

Densité 1ésionnelle mesurée a 27 UH sur 1’acquisition sans injection (cercle rouge, image A) et 64
UH sur I’image injectée (cercle rouge, image B).
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Figure 10: Exemple d’échec de biopsie scano-guidée de lésion secondaire hépatique d’une néoplasie
pulmonaire chez un homme de 65 ans. La cellularité tumorale des prélévements était évaluée a 20% et le
AUH a 14. Densité 1ésionnelle mesurée a 31 UH sur I’acquisition sans injection (cercle rouge sur I’image
A) et 45 UH sur I’image injectée (cercle rouge sur ’image B).
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Corrélation entre histologie et cellularité tumorale
Dans la population globale, une évaluation semi-quantitative de la nécrose a été réalisée

par un anatomopathologiste aprés relecture des lames. Le grade de nécrose était réparti de la
facon suivante :

- Grade 0 : n= 154 cas (77%)

- Grade 1 : n=22cas (11%)

- Grades 2 et 3 : n=24 cas (12%)
Il existait une association significative entre la cellularité tumorale et le grade de nécrose (P <
0,001) mais elle ne reflétait pas une tendance.

- Grade 0 : cellularité moyenne = 52% + 27.3

- Grade 1 : cellularité moyenne = 66.6% + 25.2

- Grades 2 et 3 : cellularité moyenne = 35.6% + 27.5

I11. Etiologie des échecs

Les causes d’échec de biopsies sont représentées dans le tableau 4.

Les échecs pouvaient étre imputés a la présence de nécrose dans le cas de 10 biopsies,
(16%) ou a celle de fibrose dans 23 cas (38%).

Les autres causes d’échecs étaient liées a I’absence (28%) ou a une quantité insuffisante

de matériel tumoral (35%) dans I’échantillon prélevé.
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Figure 12: Echec de biopsie de 1ésion primitive pulmonaire a I’aide d’une aiguille 18 G, avec
une cellularité tumorale estimée a 10% et un AUH inférieur a 23 mesuré sur le scanner sans
(image A) et avec injection de produit de contraste iodé (image B).

Figure 11 : Echec de biopsie de Iésion secondaire hépatique d’une tumeur primitive pulmonaire,
avec une cellularité tumorale estimée a 5%. Scanner de repérage sans injection (image A), biopsie de
la 1ésion (image B) et hélice injectée (image C) révélant une Iésion d’allure liquidienne. L’analyse
histologique de la lame (image D) confirme la présence importante de nécrose tumorale.
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Figure 14: Biopsie d’une I€sion primitive pulmonaire a 1’aide d’une aiguille 18 G (image A).
Acquisition injectée (image B) et fenétre parenchymateuse (image C). L’analyse histologique
de la lame (image D) révele une fibrose importante et une quantité limitée de cellules
tumorales.

Figure 13: Echec de biopsie de 1ésion primitive pulmonaire a I’aide d’une aiguille 18 G (image
A). L’analyse histologique (image D) révele une fibrose diffuse et une faible quantité focale de
cellules tumorales.
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Dans le sous-groupe des biopsies scano-guidées, 40 étaient un échec, pour lesquels la
taille des aiguilles utilisées a également ét¢ étudiée. Bien que 1’échantillon soit trop petit pour
réaliser des analyses statistiques, il a été relevé les données suivantes :

- 32 biopsies (80%) ont été effectuées a I’aide d’aiguille 18 gauge, dont 8 ont
¢été réalisées sur des 1ésions pulmonaires.
- 8 biopsies (20%) ont ét¢ effectuées a ’aide d’aiguille 20 gauge, et toutes
ont été réalisées sur des 1ésions pulmonaires.
Sur ces 40 échecs, 17 étaient liés a ’absence de tumeur ou a une quantité insuffisante de
tissu tumoral, et concernaient des lésions pulmonaires dans plus de la moitié¢ des cas (10
biopsies, soit 59%)
- 10 ont été effectuées a ’aide d’aiguille 18 gauge (6 biopsies hépatiques, 4
biopsies pulmonaires et une biopsie des tissus mous)
- 6 ont été effectuées a I’aide d’aiguille 20 gauge (6 biopsies pulmonaires)
Au total, parmi ces 17 échecs, 10 biopsies (59% soit plus de la moitié) étaient réalisées

dans le poumon.

Chirurgie Palpable Endoscopie Scanner Total

N=49 N=28 N=22 N =122 N =221*
Nombre d’échecs 6 (12%) 3 (11%) 12 (54%) 40 (33%) 61 (28%)
Raison de I’échec
* Absence de tumeur 1 (16%) 2 (67%) 6 (50%) 7 (17.5%) 16 (26%)
* Quantité insuffisante de tumeur 0 (0%) 0 (0%) 2(17) 10 (25%) 12 (19%)
* Fibrose (grade 2 ou 3) 4 (66%) 1 (33%) 3 (25%) 15 (37.5%) 23 (38%)
* Nécrose (grade 2 ou 3) 1 (16%) 0 (0%) 1 (8%) 8 (20%) 10 (16%)

Tableau 4: Etiologie des échecs

* Probléme technique empéchant la biopsie chez 5 patients, décés avant la biopsie chez 2 patients.
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QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION

Dans cette étude, les facteurs pronostiques de réussite de biopsie définie par une
cellularité tumorale supérieure ou égale a 30% au sein du prélévement réalisé se sont révélés
étre les suivants : I’absence de chimiothérapie au moment de la réalisation de la biopsie, la
localisation anatomique de la biopsie dans les adénopathies ou les tissus mous, et une
différence d’atténuation plus élevée de la densité tumorale mesurée au scanner.

De plus, les échecs de biopsie étaient plus fréquents lors des biopsies scano-guidées que

lors des biopsies chirurgicales ou en palpable.

S’il est évident qu'une quantité suffisante de matériel tumoral est nécessaire aux analyses
génomiques afin d’obtenir une détection optimale des altérations moléculaires, le seuil de
cellularité¢ tumorale requis n’est pas consensuel. Il dépend en effet des laboratoires et I’on
retrouve des valeurs différentes selon les études publiées. Par exemple, certaines équipes ont
validé pour leurs études un seuil de cellularité tumorale supérieur a 50% afin de poursuivre les
analyses moléculaires (11) tandis que d’autres ont montré que les altérations génomiques
pouvaient étre détectées de facon optimale a partir d’un seuil de cellularité de 20% (25,33).

Le seuil de cellularité initialement déterminé a 50% lors de la conception de I’étude
SHIVA a été abaissé a 30% apres validation des techniques permettant d’établir le profil

moléculaire par les biologistes en charge de la réalisation du protocole.

La quantité¢ de matériel tumoral dans une Iésion, qu’elle soit primitive ou secondaire,
dépend de I’hétérogénéité spontanée de la 1ésion en dehors de tout traitement mais aussi des
modifications secondaires aux différents traitements, chimiothérapie ou radiothérapie,
responsables de remaniements nécrotiques, de fibrose et d’une baisse de la cellularité tumorale
(22). On congoit qu’au sein de la population de patients étudiés, qui présentent un cancer
résistant a plusieurs lignes de chimiothérapie, la quantité minimale de cellules tumorales

requise pour réaliser une analyse du profil moléculaire soit difficile a obtenir.

Notre étude a mis en évidence trois constatations notables :
- Tout d’abord la cellularité tumorale était plus faible chez les patients recevant une

chimiothérapie au moment de la réalisation de la biopsie. Il existait donc un taux d’échec plus
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haut dans cette population. Ce facteur pronostique est logiquement expliqué par 1’objectif
méme de la chimiothérapie qui est d’induire une apoptose et une diminution des cellules
néoplasiques au sein des 1ésions tumorales (46).

Dans la population de patients ne recevant pas de chimiothérapie durant les prélévements,
on peut émettre ’hypothese que la ou les 1ésions tumorales réfractaires aux traitements institués
ont a nouveau progressé apres la derniere ligne de chimiothérapie, avec une majoration du
nombre de cellules tumorales expliquant la meilleure rentabilité des prélevements dans cette
situation.

Fort de ce premier résultat, il eut été logique de retrouver une corrélation significative et
décroissante entre le nombre de lignes de chimiothérapies antérieures et la cellularité tumorale.
A linverse de notre attente, la cellularité tumorale constatée était plus importante chez les
patients ayant recu plus de 5 lignes de chimiothérapie. Cela suppose la présence d’un facteur
confondant ; on peut émettre I’hypothése que ces maladies tumorales qui résistent a plus de
cinq lignes de chimiothérapies ont un haut potentiel évolutif avec un contenu important en

cellules tumorales.

- Par ailleurs, nous avons constaté que les résultats en terme de cellularité étaient
meilleurs lors des biopsies chirurgicales et lors des biopsies en palpable (réussite de la biopsie
dans respectivement 88% et 90% des cas). En effet, les chirurgiens réseéquent souvent la 1ésion
tumorale entiére (récidive tumorale, adénopathie...) et bénéficient d’une vision ou d’une
palpation des tumeurs directement accessibles comme celles de la sphére ORL ou
gynécologique. Il en est de méme lors des biopsies en palpable puisque la 1ésion peut étre
ciblée avec une marge d’erreur quasi nulle, tout en permettant généralement la réalisation de
prélévements multiples sans risque majeur pour le patient. La taille des prélevements réalisés
constitue un facteur important dans la réussite des analyses nécessaire a 1’établissement du
profil moléculaire. Par exemple dans le cadre des cancers bronchiques, 1'é¢tude de phase III
TRIBUTE a montré que des petits prélévements étaient plus a risque d'échec avec un taux
variant de 55 a 65% pour les prélevements réalisés lors d'endoscopies bronchiques et de
biopsies scano-guidées, contre 24% d’échec pour les prélévements chirurgicaux plus larges ou
la résection de lésions tumorales enticres (47).

Néanmoins, dans la pratique clinique, compte tenu du risque et du caractére agressif que
constitue une intervention chirurgicale, elle n’est proposée généralement qu’aux patients qui

peuvent bénéficier d’une chirurgie de rattrapage dont I’objectif est la résection compléete des
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lésions tumorales. La chirurgie ne concerne donc dans ce contexte qu’un nombre limité de
patients.

Les biopsies sous endoscopie présentaient les résultats les moins bons, comme le laissait
supposer les études antérieures (38,39).

Les biopsies sous scanner présentaient des résultats intermédiaires avec 67% de succes,
situés entre les résultats des biopsies chirurgicales/en palpable et des biopsies sous endoscopie.
Ces résultats sont un peu plus faibles que ceux rapportés dans la littérature, mais les études
réalisées concernent principalement les cancers bronchiques et plus particulierement les
adénocarcinomes pulmonaires. Il n’existe pas a notre connaissance d’études ayant inclus un
grand nombre de patients présentant des types histologiques variés et des sites de prélévements
diverses et peu d’études ont évalué la réussite de la biopsie en terme de quantification de la

cellularité tumorale au sein du prélévement (31,36).

- De plus, les préelevements d'adénopathies et des tissus mous étaient le plus fréequemment
associés a une réussite de biopsie (respectivement 92 et 91%), tandis que les biopsies
pulmonaires présentaient les résultats les moins bons. Ceci pourrait étre expliqué en partie par
la meilleure performance de la chirurgie et des biopsies en palpable, puisque les prélévements
ganglionnaires et des tissus mous ne représentent que 7 et 9% respectivement des biopsies
scano-guidées. Néanmoins, malgré le faible nombre de cas, le taux de succeés était plus
important pour ces deux localisations y compris pour les biopsies scano-guidées. Nous n'avons
pas d'explication pour ce constat et ’analyse de la littérature ne permet pas d’apporter de
réponse précise. Seule I’étude SAFIR0O1 avait noté un taux de succes plus élevé pour les
prélévements hépatiques et ganglionnaires que pour les prélévements pulmonaires, osseux et
cutanés ; mais cette étude ne portait que sur les cancers du sein et les causes d’échec ou de

réussite des biopsies n’étaient pas analysées en détail.

Enfin, I’analyse des échecs retrouvait des étiologies variables.

Dans la population globale, 28 biopsies représentant 45% des échecs présentaient une
quantité¢ de matériel tumoral insuffisante ou une absence totale de cellule néoplasique. Cela
concernait essentiellement les prélévements effectués sous controle scanographique ou

endoscopique.
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Dans le sous-groupe ou les prélévements étaient réalisés sous scanner, on retrouvait une
quantité insuffisante de matériel tumoral ou une absence totale de cellule néoplasique dans 17
des 122 biopsies (14%). Trois facteurs peuvent expliquer ce résultat :

- la réussite du ciblage tumoral et de la réalisation de I’acte de biopsie,

- la quantité de matériel prélevé liée principalement a la taille de I’aiguille et au nombre
de biopsies,

- la composition histologique et I’hétérogénéité de la Iésion tumorale biopsiée.

Le premier facteur est commun a tout acte de biopsie percutanée quel que soit le
contexte. La réussite repose principalement sur I’expérience de 1’opérateur, la taille et la
situation anatomique de la 1ésion ainsi que sur la coopération du patient.

Pour le deuxiéme facteur, il n’existe pas de recommandation consensuelle dans la
littérature a propos la taille des aiguilles a utiliser dans ce contexte particulier d'analyses
génomiques. En effet, plusieurs études ont montré que des prélevements réalisés soit avec des
aiguilles 18 gauge soit 20 gauge ont une efficacité équivalente pour réaliser les analyses
moléculaires, sans différence significative du taux de complications post-procédure (44,45 48).
Cependant, certaines équipes s’interrogent dans ce contexte sur 1’utilisation d’aiguille de plus
fort calibre dont le surcroit de performance et le taux de complications comparés aux
procédures habituelles seront a évaluer (36). Le nombre de biopsies a été arbitrairement
déterminé a quatre dans notre étude. La encore, I’analyse de la littérature ne nous a pas permis
de déterminer de recommandation précise dans cette situation qui repose principalement sur
I’habitude des centres qui réalisent ces actes.

Enfin, nous supposions initialement que la présence de nécrose pouvait étre une cause
majeure des échecs de biopsie. Les analyses statistiques effectuées aprés relecture des lames
d'anatomo-pathologie n'ont pas mis en évidence de corrélation significative entre la présence de
nécrose et le taux de cellularité tumorale des prélévements ; en revanche, la présence de fibrose
¢tait plus fréquente que celle de nécrose lors des échecs de biopsie.

Ces résultats renforcent 1'idée d’un meilleur ciblage radiologique des Iésions lors de la
réalisation des biopsies pour identifier et éviter les zones de nécrose ou de fibrose. Plusieurs
améliorations pourraient étre proposées et évaluées :

* La réalisation d'acquisition tardive lors des scanners injectés pour identifier les zones
de fibrose les plus abondantes au sein des lésions tumorales,
* L'utilisation plus fréquente de I’imagerie fonctionnelle comme le TEP-scanner ou I'IRM

de diffusion pour préciser les zones tumorales les plus cellulaires.
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Notre étude présente différentes limites.

Tout d’abord, on peut observer le fait que plus de la moiti¢ des biopsies réalisées sous
scanner concernaient le foie (n = 63) et les tissus mous (n = 11). Ces biopsies auraient pu étre
réalisées sous échographie, examen non irradiant avec un temps de procédure souvent plus
court qu’une biopsie réalisée sous scanner. Dans notre étude, issue de 1’essai thérapeutique
SHIVA, il a été décidé d’utiliser une technique d’imagerie reproductible permettant une
analyse rétrospective des images donnant acces a la taille de la 1ésion biopsiée, la position de
’aiguille au sein de la 1ésion et a la mesure de la densité lésionnelle sur le scanner. Pour ces
raisons, nous avons privilégié le scanner comme technique de guidage pour la réalisation des
biopsies.

Par ailleurs, les biologistes en charge de réaliser les analyses ont fixé un seuil de
cellularité tumorale de 30% pour considérer les biopsies pour affirmer le succes de la biopsie,
mais cela reste un choix en partie arbitraire. Une grande partie des analyses statistiques de cette
¢tude repose sur la réussite ou I’échec des biopsies ; on peut supposer qu’en choisissant un
autre seuil les résultats liés aux facteurs pronostiques de réussite des prélévements auraient pu
étre différents. Les résultats liés a la cellularité seraient restés cependant identiques. Ceci
implique que nos résultats sont centre-dépendants et que leur reproductibilit¢ dans d’autres
centres reste a étre validée.

De plus, il a été choisi pour chaque procédure un nombre de quatre prélévements
tumoraux, dont deux <étaient envoyés au laboratoire d’anatomo-pathologie et deux au
laboratoire de génétique pour analyse du profil moléculaire. Certaines études ont montré qu'il
existait une variabilité¢ parfois importante de la qualit¢ du contenu tumoral entre plusieurs
prélevements biopsiques d'une méme Iésion, ce qui peut laisser penser que la cellularité
tumorale pourrait étre meilleure en multipliant le nombre des prélévements (36). En pratique, et
tout particulierement pour les biopsies radio-guidées, il n’est pas toujours possible compte tenu
de la taille et de la situation anatomique de la 1ésion biopsiée de réaliser un grand nombre de
prélevements de bonne qualité. Le chiffre de quatre prélévements nous est apparu comme un
compromis satisfaisant.

Pour finir, nous n’avons pas évalué les performances de 1’imagerie fonctionnelle (TEP-
TDM, IRM de diffusion) dans 1’identification des zones de nécrose et fibrose intra-tumorale
pour permettre un meilleur ciblage lésionnel n’ont pas été évaluées, mais ce n’était pas
I’objectif de de notre étude. Alors que la TEP-TDM est fréquemment utilisée dans les

lymphomes ou les cancers bronchiques pour cibler plus précisément les zones métaboliquement
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les plus actives son utilisation courante pour la réalisation des biopsies dans les autres types de

tumeurs reste incomplétement étudiée (49).

Les progres continus en oncologie ont permis de développer une technique non invasive
pour évaluer les altérations génomiques des tumeurs par prélevement de 1’ADN tumoral
circulant au moyen d’une simple prise de sang. Une étude initiée a partir de I’essai SHIVA a
comparé ’ADN tumoral plasmatique avec les biopsies de lésions métastatiques chez 34
patients présentant jusqu’a 18 différents types histologiques. Cette étude met en évidence des
mutations génétiques identifiées dans les prélevements biopsiques tissulaires chez 27 patients
97% (50). Nombre d’études corroborent ces résultats (31,51-54). Cette technique, effectuée
actuellement en complément des prélevements biopsiques tissulaires, pourrait a ’avenir se

substituer a ces prélevements dans certaines indications.
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CONCLUSION

La quantit¢ de cellules néoplasiques dans les biopsies réalisées pour analyses
génomiques semble étre plus élevée chez les patients ne recevant pas de chimiothérapie au
moment du prélévement et lorsque les biopsies sont effectuées dans les tissus mous et les
adénopathies. Ces résultats pousseraient a effectuer les prélévements chez des patients plutot en
pause thérapeutique, et a préférer les tissus mous et les Iésions ganglionnaires lorsque c’est
réalisable. La mesure du rehaussement de la 1ésion biopsiée sur le scanner aprés injection de
produit de contraste iodé est une mesure dont la performance est insuffisante pour prédire la
réussite d’une biopsie en terme de cellularité. En dehors de la nécrose, la fibrose intra-tumorale
est un ¢élément majeur dans les causes d’échec; I'apport des différents types d’imagerie

fonctionnelle reste a évaluer pour améliorer le ciblage des zones tumorales les plus cellulaires.
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Evaluation des facteurs pronostiques de réussite des biopsies avant thérapies ciblées chez des patients
présentant une maladie métastasique réfractaire

Objectif-Identifier les caractéristiques des patients et des biopsies associées a un succes des biopsies réalisées
pour profil génomique avant thérapies ciblées.

Matériels et méthodes-Inclusion rétrospective des patients suivis pour cancer réfractaire métastatique, inclus
dans I'essai de phase II prospectif randomisé comparant l'efficacité de thérapies ciblées basé sur le profil
moléculaire tumoral versus chimiothérapie. Une biopsie tumorale sous chirurgie, endoscopie, en palpable ou
radioguidée était effectuée et considérée comme une réussite lorsque la cellularité tumorale était >30%. Les
données suivantes ont été relevées: 1ésion primitive, taille et localisation de la cible, recevoir ou non une
chimiothérapie, atténuation de la densité sur le scanner.

Résultats-221 patients(age=59+14 ans) ont été inclus. Les facteurs pronostiques de réussite de la biopsie
étaient: ne pas recevoir de chimiothérapie lors du prélévement, les biopsies sous chirurgie ou en palpable,
adénopathies ou tissus mous (P<0.01). Parmi les 221 biopsies, 122(55%) ont été réalisées sous scanner et
160(72%) étaient une réussite. Le taux de réussite des biopsies scano-guidés était plus haut dans les
adénopathies et les tissus mous. Les biopsies pulmonaires étaient fréquemment associées a un échec (P<0.01).
La différence moyenne d'atténuation au scanner était plus haute chez les patients présentant une réussite de
biopsie (P<0.001).

Conclusion-La réussite des biopsies pour analyse génomique était moins fréquente sous scanner et
endoscopie qu’en chirurgie et en palpable. La cellularité tumorale semblait étre diminuée sous chimiothérapie,
et plus haute dans les biopsies des tissus mous et des adénopathies.

Mots clés : biopsies, biopsies scano-guidées, thérapies ciblées, cellularité tumorale

Prognostic factors of successful on-purpose tumor biopsies in metastatic cancer patients before
targeted therapies

Purpose- To identify patient/tumor characteristics associated with success of biopsy in patients who received
multiple lines of chemotherapy with refractory cancer.

Material and methods- All patients with refractory cancer who were included in our center in a prospective
randomized phase I trial comparing targeted therapies based on molecular profile of tumors versus
conventional chemotherapy, were retrospectively included in this study. A biopsy of a tumor lesion was
mandatory, performed during surgery or using CT/palpation/endoscopic guidance and was considered
successful if neoplastic cellularity was >30%. Primary lesion, size, location of the biopsied lesion and ongoing
chemotherapy were recorded, as well as the differential attenuation between non-enhanced and venous phase
on CT.

Results- 221 patients (age=59+14yo) were included. Prognostic factors of biopsy success were: no ongoing
chemotherapy, surgical/palpation-guided biopsy, and lymph nodes/soft tissue location(P<0.01). Among the
221 performed biopsies, 122(55%) were performed using CT guidance and 160(72%) were successful. In CT-
guided biopsies, lesions located in lymph nodes/soft tissue were associated with a higher success rate, while
lung location was associated with failure (P<0.01). The mean differential attenuation was significantly higher
in lesions with a successful biopsy (P<0.001).

Conclusion- Success of biopsy for molecular profiling was less frequent with CT-guidance than with
surgical/palpation-guided biopsy. Tumor cell content seemed to be decreased by ongoing chemotherapy and
was higher in soft tissues and lymph nodes in visceral metastasis.

Keywords : biopsies, CT guided-biopsies, targeted therapies, tumor cellularity
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