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Les cellules tumorales circulantes
)

C’est une problématique qui existe depuis plus de 100 ans. 
Quand on est opéré d’un cancer (ex : poumon stade T1), on ne fait plus de chimiothérapie car on ne le fait que si il y a une cible tumorale. Parfois on traite quand même les tumeurs car il y a un risque de métastases.
Certains cancers sont lymphophiles (ex : cancer su sein) et d’autres sont hématophiles (métastases cérébrales, rénales…). Chez les patients qui ont des tumeurs circulantes alors que la tumeur a été réséquée, on doit donner un traitement car ils ne sont pas guéris. Ca n’est pas automatique car on ne sait pas si les cellules circulantes va donner des méta, de plus le problème des faux positifs et des faux négatifs existent.

Si on fait un pubmed (recueil de citations médicales) : USA environ 9000 articles, Allemagne environ 1000 articles pour 58 en France. 
Définitions

Diapo 2
Au début, on s’est domandé comment se créaient les métastases
Cellule tumorale circulante et non cellules métastatiques circulantes, car la métastase n’est pas encore constituée. Le prof préfère le terme de cellule épithéliales circulantes. 
Les CTC sont protégées contre l’anoïkis (apoptose des cellules se détachant d’une tumeur) car elle a une fonction qui la rend plus agressive. 
Il y a également le mécanisme de transition epithélio-mésenchymateuses (perte des filaments de cytokératine(marqueurs de cellule epithéliale) qui faisaient d’elle une cellule épithéliale et acquisition de caractères de cellules mésenchymateuses). Quand la cellule remonte dans un organe pour métastaser, elle va ré acquérir ses caractéristiques de cellule épithéliales et re perdre les caractères mésenchymateux. 
Les cellules tumorales dormantes vont dans un organe et ne développent pas de tumeur, et parfois se réveillent 5 à 6 ans plus tard et commencent à proliférer.

Diapo 3
Les vaisseaux amènent de l’oxygène qui permet à la tumeur de grossir, et à un moment ou un autre il y a métastase par intravasation. Un certain nombre de cellules meurt et un autre ne meurt pas et est résistant à l’apoptose, c’est ce groupe qui va donner des métastases. 
Le pronostic d’un cancer est non seulement la méta mais aussi la reprise locale. Une nouvelle hypothèse a été formulée : les cellules tumorales circulantes reviendraient dans le tissu d’origine car les facteurs nutritifs seraient très bons pour le développement des tumeurs.
Méthodes actuelles permettant la détection des CTC
Diapo 4

Les méthodes sont évaluées par 3 critères : coût, spécificité, sensibilité. Le coût est très important à prendre en compte pour éviter la médecine à 2 vitesses. 
Méthodes indirectes
Immuno-détection
Cela se fait avec des Ac, ferrofluides coatés…
		Ex : la technique cellSearch (diapo 5) on l’utilise bcp aux USA pour traiter les patients après avoir détecté les CTC. Ponction de 10mL et on passe le sang dans la machine, et un autre produit (Ac) qui se fixe sur epp-CAM (marqueur spé des cellules épithéliales circulantes) et elle envoie un cocktail d’Ac Anti-cytokératine + anti CD45 pour les lymphocytes.
Avantage de CellSearch (diapo 7) la technique est quantitative et sensible et deja développée en europe
Inconvénient : cout élevé (1000€ pour 16 patients) difficulté des méthodes de recueil pour les analyses moléculaires, la technique n’est pas forcément très spécifique. 
Image virtuelle de résultat de CellSearch (diapo 8). Le résultat est significatif si on a plus de 5 cellules isolées. 
Image de cellules captées dans le sang d’un patient diapo 9

Limites de la méthode CellSearch

Diapo 10
Certaines CEC n’expriment pas les cytokératines 
Certaines cellules circulantes d’origine hématopoïétique (macrophages)peuvent exprimer certaines cytokératines
Les cellules épithéliales circulantes non néoplasiques sont détectées par cette méthode
Il s’agit d’une quantification automatique des éléments positifs.
Méthodes de biologie moléculaire



La technique ISET (diapo 11) est peu utilisée. Cette machine a échappé à l’INSERM. On filtre et on récupère tout ce qui n’est pas hématopoïétique (plus grand que 8µm-Diapo 12)
Diapo 13 : 
Avantages : Spécificité : ce que l’on voit ce sont des cellules épithéliales. Pour dire si elles sont tumorales, il faut qu’il y ait les signes de …. Cout faible, Rapidité, Analyse moléculaire potentielle.
Inconvénients : sensibilité ? quantification difficile, il faut analyser le sang dans les 2h.
On peut faire un test de sensibilité (diapo 14)

Classification des CTC (méthode ISET)
Diapo 15
Les cellules sans critères de malignité
Les cellules avec critères cytologiques de malignité
Les cellules cytologiquement inclassables

Il faut adapter ce que l’on connaît à ce que l’on voit. 

Diapo 16
· Noyau à contour irrégulier
· Anisonucléose
· Nucléole(s) volumineux
· Rapport nucléo-cytoplasmique élevé (Nécessité de pouvoir analyser le cytoplasme)
· Amas avec chevauchement nucléaire

Pour retenir ce diagnostic, au moins 3 de ces 5 critères sont requis
Exemple : Diapo 17-18-19-20-21(inclassable)


Diapo 23
Immunocytochimie
On ne sait pas si la technique est réellement efficace, car les cellules circulantes n’ont pas forcément les Ags correspondant aux Acs

Diapo ??
On fait de la biologie moléculaire pour apporter des informations complémentaires.
Quand on a des cellules sur une lame, on peut amplifier leur ADN pour faire la CGH arrays.



Conclusion
Le test ISET a du mal à se développer car CellSearch a un monopole mondial. 
Cette technique nous permet de redéfinir morphologiquement les CTCs. Il faut le faire à l’échelle nationale.

Les enjeux sont majeurs : 
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