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RESUME

Al'ere de la médecine personnalisée, il ne suffit plus de faire un typage précis du cancer du poumon mais il faut détecter le substratum moléculaire
et les éventuelles voies de la carcinogénése pouvant étre ciblées. Les principales cibles thérapeutiques sont représentées par les génes EGFR,
ALK-EML4, ROS1, Her2Neu et BRAF. La recherche de ces cibles se fait dans 80% des cas sur des prélévements biopsiques et environ 30% des
patients ne peuvent pas bénéficier de ces analyses. Cela peut étre di a I'épuisement du matériel tumoral durant les différentes étapes de
diagnostic morphologique ou immunohistochimique ou la biopsie semble contre-indiquée ou difficile a réaliser. De plus, les cellules tumorales ont
tendance & contrecarrer les traitements qui les ciblent en activant d’autres voies de la carcinogénése qui étaient au moment du diagnostic
minoritaires. Ceci est a l'origine de phénomeénes de résistance qui apparaissent dans les 3 a 6 mois suivant l'introduction du traitement. Afin de
pallier a tous ces événements, la biopsie liquide a été développée. Il s'agit d’'un simple prélevement sanguin de 5 a 10 ml qui permet d’explorer
les cellules tumorales circulantes, 'ADN tumoral circulant, TARN tumoral, les exosomes et les sécrétomes. Dans cette mise au point, nous nous
proposions de définir la biopsie liquide, les principales méthodes d'investigation, ses intéréts, ses limites et son avenir en Tunisie.
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SUMMARY

In the era of the personalized medicine, we need not only to an accurate diagnosis of lung cancer but also to assess the molecular pathways
involved in order to target them. The most relevant targets in lung cancer are the genes EGFR, ALK-EML4, ROS1, Her2Neu, BRAF. Mutations
or translocations of these genes are performed on biopsies in 80% of the cases and 30% of the patients cannot have their molecular tests done.
This may be due to the lack of tumor samples secondary to the morphologic and immunohistochemical techniques, contraindication to biopsy
or difficulties to biopsy. Besides, tumor cells tend to activate other pathways that weren’t activated at the onset in order to escape to therapeutic
drugs. This phenomenon of resistance is observed 3 to 6 months after the onset of the treatment. In order to escape all these limitations, liquid
biopsy was developed. It consists in a simple blood sample of 5 to 10 ml in which circulating tumor cells, circulating tumor DNA, tumor RNA,
exosomes and secretomes are explored. In this paper, we tried to define liquid biopsy, to highlight the means of diagnosis, its limits, its
advantages and its perspectives in Tunisia.
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Le cancer du poumon représente la premiere cause de
mortalité par cancer dans le monde et en Tunisie ou son
incidence standardisée est estimée a 30/100000
habitants selon le registre des cancers du Nord de la
Tunisie de 2004-2006. Le diagnostic positif de ce cancer
se base sur le diagnostic anatomopathologique. Le type
histologique désormais le plus fréquent est
I'adénocarcinome (1). Ce dernier représente dans notre
service depuis 2009, 61% des cancers non a petites
cellules. A I'ére de la médecine personnalisée, ce type
histologique a bénéficié des progrés de la pathologie
moléculaire qui ont permis de mettre en évidence des
voies de carcinogénése activées et pouvant étre ciblées
(2)(3). Cependant, le cancer du poumon est caractérisé
par une grande hétérogénéité spatiale et temporelle.
L’hétérogénéité spatiale intra-tumorale est représentée
par la mise en évidence de différentes voies
oncogéniques mutées dans différentes zones d'une
méme tumeur (4). Cette hétérogénéité a été a l'origine
des recommandations stipulant la nécessité d’effectuer
plusieurs prélévements au niveau de la tumeur.
L’hétérogénéité temporelle est représentée par la
variabilité des voies mutées entre les tumeurs primitives
et les récidives locales ou les métastases nécessitant de
biopsier les différents sites métastatiques afin d’orienter le
traitement. Le gold standard pour la mise en évidence des
cibles thérapeutiques est représenté par les
prélévements tissulaires. Cependant, méme si 80% des
carcinomes non a petites cellules (CNPC) sont biopsiés
les prélevements tissulaires ne permettent pas de réaliser
des analyses moléculaires dans 31% des cas. Ceci peut
étre d0 a la non accessibilité des lésions ou a des contre-
indications aux biopsies (5). Dans les essais en phase 3
IPASS et INTEREST, les prélévements tissulaires
n’étaient pas disponibles dans respectivement 42% et
31% des cas afin d’orienter le traitement (6)(7). De plus,
d’aprés les recommandations du collége des
pathologistes Américains, la recherche des mutations de
'EGFR nécessiterait des prélevements comportant
environ 50% de cellules tumorales. Avec des méthodes
trés sensibles, un seuil de 10% de cellules tumorales est
suffisant (6). La fixation au formol, qui est obligatoire afin
de préserver les tissus de l'autolyse, est a l'origine de
transitions C>T/G>A dans 1 a 25% des alléles pouvant
étre a l'origine de faux positifs (4).

La biopsie liquide a marqué un nouveau tournant dans la
médecine personnalisée et a suscité un grand intérét
médiatique (8). En effet, les tumeurs contenant 50
millions de cellules tumorales sont capables de libérer
dans le sang des quantités d’ADN tumoral circulant
détectables. Ce seuil de détection est meilleur, selon
certains auteurs, que celui du Pet-scan qui permet de
détecter des lésions de 7 @ 10 mm contenant environ 1
billion de cellules tumorales. Cet intérét est également
légitimé par I'apparente simplicité de cette technique. De
plus, en 2014, les bons résultats des biopsies liquides ont
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été a l'origine de leur intégration comme moyen de
prélevement chez les patients ne disposant pas de
prélévements tissulaires et candidats a la prise de TKI
anti-EGFR de premiére et deuxiéme generation (afatinib,
erlotinib, gefitinib (IRESSA (R) ) afin de détecter la
mutation T790M répondant aux EGFR-TKI de 3 €me
génération (9) (10). Alegre et ses collaborateurs ont
révélé dans une étude a propos de 36 patients que la
biopsie liquide avait permis de mettre en évidence des
mutations de 'EGFR non détectées dans les tissus dans
34% des cas (8). De plus, en 2016, la United States Food
and Drug Administration (FDA) a approuvé une
plateforme pour la mise en évidence des mutations de
'EGFR dans le plasma (11). Prélever 10 ml de sang a un
patient dans un tube EDTA et émetire des résultats
concernant le profil génomique de la tumeur en moins de
4 heures semble enthousiasmant mais la réalité est
beaucoup plus nuancée.

Notre objectif était de définir la biopsie liquide, de mettre
en évidence ses principaux intéréts, ses limites et ses
perspectives.

Qu’elle est la définition de la biopsie liquide ?

La biopsie liquide est définie par la mise en évidence de
cellules tumorales circulantes, d’ADN libre circulant (cf
DNA) incluant 'ADN tumoral circulant (ctDNA), les ARN
circulants (cf RNA) et les exosomes et ce dans le sang,
les urines ou le liquide céphalo-rachidien (12). Ces
derniéres années ont vu surgir un grand intérét pour le
sécrétome tumoral c’est a dire 'ensemble des protéines
détectées dans le sang et interférant avec les cellules
tumorales ou le systéeme immunitaire. La figure 1
représente les différents constituants de la biopsie liquide.
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Figure 1: Les principaux constituants de la biopsie liquide

Abréviations: CTC: cellules tumorales circulantes, GR: globules rouges, GB: globules
blancs, Pq: plaquettes, ADNtc : ADN tumoral circulant, ARNt : ARN tumoral, HE :
hematoxyline eosine, IHC : immunohistochimie.



Dans le cadre de cette mise au point, nous allons
focaliser sur les prélévements sanguins.

- Les cellules tumorales circulantes (CTC) sont des
cellules non hématopoiétiques qui ont toutes les
caractéristiques morphologiques des cellules tumorales
(taille du noyau, rapport nucléo-cytoplasmique) et qui sont
mises en évidence dans le sang. Elles sont isolées ou
agencées en agrégats formant des microemboles
tumoraux circulants. Les CTC sont trés rares dans le
sang. En effet, on y observe une CTC/ 106-107
leucocytes (13). Les microemboles tumoraux circulants
renferment moins de marqueurs apoptotiques que les
CTC ce qui est a l'origine d’'une plus grande résistance et
survie. La détection de ces microemboles serait associée
a un mauvais pronostic (10).

- L'ADN circulant est composé de petits fragments d’ADN
non associés a des cellules issus de I'apoptose et de la
nécrose cellulaire mais également de cellules normales
libérées dans le sang (4). Deux principaux mécanismes
sont a I'origine de 'ADN tumoral circulant : actif et passif.
Le mécanisme passif est représenté par le relargage de
I'ADN par des cellules nécrotiques ou apoptotiques ou
une digestion des cellules tumorales par les
macrophages dans le sang (14). Le taux de I'ADN libre
circulant a longtemps été considéré comme un facteur de
mauvais pronostic chez les patients présentant un CNPC.
Cependant, I'ADN libre circulant a été détecté en grandes
quantités chez des patients diabétiques ou présentant
des désordres cardio-vasculaires, hépatiques ou
infectieux (14). Une infime partie de cet ADN (0.01%)
correspond a de I’ADN tumoral circulant qui est détecté
grace a la mise en évidence de mutations oncogéniques
pré-définies (15). Certaines études ont démontré la
supériorité des analyses moléculaires réalisées sur
'ADNt par rapport aux CTC afin de détecter plus de
mutations (13). Les avantages et les limites des CTC et
de I'ADN tumoral circulant sont représentés dans le
tableau 1 (14).

- Les ARN circulants sont relargués dans le sang par les
cellules tumorales. lls sont constitués par les ARN
circulants non codants, les ARN-PIWI et les ARN longs
non codants. Les plaquettes peuvent également libérer et
séquestrer des acides nucléiques et peuvent donc servir
comme source alternative des cfARN relargués par les
cellules tumorales.

- LARN tumoral circulant correspond a de 'ARN issu de
la nécrose des cellules tumorales.

- Les exosomes sont de petites vésicules (40-100 nm) qui
dérivent des membranes plasmiques et sont déversées en
extra-cellulaire aprés fusion de nombreux endosomes. Les
exosomes sont libérés par les cellules normales et
tumorales dans le sang (12). lls contiennent des protéines
de signalisation, des microARN, des mARN, des exoADN
et des lipides. Les molécules contenues dans ces vésicules
peuvent donc migrer dans le sang et permettre un échange
d’information et de matériel avec des localisations distantes
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(12). Les exosomes jouent un réle important en interférant
avec le micro-environnement cellulaire et en modulant la
réponse immunitaire (12). Ce sont des éléments plus
stables que ’ADN mais leur étude fait encore partie du
domaine de la recherche et beaucoup de résultats
prometteurs ont été rapportés (14,16).

Tableau 1 : Avantages et inconvénients des CTC et de I'ADNtc

ADNtc CTC

Avantages - ldentification morphologique des
- Plus sensible pour la détection de  cellules tumorales
phénoménes de résistance - Important indicateur de risque de
- Peut prédire une résistance progression tumorale et de risque
acquise au traitement métastatique
- Peut changer les modalités - Permet de réaliser des études
thérapeutiques fonctionnelles in vivo et in vitro
- Permet de réaliser des réactions
d’hybridation in situ et d'analyse
génomique
- Peut indiquer chez les patients sous
chimiothérapie une résistance au
traitement
- Influence les modalités thérapeutiques
Inconvénients
- Beaucoup de faux positifs et - Peu abondantes
négatifs - Nécessitent des techniques trés
- Pas d'intérét dans les études sensibles
fonctionnelles - Beaucoup de faux positifs et négatifs
- Pas de standardisation des - Hétérogénéité
conditions pré-analytiques ni de - Multiplicité des techniques de mise en
consensus dans les techniques de  évidence et absence de consensus.
séquencage.

Comment mettre en évidence les différents
constituants de la biopsie liquide ?

- Les CTC sont mises en évidence grace a deux groupes
de méthodes : les méthodes anticorps dépendantes et les
méthodes anticorps indépendantes avec une supériorité
des derniéres (10).

Les méthodes anticorps indépendantes se basent sur les
criteres morphologiques des cellules tumorales du point
de vue taille, forme, criteres nucléaires. Ces méthodes
sont essentiellement représentées par les méthodes
ScreenCell (France) (10) ou ISET (Rarecells Compagny,
France). D’autres techniques sont représentées par les
microfluidic chips qui consistent en une filtration du sang
dans des micro-canaux afin d’isoler les CTC (13,17). Une
autre technique basée sur la taille des cellules est
représentée par le systéme de microcaviaty array qui a
été explore chez les patients présentant des résultats
négatifs avec la technique cellsearch (18). Ce systeme
est un filtre en nickel avec des cavités rectangulaires dont
la taille et la porosité sont adaptées afin de détecter les
CTC (13). Ces méthodes anticorps-indépendantes sont
critiquées pour leur manque de reproductibilité. En effet,
Freidin et ses collaborateurs ont rapporté des ratios de
détection de 56 et 65% entre 2 pathologistes entrainés a
la technique ScreenCell (19).
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Les méthodes anticorps dépendantes sont représentées
par la technique Cellsearch (Janssen Diagnostics
Company, USA) qui a obtenu en 2016 I'agrément de la
FDA en tant que méthode diagnostique ou la technique
GILUPI cellcollector (20). La mise en évidence de ces
cellules est basée sur des études immunohistochimiques
par la détection de marqueurs épithéliaux (EpCam et
cytokeratine). Les limites de ces techniques sont
essentiellement représentées par I'hétérogénéité du
cancer du poumon. En effet, les cellules tumorales
peuvent perdre leurs marqueurs épithéliaux dans le cadre
de la transition epithélio-mésenchymateuse, co-exprimer
les 2 marqueurs ou n’exprimer que les marqueurs
mésenchymateux. Ceci est a I'origine de beaucoup de
faux négatifs. Cette étape de mise en évidence des
différents constituants de la biopsie liquide est suivie
d’'une étape d’extraction de ’ADN/ARN et de séquengage
a la recherche des principales cibles thérapeutiques.

- Concernant l'extraction de I'ADN/ARN, la plupart des
auteurs ont recours a des kits d’extraction permettant
d’assurer une bonne reproductibilité de la technique. Des
mutations oncogéniques bien définies sont utilisées afin
de mettre en évidence I'ADN tumoral. Cependant, de
nombreuses études ont montré que des populations
d’ADN tumoral de longueur variable peuvent étre
observées en raison des mécanismes d’apoptose versus
nécrose (21). Afin de conserver 'ADN circulant, le tube de
sang doit étre centrifugé dans les 2 heures ou méme les
30 minutes vu la dégradation rapide de I'ADN. En effet,
aprés 2 heures, 'ADN leucocytaire est susceptible
d’augmenter et de fausser les résultats (15). La taille
moyenne de I'’ADN circulant est de 166 pb mais elle peut
étre inférieure dans certains ADN tumoraux. De longs
fragments d’ADN circulants (plusieurs Kb) sont supposés
étre secondaires a la nécrose tandis que les petits
fragments sont secondaires a I'apoptose (5). L'objectif est
donc de détecter les fragments courts d’ADN. Les
techniques de PCR et de séquencage doivent étre
optimisées en conséquence (15).

- Les techniques de séquencage sont aussi variables que
les publications qui se sont intéressées au sujet. Vu la
faible quantité d’ADN tumoral circulant, les techniques
classiques de séquengage comme le séquencage Sanger
ou le pyroséquengage ne sont pas recommandées (22).
Les techniques actuellement en vigueur peuvent étre
subdivisées en 2 grands groupes: les approches
génomiques basées sur une réaction PCR (droplet digital
PCR, BEAMing dPCR, mutant-enriched PCR, peptide
nucleic acid locked nucleic acid PCR, SCORPION assay)
et les approches non digitales et a haut débit (denaturing
high perforance liquid chromatography, la spectrométrie
de masse). Le tableau 2 montre la plupart des techniques
décrites. La pléthore de ces techniques est a I'origine
d'une grande variabilité et hétérogénéité des résultats
(5,15,21-28).. Cette variabilité est illustrée dans de rares
méta-analyses par une grande hétérogénéité statistique
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avec des spécificités variant de 88 a 97% et des
sensibilités variant de 62 a 67.5% en comparaison avec
les biopsies tissulaires (29). Le tableau 3 illustre les
différentes sensibilités et spécificités recensées par
certains auteurs (25,27,28,30-38). Cette différence peut
étre expliquée par des critéres cliniques hétérogenes
(stade tumoral, ethnie) mais également par la diversité
des techniques. D’apres les différentes méta-analyses,
les meilleures techniques de séquengage semblent étre
basées sur le séquencage haut débit avec des
sensibilités de 73 et 75% (5). Cependant, ces tests ne
permettent pas de détecter les mutations rares (5). En
effet, les mutations du géne EGFR détectées par ces
techniques sont les mutations G719X de I'exon 18, Ex19
del, les mutations S7681, T790M, Ex20Ins de I'exon 20 et
les mutations L858R et L861Q de I'exon 21 (11,39).

Quels sont les intéréts de la biopsie liquide?

- La mise en évidence des CTC a permis une meilleure
connaissance de la pathophysiologie tumorale. En effet, il
a été établi que les CTC n’étaient pas uniquement dotées
d’un pouvoir métastatique mais qu’'elles étaient
également capables de coloniser le site de la tumeur
primitive et de participer a la progression tumorale grace
a un phénomene de “tumor self-seeding » (4).

- Dans le domaine diagnostique du cancer du poumon les
prélévements tissulaires représentent encore le gold
standard. En effet, ils permettent non seulement le
diagnostic morphologique des tumeurs mais également la
mise en évidence de différentes cibles thérapeutiques.
Cependant, dans le cadre du diagnostic des cibles
thérapeutiques, la biopsie liquide peut supplanter les
prélévements tissulaires en cas d’indisponibilité de
matériel tumoral. La mise en évidence du site d’origine
des métastases peut étre établie grace a une analyse
génomique des CTC. Cependant, ces différentes
méthodes sont difficiles a mettre en place dans le cadre
de la routine (14) (2). La biopsie liquide ne peut en aucun
cas remplacer la biopsie tissulaire.

- Dans le domaine thérapeutique, les biopsies liquides
permettent de modifier le traitement en cas d’apparition
de progression tumorale et de mettre en évidence des
mécanismes de résistance qui sont représentés
dans environ 60% des cas par I'acquisition de la mutation
T790M (4). En effet, elles permettent le suivi des
réponses thérapeutiques avant méme l'apparition d’une
récidive clinique ou radiologique (4). Ces mutations sont
sensibles aux inhibiteurs des tyrosines kinases anti-
EGFR (EGFR-TKI) de troisiéme génération (TAGRISSO
(R)). Par ailleurs, méme sous EGFR-TKI de troisieme
génération, certains auteurs ont détecté des mutations
tertiaires (L798l) ainsi que I'émergence de mutations
activatrices du géne KRAS (40). Ces mutations sont
traitement-dépendantes et ont été observées chez 30% et
2% des patients mis sous osimertinib et rociletinib
respectivement. D’autres mutations, plus rares, sont



Tableau 2 : Principales techniques utilisées pour le séquencage
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Technique Description Avantages Inconvénients Références
gPCR réaction en chafne par polymérase permettant Faible cout, relativement facile a installer Faible sensibilit¢ pour ADNtc, (22)
de mesurer la quantité initiale d'’ADN. uniquement mutations connues
Scorpion ARMS PCR PCR temps réel utilisant un scorpion primer c'est ~ Relativement faible cout et sensibilité élevée  Détection de mutations connues (24)
a dire associant un fluorophore et un quencher
PNA-LNA PCR PCR associant des PNA primers (acides Sensibilité élevée et un cout plus faible Identification de mutations connues (25)
nucleiques peptides) a des sondes LNA (acides
nucleiques rattaches aux PNA) permettant
d’amplifier uniquement '’ADN mute
NGS Séquencage de plusieurs genes en parallele eta  Sensibilité élevée Cout élevé, complexe a installer en  (26)
haut débit Détection de mutations rares routine, bioinformatique indispensable
dPCR PCR digitale permettant d’amplifier de courtes ~Sensibilité élevée Détection de mutations connues (21)
séquences d'ADN ¢ -Peut détecter des génes mutes dans 104 Détection de mutations connues (27)
Mutant-enriched PCR Amplification uniquement des séquences copies de génes non mutes
mutées en 2 étapes : amplification premiére de -Excellente sensibilité
I'ADN mute et wild type puis digestion sélective
de 'ADN wild type et amplification unique de
I’ADN mute
BEAMing (beads, emulsion, amplification and magnetics) -Sensibilité élevée - Mise en place trés complexe en (22)

utilise des billes magnétiques fonctionnalisées
avec des amorces complémentaires de 'ADN
cible qui, une fois « recouvertes » de multiples
copies de 'ADN cible initialement encapsulé,
sont marquées par des fluorochromes et
analysées en cytométrie en flux
permettant la détection de mutations, de
polymorphisme génétique et de différences
épigénétiques dans des échantillons d'ADN
double brin & partir de I'analyse des courbes de
fusion a haute résolution ou High Resolution
Melt (HRM)
DHPLC (denaturing high performance ~ Mutations détectées par la mise en évidence de
liquid chromatography) différence entre les hétéroduplex (formation ADN
muté et non muté) et les homoduplex
(Formations d’ADN non muté)

HRM (high resolution melting)

-Détection de mutations rares

-Relativement simple et peu couteuse en
comparaison avec les autres techniques

Sensibilité élevée

routine

- Application limitée pour TADNtc vu sa  (22)
faible quantité

- Pas de détection de mutations rares  (28)

Spectrométrie de masse Technique physique d'analyse permettant de -Permet I'analyse des exosomes - Domaine de la recherche. (22)

détecter et d'identifier des molécules d'intérét

par mesure de leur masse, et de caractériser

leur structure chimique
Tableau 3 : variation des sensibilités et spécificités dans différentes séries de la littérature
Auteurs, Année, effectif Technique Sensibilité (%) Spécificité (%) Références
Bai 2009 (230) DHPLC 81,8 89,5 (44)
Douillard 2013 (652) Digital PCR 65,7 99,8 (31)
He 2009 (18) enriched mutant PCR 88,9 100 (32)
He 2016 (120) ddPCR 75,5 100 (32)
Jiang 2011 (58) mutant-enriched PCR 778 100 (25)
Kim HR 2013 (40) PNA-mediated real-time PCR 171 100 (45)
Kim ST 2013 (57) NGS 66,7 93,3 (35)
Kuang 2009 (43) Scorpion 91,3 55 (35)
Que 2016 (121) Mutant enriched PCR 773 87,0 (27)
Yang 2017 (107) Cast PCR 56,4 94,2 (37)
Zhao 2013 (111) dPCR 35,6 95,5 (38)
Zhu 2015 (172) ddPCR 81,1 97,0 (38)

observées sous EGFR-TKI notamment une amplification
du géne c-MET ciblée actuellement par les TKI anti-MET
(crizotinib) ou une amplification du géne EGFR, une
mutation du géne PIK3CA dans 5% des cas et une
transformation en une carcinome a petites cellules
cellules dans 14% des cas (4).

L'intérét actuel pour 'immunothérapie dans le cancer du
poumon est de plus en plus croissant. Ceci est basé sur
la mise en évidence de la place fondamentale des
lymphocytes T exprimant la molécule de surface PD1
(programmed cell death 1) dans le reconnaissance et la
destruction des cellules tumorales. La mise en évidence
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des lymphocytes T exprimant le récepteur PD1 en biopsie
liquide n’a pas démontré son intérét dans le cancer du
poumon. Certains auteurs ont rapporté son utilité dans le
mélanome et ont suggéré lintérét de détecter chez
certains patients les lymphocytes T PD1+ afin de les
isoler, les multiplier et les réinjecter aux patients pour
renforcer leur immunité (41).

- Dans le domaine pronostic, la mise en évidence d'un fort
taux de cellules tumorales représente un facteur de
mauvais pronostic (12) (34) . Pour certains auteurs, |l
n’existe pas dimpact pronostique des CTC dans les
stades avancés de cancer (10). La mise en évidence de
mutations du géne de 'EGFR chez des patients sous
EGFR-TKI est un indicateur de mauvais pronostic.

- Dans le domaine de la recherche, la capture de CTC
viables a permis la mise en place de modéle de CTC-
derived xenograft (CDX) pour I'étude des sensibilités de
certains traitements (42).

- Les CTC comme moyen de dépistage ont été décrites
dans certaines publications décrivant la détection de CTC
chez des patients présentant des bronchopneumopathies
chroniques obstructives sans tumeurs détectables
cliniquement ou radiologiquement (43)

Place de la biopsie liquide dans la prise en charge
des patients :

Ces nombreuses avancées réalisées dans le domaine de
la médecine personnalisée avec ce nouveau concept de
biopsie liquide ou de micro-environnement liquide ont
permis d’améliorer la prise en charge des patients et ont
suscité de nombreuses interrogations concernant la
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