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Vogelstein et al. Science 2013

Hétérogénéité tumorale



Les biomarqueurs évoluent au cours

du temps

• Est-ce dû à l’hétérogénéité tumorale?
– Développement de clones résistants sélectionnés par le traitement?

• Est-ce dû à l’échantillonage?
– Certains échantillons seraient sous le seuil de détection? 

– Ou variations réelles?

Aparicio et al. NEJM 2013



Mais finalement que se passe-t’il ?













Etudes en single cell pour étudier 
l’hétérogéniété tumorale



Le projet TRACERx



châtaignier

EGFR, ALK, ROS1

Tronc

commun

Yap TA et al. Science Translat. Med. 2012; 4:1-4  

C. Swanton
Francis Crick Institute
University College London, UK

Evènements génétiques du tronc: présents dans toutes les cellules  
cancéreuses: trunk drivers

Evènements génétiques branchés: présents dans certaines cellules 
cancéreuses

                                                               => dynamique dans le temps



















Modèles d’évolution tumorale



Modèles d’évolution tumorale

A Ashouri et al, Genes 2023, 14, 1856



Vendramin, EMBO, 2021
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épidermoïde

AdénoK 
bronchique

Carcinome à 
grandes 
cellules 
+/-neuro-
endocrine

Carcinome NE à 
petites cellules 
(17%)

Carcinome 
Bronchiolo-
alvéolaire (BAC) 
/ADK lépidique

CBNPC (80%)



Micro-papillary pattern

Micro-papillary patternMicro-papillary pattern2015 WHO MIP

Travis W. et al. JTO 20211

Histological heterogeneity of lung adenocarcinoma: 
beyond classical papillary/acinar patterns



Emoto K et al. JTO 2019

n=1468 stage I 
lung adenocarcinoma
MSKC

Lepidic= 11%
Acinar= 47%
Papillary= 20%
Solid= 16%
Micropapillary=6%

5-y Recurrence Risk 

30%

Only 5% is enough









Abstr.# 135 – 7O: Molecular drivers and therapeutic targets for neuroendocrine 
transformation in lung cancer 

  Triparna Sen

Proffered Paper session, 5 Oct. 2023Discussant: G. Zalcman



Proffered Paper session, 5 October 2023

Abstr.# 135 – 7O

EGFR/ALK-mutant 
lung adenocarcinoma Small cell lung cancer

Lineage plasticity-a mechanism of resistance to EGFR-targeted therapies

? ?

TKI

14-20%

Initial mixed histology tumors with therapeutic-induced clonal selection ?
or cancer cell plasticity by Rb in a TP53 mutated background ?

… both probably

Although histologically typical,
not always clinically typical:
- “small” lesions (# bulky 

mediastinum nodes)
- Peripheral (# central)
- “slow” initial growth 

(bias of observation ?)
- Qualitatively different 
response to SCLC chemo?

(less durable, less volume shrinkage)

Discussant: G. Zalcman



Rudin et al. Nature Rev  Cancer 2019 Simpson et al. Nature Cancer 2020 Gay et al. Cancer Cell 2021

ASLC1, NEUROD1, POU2F3, YAP1 ASLC1, NEUROD1,
POU2F3, ATOH1

ASLC1, NEUROD1, 
POU2F3, Inflamed

=> 3 dominant subtypes: ASCL1, NEUROD1, POU2F3

TRANSCRIPTIONAL CLASSIFICATION OF SCLC

YAP1 expressing cells are non-NE and part of the intra-tumoral heterogeneity 
(YAP1 inhibits Notch driven NE differenciation)                                Shue et al. Nat Comms 2022



Proffered Paper session, 5 October 2023

Abstr.# 135 – 7O: Molecular drivers and therapeutic targets for neuroendocrine 
transformation in lung cancer 

TP53, RB1 loss are common alterations in SCLC transformation

NCOR2

Percentage alteration

T-LUAD

TCGA LUAD

TP53

RB1

EGFR

NFE2L2

KMT2B

KRAS

50 0 50

No K-Ras mut in transformed SCLC
100% TP53
Only 45% of Rb loss…
Only 40% of EGFR mut ?
20% NFE2L2: TF response to oxydative stress
20% KMT2B: chromatin methyl-transferase
20% NCOR2: transcription repressorKMT2C loss in SCLC 

promotes metastasis 
through DNMT3A–

mediated epigenetic 
reprogramming
(Chen et al. Nature 

Cancer 2022)



Proffered Paper session, 5 October 2023

Abstr.# 135 – 7O: T. Sen et al.

Differentially expressed genes between 
transformed vs classical histology

SCLC SCLC

Transformed NE de novo SCLC

Annotated by patient

Transformed SCLC displays greater 
inter-tumoral heterogeneity

Meaning ?: greater instability ?
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Prevalence of common oncogenic driver alterations in NSCLC 
adenocarcinomas in Caucasian patients: molecular heterogeneity 

Lindsay CR et al. 
Lung Cancer 2022

“jamais fumeurs”
“petits fumeurs”
ex-fumeurs sevrés

> 10 ans



Hétérogénéité du background moléculaire selon l’ethnicité

 Hétérogénéité systèmes de réparation ADN/ métabolisme carcinogènes
> susceptibilité génétique addiction tabagique ?

Asiatiques Noirs Caucasiens

Adib E. et al. Genome Med. 2022; 14: 39-49

Une maladie particulière: l’adénocarcinome des “petits” 
fumeurs, fumeurs sevrés ou jamais fumeurs

USA



La Lettre du Cancérologue
Soria JC et al. NEJM 2018; 378:113-25
Ramalingam S et al. NEJM 2020; 382: 41-50 

Etude FLAURA  1ère ligne osimertinib (ITK 3ème génération) vs. ITK de 1ère génération en 
première ligne thérapeutique chez les EGFR mutés

> 38 mois de SG

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

P
ro

b
a
b

il
it

é 
d

e 
S

S
P

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

P
ro

b
a
b

il
it

é 
sz

 s
u

rv
ie

 g
lo

b
a
le

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

279

277

262

239

233

197

210

152

178

107

139

78

71

37

26

10

4

2

0

0

279

277

276

263

269

252

253

237

243

218

232

200

154

126

87

64

29

24

4

1

0

0

Osimertinib
ITK 1G

18,9 (15,2-21,4)
10,2 (9,6-11,1)

SSP médiane, mois

(IC95)

HR = 0,46

IC95 : 0,37-0,57

p < 0,0001

HR = 0,63

IC95 : 0,45-0,88

p = 0,0068

SSP SG

Patients à risque (n) Patients à risque (n)
Temps depuis la randomisationTemps depuis la randomisation

Survie sans progression Survie Globale

> 18 mois de SSP



Disease Protein Mutation Drug

CML BCR-ABL T315I Imatinib

CML BCR-ABL T315I Dasatinib

HES PDGFRa T674I Imatinib

GIST KIT T670I Imatinib

NSCLC EGFR T790M Geftinib/Erlotinib

NSCLC ALK L1196M Crizotinib Pao, Nat Rev Cancer 2010

Résistances secondaires (acquises) aux TKI

Mutations "gatekeeper" sur les RTK associées à une résistance aux 
inhibiteurs de kinase

(1) avec persistance d’une dépendance à la voie de l’addiction 
oncogénique (oncogène-dépendante)



(2) avec indépendance (relative) de la voie oncogénique (oncogène-indépendante)

– Activation parallèle des voies de signalisation d'aval  (bypass) : amplification de c-MET, 
de HER2, HER3, IGF1-R …

– Acquisition d'altérations génétiques supplémentaires :
      mutations sur les voies de signalisation d'aval : K-Ras, PI3K, délétion PTEN …

– « Transformation » phénotypique : cancer à petites cellules (Rb-TP53+), épidermoïde (SOX2)      
             transition épithélio-mésenchymateuse (Wnt,Notch,YAP1)

Sélection d’un clone avec: 

Résistances secondaires (acquises) aux TKI



Mutations de résistance acquises sous Osimertinib

EGFR-T790M
Essai AURA 3 (plasma)

EGFR-del ex 19/ L858R
Essai FLAURA (plasma)

Papadimitrakopoulo, ESMO 2018 Ramalingham, ESMO 2018 

SCLCSCLC

Piotrowska Cancer Discov. 2018, Oxnard JAMA Oncol 2018



Un niveau supplémentaire d’hétérogénéité tumorale: le rôle des co-mutations 

Blakely CM et al. Cancer Discov. 20217



EGFR Exon 19 del/ MET amplif: what is the driver oncogene?

patient

xenograft

Model
  148

Model 
  192

Stewart*, Mascaux*et al. JCO 2015



Skoulidis F et al. Nat Rev. Cancer 2019 



Les résistances acquises aux ITK: la conséquence de l’hétérogénéité tumorale ?

Selection clonale

Emergence



châtaignier

L’hétérogénéité tumorale n’est qu’un facteur tardif de résistance
En cas de mutation addictive: modèle du palmier= dominance clonale

EGFR, ALK, ROS1

Tronc

commun

Yap TA et al. Science Translat. Med. 2012; 4:1-4  

C. Swanton
Francis Crick Institute
University College London, UK

Evènements génétiques du tronc: présents dans toutes les cellules  
cancéreuses: trunk drivers

Evènements génétiques branchés: présents dans certaines cellules 
cancéreuses

                                                               => dynamique dans le temps



Modèle addictif (non fumeurs)Modèle non addictif (fumeurs)                ≠

L’hétérogénéité moléculaire tumorale détermine le type d’évolutivité moléculaire

Nahar R et al. Nat Comms 2018; 9: 216-27



Prevalence of common oncogenic driver alterations in NSCLC 
adenocarcinomas in Caucasian patients 

Lindsay CR et al. 
Lung Cancer 2022

En l’absence de mutation 
addictive (fumeurs actifs # 80%):

La 2ème révolution
thérapeutique du XXIème

siècle: l’immunothérapie

= les Inhibiteurs de Checkpoints 
Immuns (ICI)

55%

25%



Phase d’amorçage Phase effectrice

Cellule dendritique Lympho T Lympho T
Cellule 

Cancéreuse

Ganglion/Tertiary Lymphoid Structure Tissu tumoral

HLA TCR

B7 CD28
Signal activateur

Inhibitor Signal

HLATCR

PD-L1PD-1
Signal inhibiteur

Anticorps Anti-PD-1
ciblent les cellules T
infiltrant la tumeur (TILs)
Anticorps Anti-PD-L1
ciblent les cellules
tumorales

Anticorps Anti-
CTLA-4 ciblent les 
lymphocytes T 
périphériques des 
ganglions

Signal inhibiteur

PD-1 CTLA-4

Régule l’activité des cellules T 
effectrices dans les tissus et la 

tumeur

Régule les étapes précoces 
de l’activation des lympho T

Exprimé par toutes les cellules 
sanguines

Exprimé exclusivement par 
les lympho T

Expression induite c/o les 
autres lymphocytes: B et 
cellules NK…

Le ciblage des points de contrôle immunitaires
des lympho T cytotoxiques

Dr. T.HonjoDr. J Allison

CTLA4B7



KN-024: 2ème update, JCO,  avril 2021 Median fu= 59.9 months

Recul à 5 ans

Adéno+ Epi, > 50% PD-L1

51.5%

34.5%



n=56/406
14% des patients

Hétérogénéité des réponses : hétérogénéité tumorale / réponse immunitaire ?
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Hétérogénéité spatiale de l’expression de PD-L1
Idem infiltration CD3+/CD8+

Mais à ce jour les moins mauvais des marqueurs prédictifs….



Hétérogénéité tumorale

Histologie
Anomalies 

moléculaires

BIomarqueurs
Microenvi-

ronement



le microenvironnement tumoral est hétérogène au plan architectural et 
cellulaire…dépendant du site tumoral

H. Salmon et al. Nat Rev. Cancers 2019, 19:215-21 



Leader AM et al.

Infiltration Plasmocytes => sensibilité anti-PD(L)1

H. Salmon, U932 Inserm

Poplar 2nd line phase 2 trial: Atezo vs. Doc



Wu F. et al.

20 clusters de cellules K  

6 clusters T-cell + 2 NK 5 clusters endothelial cells 6 clusters de fibroblastes

6 clusters de plasmocytes10 clusters de macroϕ
3 clusters dendritic

2 clusters neutrophil



Bulk RNAseq
K sein, ovaire



Chen Y. et al. Nat Cell Biol Rev. 2021, 18:792-804 

Les CAFs 
grands organisateurs

du micro-environnement
tumoral ?

Resident TAM APOE+ FOLR2+
TAM APOE+ TREM2+CADM1+
Mono  SC100A8/9+ CCR2+
DC1, DC2

Manquent souvent 2 dimensions au 
ScRNAseq:

- La morphologie
- Les relations inter-cellulaires au sein de  

la tumeur (spatiales)



Bagaev A. et al. Cancer Cell 2021, 39:1-21  

4 signatures transcriptomiques de 
microenvironnements tumoraux

(cohortes de découverte= mélanomes)

Melanome
Sein
Poumon
Pancreas
Ovaire
ORL



L’hétérogénéité du ME tumoral appréciée par l’IHC de routine ?
marqueurs sous-types transcriptomiques de CAFs (K sein)

F. Pelon et al. Nature Comms. 2020



Visium Spatial™1 spot # 10-12 cellules (≠ScRNAseq)

L’hétérogénéité du ME tumoral appréciée par la transcriptomique spatiale



Modèles précliniques pour étudier 
le rôle de l’hétérogénéité 



2D :
+ : Rapide et peu coûteux
- : Pas de représentation du MTE

3D : 
+ : Représentation du MTE
- : Non contrôlable

Modèles animaux :
+ : Représentation du MTE
- : Grande variabilité inter-espèces
Pas de système immunitaire…

Systèmes microfluidiques (chip)
- 3D
- Systèmes cellulaires autologues 

avec les cellules immunes du 
patient

- Miniaturisation (104 cellules)
- Compartimentalisation 

Comment reconstituer expérimentalement l’hétérogénéité tumorale ?





Organs-on-chip

Organs-on-chip (OOC) are 3D co-cultures, 
within engineered microfluidic devices,  that 
recapitulate the microarchitecture and 
functions of living human organs. 

Wyss Institut, Harvard

Lung-on-chip

Ingber DE et al.



Organ-on-a-chip technology for oncology research 
(tumor-on-chip): our proof of concept (2015-2018)

Young EW., 2013. Integrative Biology

→ Recapitulating an anti-tumoral ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) 
immune response by trastuzumab.

→ Cancer-associated fibroblasts (CAFs) antagonized the effects of trastuzumab.

HER2+ breast cancer immunocompetent TME recapitulation

Nguyen M. et al. Cell Rep. 2018



De la biologie à la clinque
Que se passe t’il chez nos patients ?



Peut-on évaluer l’hétérogénéité tumorale chez nos 
patients dans leur suivi clinique? 

RADIOMICS

73



Radiomics

74
Trebeschi, Ann of Oncol, 2019



Radiomics
• non-invasive procedure performed routinely in patients with cancer

• visualisation and assessment of the whole tumour as well as any sites of 
metastatic disease

• better assessment of any heterogeneity that exists within or between tumours 
driving differential prognoses and responses to treatment

• opportunities to escalate or change treatment, or consider multimodality 
treatment options, such as the addition of stereotactic ablative body radiotherapy 
(SABR) for oligoprogressive disease. 

75



76

Radiomics

Trebeschi, Ann of Oncol, 2019



Radiomics

77
Trebeschi, Ann of Oncol, 2019



Abbosh et al. has shown that primary tumour volumes pre surgery correlate with ctDNA



ctDNA Sample 

Processing

103 patients 

with relapse of 

disease

214 longitudinal ctDNA plasma samples (28 patients)…up to Mortuary and autopsy !

C. Abbosh et al.
Nature 2023



Moving ctDNA toward clinical action ?



Abstr. # 209: Tracking cancer progression using longitudinal imaging & ctDNA

Can imaging identify 

treatment resistant lesions?```
Can we infer tumour 

growth using imaging?
Does lesion growth differ 

between patients and organs?

Does tumour volume 

correlate with ctDNA?

214 longitudinal 

ctDNA plasma 

samples         

(28 patients)

3D tumour 
volumes for 341 

metastases 
over serial 

imaging scans. 



Different lesions have different growth speed: heterogeneity within the different 
anatomical sites 

4th 3rd 1st2nd

cf. RECIST v1.1: 
- Response in one site
- Progression in another site

= Progression



Normalised Enrichment Score

RNA sequencing data of metastases sampled at autopsy which also had volumetric 

measurements, n=13
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FDR > 0.05
FDR < 0.05

fast_growth − slow_growthSlow Growth Rate Fast Growth Rate

“Lesions with a high growth rate 

overexpressed signaling 

pathways associated with 

proliferation “

“low growth rate lesions 

overexpressed pathways associated 

with the immune system.”

More than anti-proliferative or apoptosis genes ?

E2F targets
G2M checkpoints
Xenobiotic metabolism

EMT, Hypoxia, apical junction
Inflammatory response, angiogenesis, IL2/STAT



22 patients with paired pre-op ctDNA

 calculate the ctDNA shedded per unit of tumour volume.

 ctDNA shedded at disease relapse with total disease volume at relapse.

Level of ctDNA shedded per unit of tumour

volume increased at disease relapse

compared to pre-surgery, while disease

volume at relapse could be lower than pre-

surgery => Micrometastic disease ?

Wilcoxon p<0.0003

ctDNA correlates with total volume

longitudinally post-disease relapse, supporting

its use as a marker for measuring cancer

progression.

ctDNA correlates with total volume post relapse for the majority of patients



Left Parietal Brain Subcarinal Lymph Node

Seeding Clone

Tissue Phylogenetic Tree

CRUK410, 71-year old female non-smoker with lung adenocarcinoma stage IIIA

Day 884

Brain Metastasis

Day 218

Subclone 21 detected

Day 471

Relapse

Day 126

Normal CT Scan

The seeding subclone can be detected and tracked in ctDNA in 
advance of radiological disease relapse

Longitudinal imaging combined with DNA sequencing and ctDNA tracking 

can accurately reconstruct the natural history of cancer evolution.

EBUS









Obbosh et al Nature 2023



Cancer Discov. 2017;7(8):805-817.

Utiliser les 
connaissances de 
l’hétérogénéité 
tumorale pour 
traiter nos patients



Tumors-on-chip

Microfabrication

Microfluidics

Modelisation

Image 
analysis

Clinic
al 

oncol
ogy

Hospitals

PDX models

Patient-derived cells
Clinical 

oncology

Cell biology

Vascularization

Live imaging

Cell 
biology

Endothelial cells

Tumor cells

Cancer-Associated Fibroblasts

Immune cells

Microfabrication

A multidisciplinary approach for studying TME heterogeneity



Remerciements
Pour les diapositives empruntées 

Gérard Zalcman

Manon Carré
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