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Quelle est l’utilité des marqueurs biologiques ?
Mauvais pronostic du CBNPC

INCA 2007

La biologie des cancers bronchiques
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Matériel : la tumeur

Recueil d’information du patient

Transmission des informations 
chirurgien – anatomopathologiste

Respect des délais de transfert de 
la pièce opératoire (< 30 minutes)

Fixation dans milieu adapté aux 
études ultérieures

Congélation à – 80°C

Possibilité de fixation / 
congélation au bloc opératoire

Analyse 
macroscopique

Analyse 
ADN/ARN

Analyse 
protéines

Immuno-
histochimie



Matériel : la tumeur

Microdissection



Matériel : les biopsies

Transmission des informations 
endoscopiste –
anatomopathologiste

Fixation dans milieu adapté aux 
études ultérieures

Possibilité de fixation / 
congélation sur site

Analyse 
macroscopique

Analyse 
ADN/ARN

Analyse 
protéines

Immuno-
histochimie



Matériel : les biopsies
Diagnostic de lésions 
prénéoplasiques ou précoces 
: endoscopie en 
autofluorescence

Normal Dysplasie 
légère

Dysplasie 
modérée

Dysplasie 
sévére

CIS Epidermoide

Analyse 
macro

Immuno-
histochimie

Analyse 
ADN/ARN

Analyse 
protéines



Matériel : le sang

Accord du patient

Centrifugation et 
conservation à – 80°c

Sérothéque

ADN circulantCellules K circ Protéomique microRNAs méthylation



Analyse 
qualitative

Morphologie 
& IHC

Analyse 
moléculaire

Culture 
cellulaire

Analyse 
Quantitative 

Comptage      
cellulaire

ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumor
Cells)



Immuno-cytochimie post-ISET

Membrane 
pore

Lymphocyte

TCC



Matériel : expectoration et air exhalé

Analyse de l’expectoration 
(spontané ou après sérum 
hypertonique)

Recueil et centrifugation pour 
analyse cytologique

Fixation et extraction

Air exhalé : analyse des 
composés volatiles

Analyse 
macroscopique

Analyse 
ADN/ARN

Analyse 
protéines

Hybridation in 
situ



Matériel : expectoration et air exhalé



Matériel : synthèse

Analyse des
cellules tumorales
circulantes

Analyse des
polymorphismes
Analyse de l’ADN
tumoral circulant

Anomalies non
spécifiques du
poumon

Accès facile et
itératif
Mise en évidence de
lésions acquises

Sang/sérum

Séquençage
FISH

ImmunocytochimieTechnique en
Évaluation

Accès facile
Non invasif

Sputum

Profils
d’expression
Tissu Array
FISH

Morphologie
Immunohistochimie
Séquençage EGFR
et K-Ras
RT-PCR

Matériel non
représentatif
Petite taille

Accès facile
Possibilité de
rebiopsies

Biopsies

Profil d’expression
Micropuces ARN
et miARN
Epigénétique
FISH

Morphologie
Immunohistochimie
Séquençage EGFR
et K-Ras
Tissu Array
RT-PCR

Mélangé à du tissu
sain
Nécessité d’une
congélation rapide

Analyse
macroscopique
Matériel important
Hétérogénéité de la
tumeur représentée

Pièce 
opératoire

Techniques en
évaluation

Techniques de
(semi)-routine

InconvénientsAvantagesMatériel
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Anticorps

Système de 
révélation

Enzyme et 
chromogène

• démasquage antigénique
MO, enzymes, chaleur

• affinité de l’anticorps

• révélation chromogénique

+++ démasquage et anticorps

AntigèneA A

• amplification

Technique : immunohistochimie



Immunohistochimie EGFR

Clone  E30 DAKO 
Proteinase K 1/25

Clone  31G7 Zymed
Proteinase K 1/50

Clone  111B6 
Neomarker Proteinase
XXV 1/25

PharmDx EGFR DAKO 
Proteinase K du kit

PharmDx EGFR DAKO 
Proteinase K classique



Immunohistochimie EGFR : densité



Technique : Hybridation in situ



Marqueurs moléculaires : FISH EGFR

Amplification génique Polyploïdie



Séquençage EGFR

1. Pathology

2. Scraping

4. PCR

5. Sequencing

3. Extraction



Mutation 
ponctuelle

Mutation 
antisens

Délétion

Séquençage EGFR



Micropuces



Micropuces : classification des tumeurs



Technique : miRNA

ADN

ARNm

Protéine

miRNA

Protéine

Transcription

Traduction



Technique : microRNAs



miRNAS et poumon



Technique : protéomique



Technique : protéomique



Technique : protéomique

Analyse du spectre de protéines cancer vs contrôle

Technique de spectrométrie de masse (MALDI-MS)

Massion P, 2009
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Dépistage : Test Respiragene*

• Nouvelle-Zélande, Pr Young, Synergenz
Biosciences

• Prélèvement buccal (bâtonnet)
• Sur population à risque (fumeurs)
• N = 439 (200 contrôles; 239 KBP)
• Classification en 3 catégories de risque.
• Analyse de 20 SNP (polymorphisme 

mononucléotidique)
• Objectif : sevrage tabagique et dépistage
• Commercialisation : 2009 (NZ) et 2010 

Young R et al. PLosOne 2009



Dépistage : Test Respiragene*



• USA
• Endoscopie + biopsie
• n = 119
• Analyse pan-génomiques (22 215 gènes) par puce 

Affymetrix
• Sélection de 80 gènes (# fumeurs avec ou sans 

cancer)
• Association analyse anatomo-pathologique + test 

= VPN 95% et Sensibilité 95%

Dépistage : micropuces





Dépistage : Méthylation (sputum)



Dépistage : Méthylation (sputum)



Diagnostic précoce

Salaun M et al. AJCCRM 2008

Analyse des pertes 
d’hétérozygotie sur biopsies 
(après microdissection)

N = 37 (54 lésions)

3p LOH est associé à une 
progression des lésions pré-
néoplasiques

Surveillance accrue ?



Diagnostic précoce

Analyse de l’expression de miRNA
sur des biopsies bronchiques (RT-
PCR)

N = 60 biopsies

Évolution en 2 étapes (diminution 
et augmentation)

Séparation CIS et épidermoïdes

Mascaux C et al. ERJ 2009



Facteurs pronostic : Micropuces

DNA microarray

Chen HS, NEJM Jan 2007



Micropuces

Stades I

Surveillance  

Chimio adjuvante

R



Les règles pour les micropuces diagnostiques et 
pronostiques

Profil d’expression (set 1)

Cluster

Non supervisé Supervisé
Sélection de gènes

Facteur prédictif

Formule de risque

Validation (set 2)

Cross-Validation Indépendante

Confirmation (set 3)



Les micropuces et le pronostic

L’exemple des micropuces ARNm

Lau SK, JCO 2007



microRNA et pronostic du cancer bronchique



N= 112 patients opérés NSCLC 
(spécimens)

Training Set (n = 56) Validating Set (n = 56)

R

117 miRNA

RT-PCR (Applied
Biosystem)

5 miRNA
signature

Formule de risque

Corrélation à la 
survie et SSP

Régression selon 
un modèle de Cox

Independant Set (n = 62)

Analyse en 
régression 
multivariée

V + I set (n = 118)

Analyse selon 
stade et anapath

microRNA et pronostic du cancer bronchique



Training Set

Testing Set

Independant Set

Survie globale Survie sans récidive

microRNA et pronostic du cancer bronchique



Quelle est l’utilité des marqueurs prédictifs ?

Multiplicité des choix de molécules

En Pratique : facteurs prédictifs

Cisplatine    VP16         Vinorelbine Gemcitabine Bevacizumab
Paclitaxel Docetaxel Pemetrexed

Erlotinib Cetuximab
Sunitinib

Sorafenib
Vinflunine
Vandetanib

Pazopanib
………..…
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Situation
adjuvant 
métastatique

Marqueur
monomarqueur
multimarqueur
micropuces

Technique
IHC
RT-PCR
Séquençage
Microarray

ERCC1

β-tubulin

Thymidine Synthase

EGFR

Ras

p27

RRM1

Profils d’expression

En Pratique : facteurs prédictifs



• Analyse ERCC1

+

-

Facteur prédictif : ERCC1

Olaussen KA, Soria JC , NEJM 2006





Marqueurs moléculaires : ERCC1

Bras contrôle Bras génotypique

n 141 225

TR 39.3 % 51.2 % *

SSP 5.2 m 6.1 m

SG 9.8 m 9.8 m



Discussion 
méthodologique

Extraction ARN sur 
blocs en paraffine

Taux d’échec : 42/296 
(14%)

Taux d’exclusion : 
18%

Hétérogénéité des 
tissus

Contamination par du 
tissu sain



Facteur prédictif : EGFR

Expression protéiqueAmplificationMutations du gène



Facteur prédictif : EGFR (mutations)



Les mutations de l’EGFR
Facteur prédictif : EGFR



Sharma SV. Nature Rev Cancer 2007

Facteur prédictif : EGFR



Matériel : sang (cellules tumorales circulantes)

N = 27 NSCLC avec mutation 
EGFR

Meilleure corrélation / ADN 
plasmatique

Diagnostic de mutation T790M 
(facteur pronostic)

Diagnostic de nouvelles 
mutations dans les CTC



Essai Molécule EGFR             TR (%)    SG (m)

Mok T.  NEJM 09 G vs CT Mut 71 vs 47 19 vs 17

Rosell NEJM 09 E Mut 70,6 27

Douillard (Lancet 08) E vs D Mut NR 14.6 (E=D)

Yang C (ASCO 08) BIBW2992 Mut 80% NR

Jackman (ASCO 08) E ou G Mut 63% 23.6

Inoue (JCO 2009) G (PS 3-4) Mut 66% 17.8

Morita (ASCO 08) G Mut 77% 24

Sirera (ESMO 08) E Mut 73% 24

Sequist (JCO 08) G Mut 55% 17.5

Facteur prédictif : EGFR



Essai adjuvant (IFCT 0801)



Biologie et prise en charge du cancer 
bronchique

dépistage



Biologie et prise en charge du cancer 
bronchique

« agir en Homme de pensée et penser en Homme 
d’action » Bergson

Éviter « d’agir en Homme d’action » ou de « penser en 
Homme de pensée »

Validation de toutes ces hypothèses par une recherche 
clinique rigoureuse.



INCA 2007

La biologie des cancers bronchiques



• France
• Prélèvements sanguins
• Détection d’anticorps spécifiques du cancer 

bronchique
• n = 367 patients et 304 contrôles
• Sensibilité > 80% et spécificité  > 80% (pour 

exemple PSA sn = 35%, sp = 63%)
• Confirmation sur une série de 128 stade I
• Différents profils selon les types 

anatomopathologiques

Dépistage : Test anticorps



Micropuces prédictives



Micropuces prédictives

Potti A. et al. Nat Med Nov 2006


