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Oncogenèse: déséquilibre    
oncogènes / gènes suppresseurs de tumeur 

Proto-oncogènes 

Gènes suppresseurs 
de tumeurs 

Introduction  



Jaspar E, 2013 

De l’ADN à la protéine 
Introduction  



La structure de l’ADN: en double hélice 
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Liaison phospho-diester 

Adenine 
Thymine 

Guanine 
Cytosine 3  

3  5  

5  

Ose 

Introduction  



Meador CB, CCR 2014 

Exemples d’altérations génomiques « driver » en cancérologie  
Introduction  



Insuffisance des données cliniques 

Jackman DM, CCR 2009 
Shames DS, J Pathol 2014 

  La probabilité de trouver une mutation de l’EGFR dans une 
population sélectionnée sur des critères cliniques et 
histologiques, n’est que de 60% 

Introduction  

n= 223 (5 essais)
90% caucasiens
Par séquençage (et DHPLC)
84 mutés (37%)



Insuffisance des données histologiques 

-  Mutations de l’EGFR / translocations ALK à rechercher si composante 
adénocarcinomateuse 
-  OUI: adénocarcinomes, carcinomes mixtes avec composante 

adénocarcinomateuse, carcinomes adéno-squameux 
-  NON: carcinome épidermoide pur, CBPC 
 

-  Sous-types d’adénocarcinomes 
-  Mutations EGFR: bas grade, avec composante lépidique, papillaire 

ou acinaire, non mucineux  
-  Translocation ALK: composante solide et/ou en bague à chatons 

Lindeman NI, JTO 2013 

  Modèles de prédiction? 
  Analyse moléculaire indispensable 

Introduction  



Plate-formes: la carte 

28 plate-formes 

Nowak F, Nat Rev Clin Oncol 2012 

Introduction  

  CBNPC non épidermoide 
de stade localement avancé 
ou métastatique 



BioMarqueurs France 
Introduction  

Barlesi F, Lancet 2015 

n = 18679 échantillons 
6 gènes analysés 

Tous ADCs 

Femmes Non -
fumeurs 



Quel échantillon pour quelle altération? 

Mutations

 
.  Rearrangements

Immunochemistry

Introduction  



Quelle techniques pour les altérations génomiques? 

DNA alteration Techniques 
Mutation Direct sequencing 

Alternative molecular techniques  
Next-Generation Sequencing (NGS) 
Immunohistochemistry (IHC) 
(neoprotein/fusion protein) 

Gene amplification Real-time QPCR 
CGH array 
Next-Generation Sequencing (NGS) 
ISH, IHC (surexpression) 

Translocation RT-QPCR 
ISH, IHC (neoprotein/fusion protein) 
Next-Generation Sequencing (NGS) 

Introduction  
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Pugh, BMC Cancer, 2007 

Quel échantillon analyser ? 

Hétérogénéité intra-tumorale: cellules tumorales et 
cellules normales 



Les différents prélèvements tissulaires  
en vue du génotypage 

  Biopsies bronchiques 
  Succès < 60% 
  Recommandations: au moins 3 biopsies en zone tumorale 

 
  Ponctions-biopsies par EBUS-TBNA 

  Succès 70-90% des cas 
  Possibilité de prélèvements ultra-microscopiques 

  Ponctions-biopsies sous scanner 
  Calibre de l aiguille: 20G 

 

  Plus il y a de matériel tumoral disponible, plus le résultat sera 
représentatif du statut génotypique de la tumeur 

  Cas particuliers: données cliniques; échec d une première analyse 
 Lindeman NI, JTO 2013 

Quel échantillon analyser ? 



Les différents prélèvements cytologiques  
en vue du génotypage 

  Les prélèvements cytologiques 
  LBA, LB 
  Liquides pleuraux 
  LCR 
  Cytologie d’EBUS 
  Cellules tumorales circulantes (CTC) 

  Peuvent être plus rentables qu’un tissu pauvre en cellules tumorales 
  Possibilité de monitoring moléculaire 

 

  Le problème des métastases osseuses 

Lindeman NI, JTO 2013 

Quel échantillon analyser ? 



Yatabe Y, J Clin Oncol 2011 

L’hétérogénéité des mutations de l’EGFR 
  très rare dans les adénocarcinomes bronchiques 

Quel échantillon analyser ? 



 

Zhang J, Science 2014  

L’hétérogénéité des mutations « driver » 
  très rare dans les adénocarcinomes bronchiques 

Quel échantillon analyser ? 



Au diagnostic: tumeur primitive versus métastase? 

  Discordance tumeur primitive versus métastase 
  Discordance entre les différentes métastases 
  Discordance dans le temps 

Quel échantillon analyser ? 



Vignot S, JCO 2013 

Au diagnostic: tumeur primitive versus métastase? 

n=15 
NGS ciblé 189 gènes 
 

Quel échantillon analyser ? 



  Forte concordance pour les mutations somatiques récurrentes 

Vignot S, JCO 2013 

Au diagnostic: tumeur primitive versus métastase? 
Quel échantillon analyser ? 



  Mutations récurrentes 
 

Vignot S, JCO 2013 

Au diagnostic: tumeur primitive versus métastase? 
Quel échantillon analyser ? 

  Mutations passagères 



Diagnosis: Multiple 
leukemic clones 

Clinical remission: 
loss of most 

leukemic clones 

Relapse: Acquisition 
of new mutations in 
a pre-existing clone 

Nature 2012 

A la progression, sous thérapeutique ciblée:  
la re-biopsie? 

Quel échantillon analyser ? 



A la progression, sous thérapeutique ciblée:  
la re-biopsie? 

  Sélection de clones 
  Mécanisme de résistance très divers 
  Pas de prédiction par les données cliniques … 
  Conséquences thérapeutiques 

 
 
  Discordance entre les différentes métastases 
  Discordance dans le temps 

  Lieu de la re-biopsie 
  Faisabilité de la re-biopsie 

 

Quel échantillon analyser ? 



A la progression, sous thérapeutique ciblée:  
la re-biopsie? 

Quel échantillon analyser ? 

Lieu (BATTLE Lung Trial):  
-  Rentabilité meilleure sur la tumeur primitive 
-  Plus d échecs si antécédent de radiothérapie 
-  Ni la taille, ni la morphologie radiologique, ni la localisation,  
    ni la profondeur, ni le PET-Scan n influence le taux de succès 

Faisabilité 
-  La balance bénéfice/risque dépend du contexte: échec de 
génotypage au diagnostic ou à la progression 
-  Taux d échec: 4-25% 
-  Taux de complications: <1-16% 

Tam Al, JTO 2013 

Chouaid C, LC 2014 



 Crowley E, Nat Rev Clin Oncol 2013 

L  ADN circulant provient 
de la mort des cellules 
présentes 
  
- dans les tissus sains 
- inflammatoires  
et/ou  
- malades  
 
par apoptose, nécrose ou 
relargage  

Quel échantillon analyser ? 



  ADN libre circulant (cfDNA) 
  Concentrations plus élevées en cas de cancer 

  ADN tumoral circulant (ctDNA) 
  Concentrations plus élevées dans les stades avancés 
  Taille entre150-500 bp 
  Faible fraction des cfDNA (10-0,01%) 

  Distinguer ctDNA du cfDNA: 10 à 0,01% 
 
  Importance du pré-analytique: délais, double centrifugation 
  Techniques de biologie moléculaire spécifiques et sensibles 

 

Quel échantillon analyser ? 



Douillard JY, JTO 2014 

Étude IFUM 
-  phase IV, prospective, multicentrique 
-  kit TheraScreen® 
-  n = 652 

Quel échantillon analyser ? 



Couraud S, CCR 2014 

n = 107 plasma CBNPC non-fumeurs 
NGS ciblé 
 

Quel échantillon analyser ? 



n = 68 CBNPC non-fumeurs avec tumeur/plasma 
NGS ciblé 
Sensibilité: 58% (95% IC, 43%-71%) 
Spécificité: 87% (95% IC, 62%-96%) 
 

Couraud S, CCR 2014 

Quel échantillon analyser ? 

FA 20% 

FA 0,2-44% 



« ’ ’ é
é é

à é
é ’

à ’ é
é

 é é
é à é ’

’ é é é
é  » ®

é ’ é é  »
 

EMEA-CHMP- 26 septembre 2014 

 

Quel échantillon analyser ? 



Les biopsies liquides: ADN tumoral circulant 

Oxnard Gr, CCR 2014 

PCR digitale 

Mutation EGFR de sensibilité 
Mutation T790M 

 Monitoring moléculaire 

Quel échantillon analyser ? 



Diagnostic 
Traitement par ITK-EGFR 

Quel échantillon analyser ? 



•  Recherche de mutation quand prélèvement tissulaire  
 non disponible 

–  Bloc épuisé 
–  Prélèvement disponible mais pauvre en cellules tumorales 
–  Mauvaise qualité d’ADN(fixation, os …) 
–  Prélèvement tissulaire non réalisable 
 

•  Suivi efficacité traitement 
–  Disparition de la mutation activatrice 
 

•  Détection précoce des progressions 
–  Réapparition de la mutation activatrice 
–  Apparition de mutation de résistance (T790M) 

Quel échantillon analyser ? 



Innovation Impact 
thérapeutique 

Pronostic - - 

Analyse 
moléculaire 

- + 

Anticiper la 
résistance 

+/- +++ 

Quel échantillon analyser ? 



  Etape d’enrichissement 
  Critères immunologiques: Cell Search® 
  Critères morphologiques: ISET® 

  Etape de détection 
  Translocation ALK 
  Nombre de copies de gènes 
  Recherche de mutations 

  Détection de mutations et de translocations 
  Faible sensibilité 

Quel échantillon analyser ? 



Translocation ALK 

Pailler E, JCO 2013 

Mutation EGFR 

Sensibilité  < 40% 
Spécificité » 100% 

Punnose EA, CCR 2012 

Quel échantillon analyser ? 

n = 18 ALK+ 
n = 14 ALK – 
ISET® + FISH 

n = 41 
n = 9 mutés EGFR 
Cell Search® + qPCR 



Type 
d analyse 

Avantages Inconvénients 

CTC 
 
 
 
 

Visualisation directe 
du phénotype malin 
Immunocytochimie 
FISH 

Quantité très faible 
Fragilité des cellules 
Sensibilité < 40% 
 
Faux négatifs 

ADNct 
 
 
 
 
 

Sensibilité meilleure 
36-100% 
Analyse des 
mutations 
Monitoring 
moléculaire 

Pré-analytique 
Hétérogénéité 
Recherche des 
translocations? 
 
Faux négatifs 

Quel échantillon analyser ? 
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  Indispensable à l interprétation des résultats de génotypage 
  Augmentée par macro- ou micro-dissection 

 

 Seuil minimal à déterminer selon les techniques de 
biologie moléculaire utilisées 

Critères de qualité d’un échantillon 

Sun PL, Cancer Cytopathol 2013 



  Plus faible concentration de cellules tumorales dans laquelle la 
mutation est encore détectée avec une reproductibilité de 100% 
à la fois en intra-run et en inter-run 

 
  Peut aussi être définie à partir de population de cellules 

mutées /ou ADN muté dilué avec des cellules non mutée/ou 
ADN wild-type 

Critères de qualité d’un échantillon 
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Yatabe Y, JCO 2011 

Critères de qualité d’un échantillon 



Mansuet-Lupo A, J Transl Med 2014  

Adénocarcinome lépidique 

Adénocarcinome solide 

Etude rétrospective, 153 fragments tumeurs mutées EGFR et 39 wild-type 
Analyse de fragment; QPCR Taqman 
- Bonne concordance tumeur primitive/métastase 
- 50%: CNV différent  

Critères de qualité d’un échantillon 



  Durée de fixation 
  Biopsies bronchiques: 6-12 heures 
  Pièces opératoires: 8-18 heures 

  Age des blocs < 5ans 
  Type de fixation 

  Formol  
  AFA 
  Bouin 
  Fixateur à base de métaux lourds/décalcification 

  Tous les échantillons inclus en paraffine (FFPE) peuvent être 
utilisés même si le gold standard reste le tissu frais ou le tissu 
congelé 

Beau-Faller M, JTO 2011 

Etude IFCT/ERMETIC 

Critères de qualité d’un échantillon 



Qualité de l ADN 
- Fragmentation  
- Amplification 
 
 
 
 
 
 
Quantité d ADN 
- Quantité minimale requise ? 
 

Critères de qualité d’un échantillon 
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Quelle valeur prédictive/pronostique pour des sous-
clones mutés?  

Les techniques de biologie moléculaire 

 
PCR digitale 
pour la 
détection des 
mutations 
KRAS 
 

Laurent-Puig P, CCR 2015 

Exemple du CRC 



Les techniques de biologie moléculaire 

Exemple du CBNPC 
ERMETIC2 

Technique EGFR EGFR NA KRas KRas NA 
Direct sequencing 44 55 44 55 

Alternative techniques 42 3-53 89 2-43 

Ré-analyse par techniques alternatives au séquençage de 421 
échantillons de la cohorte prospective par des techniques 
alternatives 

  Pas de différence significative pour les mutations d EGFR 
  Doublement du nombre de mutations KRAS 
  Quelle valeur pronostique? 

Beau-Faller, Submitted 



Les techniques de biologie moléculaire 

Exemple du CBNPC 
ERMETIC2 

Beau-Faller, Submitted 

KRAS _SH detected by hybridization 
probes without clamped PCR 

KRAS _SH detected by hybridization 
probes with clamped PCR 

  Pas de valeur pronostique des sous-clones mutés KRAS 



•  Mutations communes de l EGFR: Dél Exon 19 & L858R exon 21 
•  Mutations non communes/rares de l EGFR:  

–  exon 18 (G719X) 
–  exon 20 (S768I) 
–  exon 21 (L861Q) 

•  Insertions exon 20 ? 
•  Insertions exon 19 ? 
•  Type de délétions de l exon 19? 
•  T790M 
•  Mutations complexes? 

Les techniques de biologie moléculaire 



Les résultats 

Les mutations rares, non-communes, d EGFR 

Beau-Faller M, Annals Oncol 2014 



Les mutations de l’EGFR n’ont pas toutes la même 
valeur prédictive

Sharma SV, Nat Rev Cancer 2007 



Group 1 (n=33): Point mutations or duplications in exons 18-21 
L861Q, G719X, G719X+S768I, G719X+L861Q, E709G or V+L858R, S768I+L858R,  
S768I, L861P, P848L, R776H+L858R, L861Q+Del19, K739_1744dup6 

Group 2 (n=14): de  novo T790M mutations 
T790M alone, T790M+Del19, T790M+L858R, T790M+G719X, T790M+L858R+G719X 

Group 3 (n=20): Exon 20 insertions 

Les techniques de biologie moléculaire 

Yang J, Lancet Oncol 2015 

Les mutations de l’EGFR n’ont pas toutes la même 
valeur prédictive



Les méthodes génomiques 

Diaz A, JCO 2014 

Les techniques de biologie moléculaire 

Choix de la technique: compromis entre  
 Sensibilité, type d échantillon à analyser  
 Coût 
 Disponibilité de  l équipement, accréditation 



Techniques sans 
a priori

Séquençage Sanger 
HRM 
Pyroséquençage 
NGS 

Exhaustive Longue 
Sensibilité

Techniques 
ciblées 

(Pyroséquençage) 
 
Amplification allèle-
spécifique 
 
Snap-shot 
 
Analyse de fragment

Rapidité 
Sensibilité 

Non exhaustive 
Coût 

Les techniques de biologie moléculaire 
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La PCR, une amplification exponentielle 

temperature 

Les techniques de biologie moléculaire 
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DNA Polymerase Electrophoresis 
 

Detector 

Long fragments 

Short fragments 

Le séquençage Sanger, principe des ddNTP 

Principe: mélange de nucléotides (dNTP) 
+ didésoxyNTP (dd) marqués chacun par un 
fluorochrome différent: 
arrêt de l’élongation à chaque incorporation de 
ddNTP    

Les techniques de biologie moléculaire 



Sequence 
reference 

Sequence 
synthesis 

Sequence 
synthesis 

Forward 
sequence 

Reverse 
sequence 

(R= T+G) 
c.2527G>R 
 
p.Val843Ileu 
V843I 

Les techniques de biologie moléculaire 

Le séquençage Sanger, l’alignement des séquences 



Les méthodes génomiques 
Non ciblées 

Les techniques de biologie moléculaire 

Beau-Faller M, Revue Mal Respir 2015 



La PCR en temps réel 

•  Principe: 
–  Même principe que la PCR classique  
–  Sauf que l’amplification est mesurée durant toute la réaction 
–  A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée 

par un marqueur fluorescent dont l’émission est directement 
proportionnelle au nombre d’amplicons produits 

•  Méthodes de détection 
–  Agent intercalent: SyberGreen® 
–  Sondes  

•  Taqman ®: sonde d’hydrolyse 
•  HybProbes (FRET): sondes d’hybridation 

Les techniques de biologie moléculaire 



Les différentes techniques alternatives 

 
 

Quantitative 
PCR  
and  

specific  
Probes 

 
 

PCR 

Purification 

Pyro- 
sequencing 

PCR 

Purification 

Sequencing 
reaction 

Electrophoresis 

Purification 

 
PCR 

 

 
Purification 

 
 
 

Primer 
extension 
reaction 

 
  

Purification 
 

 
Electrophoresis 

 

Electrophoresis 

Hetero- 
duplex 

HRMA 

 
PCR with 

Fluorescent 
primers 

  
 

Dilution 
  

 
Electrophoresis 

  

Purification 

PCR 

Sequencing 
reaction 

Purification 

Electrophoresis 

Hetero- 
duplex 

HRMA 

Séquençage  
Sanger 

Pyro- 
sequençage 

Amplification 
Allèle-spécifique 

Snap-shot HRM 

1 

2

3

4

5

6

7

 Sensibilité 
 Spécificité 
 Reproductibilité 
 Limite of détection 
 Rapide 
 Faciles à interpréter 
 Expérience du laboratoire 
 Coût (instruments, réactifs, 

tps tec) 

Les techniques de biologie moléculaire 

Analyse de  
fragment 



Les différentes techniques alternatives, ciblées 
Les techniques de biologie moléculaire 

Technique 
ciblée 

Type de 
variant 
détecté 

Avantages Inconvénients Sensibilité 

Analyse de 
fragment 

M Rapide Pas les 
substitutions 

10% 

PCR allèle-
spécifique 

M Rapide Ciblée 5% 

Sonde 
d hybridation 

M Rapide Ciblée 1-5% 

PCR en temps 
réel 

M Rapide Ciblée 
Coût 

1-10% 

Snap-shot M Rapide Etapes 5% 

QPCR 
optimisée 

M Rapide Coût 0,1% 

PCR digitale M, CVN (T) Rapide Ciblée 0,01% 
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CGH array: Comparative Genomic Hybridization 
Puces à  ADN 
- Support de verre sur lequel sont déposées ou synthétisées in situ un très grand 
nombre de séquences d ADN correspondant à un génome donné 
- Hybridation avec l ADN à tester marqué par un fluorochrome 
- Exploration pan-génomique à haut niveau de résolution 

CGH array 
- Deux ADN marqués (patient, contrôle) sont hybridés de façon 
compétitive sur des séquences nucléotidiques déposées sur une puce 
afin de détecter une différence de nombre de copies entre les 2 
échantillons au niveau de chacune des séquences 

Le futur proche 



N = 100 carcinomes épidermoides opérés 
Tissus paraffine 
Puce Agilent® 44K  

CGH array: Comparative Genomic Hybridization 

Cao Y, LCL 2015 

Le futur proche 



Puces d’expression  

Analyse à large échelle de l’expression (ARN) 
du génome  

Signatures moléculaires 

Le futur proche 



NGS: Next Generation Sequencing 

Principe 

Le futur proche 

par amplicon par capture 

Etape 1: constitution des « librairies » 



NGS: Next Generation Sequencing 

Principe 

Le futur proche 



NGS: Next Generation Sequencing 

2 techniques principales d’amplification des banques de fragments générés 

PCR in situ sur lames (Bridge PCR) –> clusters  

Le futur proche 

Etape 2: amplification 



NGS: Next Generation Sequencing 

 
-  pyroséquençage (454® Roche)  
-  microvariations de pH (Iontorrent PGM Proton® Life Technology)  
-  synthèse/PCR de séquence (MiSeq® ou HiSeq® Illumina) 

Le futur proche 

Etape 3: lecture 

3 étapes successives 
-  Analyse primaire: fichier FastQ –reads de 
séquence propre à chaque échantillon 
-  Analyse secondaire: alignement des séquences 
de chaque individu sur le génome humain de 
référence: fichier BAM -> VCF 
-  Analyse tertiaire: annotation des différents 
variants 

Etape 4: analyse bioinformatique 



NGS: Next Generation Sequencing 

Meyerson M, Nat Rev Genet 2010 

Le futur proche 



NGS: Next Generation Sequencing 
-  Sensibilité: 1-2-5-10% 
-  Différentes technologies: Roche, Life Technologies, Illumina   
-  Paramètres 

  Profondeur = nombre de « reads » 
  Minimale?, moyenne?: 300-1500 … 

  Fréquence allélique, FA: nbre de séquences mutées /nbre de séquences analysées 
        Ex: 50/500=10%  
  Couverture suffisante 

 
-   Séquençage haut débit 
 
 
 

-  Séquençage moyen débit « ciblé » 
-  Séquençage de zones spécifiques du génome (hot-spots) 
-  Informations plus restreintes: plus facile 
-  Données quantitatives 
-  Différents panels 

 

WES: Whole Exome Sequencing 
WGE: Whole Genome Sequencing 

Le futur proche 



Sanger 

Exemple de détection d’un variant sur une base 

Réference 

Le futur proche 

Mascaux C, 2014 

Hétérozygote C>T 
Profondeur: 20 
Muté « T »: 11 

FA = 0,55 



Défaut 
d’alignement 

Alignement 
avec la 
délétion 

Réference 

Le futur proche 

Mascaux C, 2014 

Exemple de détection d’une délétion 



•  Panel INCa : 26 gènes 
•  Panel Ionampliseq ColonLung  (Life technology®) 
•  Panel TruqSight Tumor Panel (Illumina®) 
•  Panel Multiplicom® 
•  …/… 

NGS: Next Generation Sequencing « Ciblé » 
Le futur proche 



NGS: Next Generation Sequencing WES 

L’hétérogénéité intra-tumorale (ITH) ? 
Dès les stades localisés … 

Zhang J, Science 2014 

n= 11 ADC localisés 
opérés 
 
48 régions analysées 
WES avec une 
profondeur de 277x  
 
7026 mutations 
somatiques identifiées 
 

Cancer  
du rein 

Gerlinger M, NEJM 2012 

Le futur proche 



NGS: Next Generation Sequencing « Ciblé » 

•  116 CBNPC: 106 del exon 19, 10 wild-type (SS) 
•  NGS (454 GS Junior) 

–  Toutes dél retrouvées; pas de dél chez wt 
–  88% des cas (n= 93): dél identiques 
–  20% des cas (n=21): mutations complexes (doubles/multiples) 
–  43% des cas (n=46): sous-populations avec mutations différentes 

•  0.1 à 17% de l ADN génomique 
 

Marchetti A, PLOSOne 2012 

Le futur proche 



Han JY, Lung Cancer 2014 

•  n = 48 CBNPC, NF 

Technique Sanger,  
 et PCR clampée 

NGS (46 gènes) 

NGS: Next Generation Sequencing « ciblé » 
Le futur proche 



  La fin des altérations moléculaires exclusives ? 

ADC, ancien fumeur 
Translocation ALK FISH (70%) 
Résistance au crizotinib puis à AP26113 

Azzato E, Anticancer Res 2015 

NGS ciblé, panel  
FA 25% pour les 3 mutations 

NGS: Next Generation Sequencing « Ciblé » 

  Le début d altérations moléculaires complexes ? 

Le futur proche 



Duplication d  EGFR 

+ article réf par Julien Mazières 
Et réponse d Hélène Blons 

Le futur proche 

Gallant JN, Cancer Discovery 2015 

  Quelle couverture? Exon 25 … 
  RNA seq?  



Amplifications de MET par NGS 

Le X, CLC 2015 

NGS ciblé, 315 gènes, 28 introns impliqués dans 
réarrangements, focus sur amplification de MET 

Le futur proche 



Mutations de MET: délétion exon 14 

Jenkins RW, CLC 2015 

Le futur proche 



Résistance secondaire à l’AZ9291 

NGS 
WES 
RNA seq 
CGH 
 
(MOSCATO) 

Amplification de MET 

Planchard D, Annals Oncol 2015 

Le futur proche 



RNAseq 

Etude transcriptomique de séquençage d’ARN à grande échelle 
 
Séquençage de tous les ARN 
 
Plusieurs dizaines de milliers de messagers possible 
 
Remplace les puces d’expression (microarray ARN) 
 
Mise en évidence de nouveaux transcrits 
 
 
 
 

Le futur proche 

  Qualité des ARN 



La PCR digitale 
en micro-compartiments 

Le futur proche 

Oxnard G, CCR 2014 



PCR digitale et autres techniques 

Le futur proche 



PCR digitale: principe 

Perez-Toralla K, Med Sci 2015 

Le futur proche 

  La PCR digitale permet un comptage discret des séquences 
ciblées et est donc à la fois très sensible et quantitative. 



Taly V, Trends Mol Med. 2012 
Caen O, Med Sci., 2015 

Baker M. Nature Methods, 2012 

  Les compartiments peuvent être des puits de microplaques, des 
microcompartiments microfluidiques ou des microgouttelettes 
aqueuses. 

  La sensibilité de la PCR digitale dépend du nombre de 
compartiments (et donc de molécules uniques) analysés. 

PCR digitale: principe 

Le futur proche 



PCR digitale par BEAMing 
(Billes, Emulsion, Amplification et Magnétique) 

Perez-Toralla K, Med Sci, 2015 

  Sensibilité démontrée pour 1 séquence mutante parmi ~10,000 séquences sauvages 
  Procédure quantitative mais relativement complexe à mettre en œuvre 

Le futur proche 



PCR digitale en microfluidique de gouttes 

Pekin D, Lab Chip. 2011 
Taly V, Trends Mol Med. 2012 

  Sensibilité démontrée pour 1 
séquence mutante parmi ~200,000 
séquences sauvages 
  Procédure quantitative et  
relativement simple à mettre en 
œuvre 100 µm 

Le futur proche 



PCR digitale: applications 

•  Mutation T790M dans une série de CBNPC opérés, EGFRm 
–  Sensibilité analytique: 0,001% 
  Incidence de la mutation T790M: 79.9% (298/373) 
  Plus fréquemment en cas de mutation EGFR commune et en cas de « T » élevé 

Watanabe M, CCR 2015 

Le futur proche 



PCR digitale: applications 

•  Mutations KRAS dans les cancers colo-rectaux métastatiques 
•  N= 136 wt, 41 KRAS mutés 

 

Laurent-Puig P, CCR 2015 

Le futur proche 

  Absence de valeur prédictive négative des sous-
clones KRAS mutés 

PFS 



Comparaison entre la PCR digitale et le 
séquençage de nouvelle génération  
pour l analyse de l ADN tumoral circulant 

  Le séquençage de nouvelle génération et la PCR digitale peuvent 
permettre de suivre l ADN tumoral circulant  

Le futur proche 
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Sasaki T, Europ J Cancer 2010 

Exemple des translocations d ALK 

Variant 1 

Variant 3 

Variant 2 

La recherche des translocations 



RT-PCR 

•  547 CNBPC (mars 2012 à septembre 2013):  
•  14 plate-formes, dont 3 pour la RT-PCR 
•  EML4-ALK TaqMan gene expression assays (Fisher Life 

Technologies, Paisley, UK)  
pour la détection de 5 transcrits: V1, V2 E17;A20, V3a/b, V5 et V7  
(Hs03654558, Hs03654556, Hs03654557 Hs03654560, 
Hs03654559) 

•  Et RPL13A, gène de référence. 

Lantouejoul S, Eur Respir J 2015 

La recherche des translocations 



ALK FISH-
positive tumours 

ALK FISH-
negative tumours p-value 

n 140 400 

qRT-PCR 

 Mean RNA extracted 
ng·μL−1 139 174 0.06 

 ALK variant Ct 35 (26–44) 30 (26.6–35) 0.05 

 Reference gene Ct 26 (21–37) 26 (21–35) ns 

 No ALK variant 
detected 50 (36) 378 (95) <0.0001 

 Variant 1 33 (24)# 1 <0.0001 

 Variant 2 9 (6) 0 <0.0001 

 Variant 3a/b 29 (21) 0 <0.0001 

 Variant 5 3 (2)¶ 0 0.03 

 Variant 7 1 (1) 0 ns 

 Not available 14 (10) 9 (2) 0.0004 

 Not interpretable 5 (4) 10 (2) ns 

#: one with 2 and 3a; ¶: one with 3a and one with 7J. 
Lantouejoul S, Eur Respir J 2015 

La recherche des translocations 



Quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) data according to a) centres in charge of 
qRT-PCR and b) initial pathology centres.  

Résultats FISH/IHC: 25 cas entre 10-20% 
-  12 cas entre 10-14%: 8 IHC +; 2 cas + en RT-PCR (variant 1 et 3) 
-  13 cas entre 15-20%: 4 IHC +; 6 IHC -: 1 cas + (variant 1), 1 ND 

Lantouejoul S, Eur Respir J 2015 

  RT-PCR: Technique très spécifique dont la « sensibilité » dépend du 
panel de variants analysés 
  RT-PCR: peut rattraper des cas discordants 

La recherche des translocations 



Lantouejoul S, Eur Respir J 2015 

Proposition d algorithme 
La recherche des translocations 



RT-PCR et translocation ALK 

N=430, 46 (10%) sont ALK transloqués 
RT-PCR pour 3 variants: variant1, variant 2, variant 3a/b 
 

Wang J, PLOSone 2014 

La recherche des translocations 



Quelle valeur prédictive pour les translocations 
mises en évidence par RT-QPCR ?  
-  RT-PCR: technique très spécifique, sensible pour les variants 

recherchés,  
-  N =1010, 104 avec une translocation ALK en RT-PCR 
-  53 patients traités par crizotinib 
 RT-PCR  mPFS = 8,4 mois   ORR = 60,4% 
 FISH   mPFS = 7,4 mois   ORR = 57,1% 

Wang Y, JTO 2015 

La recherche des translocations 

  Même valeur prédictive quelque soit la technique utilisée 

* patients positifs en 
RT-PCR uniquement 

NS 



Quelle valeur prédictive pour les translocations 
mises en évidence par PCR digitale ?  

Wang Q, JMD 2015 

N= 103, 14 patients FISH +, 13 confirmés en ddPCR (1 cas avec KIF5B-ALK) 
16 patients FISH -, avec faible nombre de copies de EML4-ALK 

2 patients traités par crizotinib: PFS de 7 et 5 mois 
ddPCR 0,011 (FISH 10%) 
ddPCR 0,009% (FISH 8%) 

Sensibilité ddPCR: 0,001%  

La recherche des translocations 



RT-PCR et détection de nouveaux variants 

Lei YY, CLC 2015 

La recherche des translocations 



Heuckmann J, CCR 2012 

Variants et valeur prédictive 
La recherche des translocations 



Variants et valeur prédictive aux ITK-ALK  

Lei YY, CLC 2015 

n= 120 patients ALK réarrangés traités par 
crizotinib 
63 testés en RT-PCR 
114 en FISH 

La recherche des translocations 



La recherche des translocations 

Par NGS 

-  Réalisation des « librairies » par capture, panels différents pour 
l oncogène et ses différents partenaires 

-  Différents algorithmes bio-informatiques 

  Sensibilité identique à la FISH 
  Identification de nouveaux variants 

Abel HJ, JMD2015 



•  Introduction 
•  Quel échantillon analyser? 
•  Quels critères de qualité de l’échantillon? 
•  Les techniques de biologie moléculaire 
•  Le futur proche 
•  La recherche des translocations 
•  L’interprétation des résultats 



Rare 
mutations  

~10% 

Duplications/insertions 
Exon 20 

~ 4% 
Point mutations 
Exon 18/G719X 

~3% 
Point mutations  
Exon 21/L861Q 

~ 2% 
Point mutation exon 20 

Exon 20/T790M 
~ 0,1 %   

Point mutations exon 18 (G709X..), exon 19 (L747; D761Y), exon 20 (S768I), exon 21 
(T854A) 

Insertions /deletion exons 18 or 19 
Germinal mutations (T790M, V843I) 

 

Complex mutations 
«double mutations» 

~3-7% 

Very rare 

Cadranel J, Crit Rev Oncol/Hematol  2013 

Les mutations rares, non-communes, d EGFR 

  Mutations rares 
  Mutations très rares 
  Mutations complexes 

Les résultats 



La sensibilités aux ITK-EGFR 
Cohorte française

Les résultats 

Beau-Faller M, Annals Oncol 2014 



Exon 18 
Exon 21 
Complex 

Exon 20 

Gefitinib, n=60; Erlotinib, n=11  

Wu JY, CCR 2011 

EGFR TKI efficacy in rare and complex mutations                 

Toutes les mutations EGFR mutations n’ont pas la 
même sensibilité aux ITK-EGFR

Complex 

Les résultats 



Résistance aux ITK 3 ème génération 

Planchard D, Ann Oncol 2015 

-  Mutation EGFR C797X (domaine TK) 
-  Amplification HER2 
-  Amplification cMET 

-  Perte totale de la mutation T790M 

-  Tumeur primitive versus métastase: différents profils moléculaires 

Les résultats 



Biologie moléculaire et résistance aux ITK-ALK 

Mécanismes dépendants d ALK: mutations et amplifications 

Tokoyama G, Oncol Resp Treat 2015 

Les résultats 



Mécanismes indépendants d ALK 

Tokoyama G, Oncol Resp Treat 2015 

Biologie moléculaire et résistance aux ITK-ALK 
Les résultats 



Rendu de résultat NGS ciblé somatique 

 RCP moléculaire 



Conclusion - Perspectives 

 Des technologies en pleine mutation 
 Des compte-rendus de résultats complexes 

  Le monitoring moléculaire 
  La prédiction de la résistance 


