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Programme	Biomarqueur	Emergent	
le	réseau	des	plateformes	en	France	

	28	plateformes	(2006)	 7	biomarqueurs	pour	les	CBNPC	non	
épidermoïdes	

Cancer Molecular Target 
Lung 
 
Non-sq 
NSCLC 

EGFR mutations 
EML4-ALK transloc. 
KRAS mutations 
HER2 ex20 
mutations 
BRAF mutations 
PI3K mutations 



Programme	ACSE	
Cohortes	et	nouveaux	biomarqueurs	émergents	

20	Cohortes	pré-définies	:	
• Lymphome	anaplasique	à	grandes	cellules	–	enfants	et	adultes	–	Transloca8on	ALK	
• Cancer	colorectal	–	adultes	–	Transloca8on	ALK	
• Cancer	colorectal	–	adultes	–	Amplifica8on	MET	
• Cancer	colorectal	–	adultes	–	Muta8on	MET	
• Cancer	du	poumon	non	à	pe8tes	cellules	–	adultes	–	Amplifica8on	MET	
• Cancer	du	poumon	non	à	pe8tes	cellules	–	adultes	–	Transloca8on	ROS1	
• Cancer	du	sein	–	adultes	–	Transloca8on	ALK	
• Cancer	gastrique	–	adultes	–	Amplifica8on	MET	
• Carcinome	des	voies	biliaires	–	adultes	–	Transloca8on	ROS1	
• Cancer	de	l’ovaire	–	adultes	–	Amplifica8on	MET	
• Carcinome	rénal	à	cellules	claires	–	adultes	–	Transloca8on	ALK	
• Carcinome	rénal	à	cellules	claires	–	adultes	–	Amplifica8on	ALK	
• Carcinome	rénal	papillaire	–	adultes	–	Muta8on	MET	ou	Amplifica8on	MET	
• Carcinome	hépa8que	–	adultes	–	Amplifica8on	MET	
• Neuroblastome	–	enfants	et	adultes	–	Amplifica8on	ALK	ou	Muta8on	ALK	
• Tumeur	inflammatoire	myofibroblas8que	–	enfants	et	adultes	–	Transloca8on	ALK	
• Rhabdomyosarcome	(alvéolaire	et	embryonnaire)	–	enfants	et	adultes	–	Amplifica8on	ALK	
• Glioblastome	–	adultes	–	Amplifica8on	MET	=>	ouverte	après	amendement	
• Cancer	anaplasique	de	la	thyroïde	–	adultes	–	Muta8on	ALK	
• Cancer	de	la	thyroïde	(folliculaire	+	médullaire	+	papillaire)	–	adultes	–	Muta8on	MET	
3	Cohortes	supplémentaires	:	
• Maladies	pédiatriques	diverses	rares	(dont	hépatocarcinome)	associées	à	une	altéra8on	d’une	des	cibles	du	crizonib	
• 2	cohortes	concernant	2	autres	pathologies	porteuses	d’une	altéra8on	quelconque	d’une	des	cibles	du	crizonib,	(gène	AXL	compris)	
iden8fiées	grâce	aux	programmes	pangénomiques	(CGH	array,	ou	SNP	array	ou	NGS.	Ex	:	le	1er	cas	iden8fé	de	cancer	du	sein	avec	
amplifica8on	de	MET	créera	une	cohorte).	

Sarcomatoides poumon 
mutation épissage de l’ 
exon 14  MET 
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Comment	cibler	les	anomalies	
moléculaires	



Immunohistochimie	



WHO	Classifica8on	of	Tumors	Lung,	Pleura,	Thymus	and	Heart,WHO	–	IARC,	4th	Edi8on	IARC,	Lyon,	2015	
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crizo&nib en 1ière ligne : essai profil 1014

Solomon BJ, N Engl J Med, 2014

10,9 mois 

6,0 mois 



crizo&nib en 2ième ligne
essai profil 1007

Shaw	AT,	N	Engl	J	Med,	2013	

7,7 mois 

3,0 mois 



Immunohistochimie	
technique	



calcification 

Ac 5A4 1/50 

mucus 



Techniques	automa8sées	

VENTANA anti-ALK (D5F3)  
Rabbit Monoclonal Primary Antibody 
 
VENTANA PD-L1 (SP142) Assay FDA approved test predictive  
for TECENTRIQ™ in urothelial carcinoma (UC) patients. 



Autostainer	Link	48	-	Dako	Agilent	

BOND-III	Fully	Automated	IHC	and	ISH	
Leica	Biosystems	 Bond™	Ready-to-Use	Primary	An8body	

AnaplasNc	Lymphoma	Kinase	(5A4)	

DAKO	PD-L1	IHC	28-8	pharmDx		
The	only	FDA-approved	and	CE-IVD	
marked	test	for		PD-L1	expression	
associated	with	enhanced	survival	with	
OPDIVO®	(nivolumab)	for	non-squamous	
NSCLC	
DAKO	PD-L1	IHC	22C3	pharmDx	
A	CE-IVD-marked	test	to	aid	in	
iden8fica8on	of	NSCLC	pa8ents	for	
KEYTRUDA®	(pembrolizumab).	

Techniques	automa8sées	



Exemples de coûts à l’Hôpital Tenon AP-HP(Paris)  
prix anticorps nus et kits de révélation 

AnNcorps 

CondiNonnement	
Nombre	de	tests 

Fournisseur Kit	uNlisé 

Prix	AP-HP	HT	
euros 

Confirm	C-MET	 Prêt	à	l’emploi	
50	tests 

Roche	
Diagnos8cs Ultraview	DAB 3697,81 

ALK,	D5F3 Prêt	à	l’emploi	
50	tests 

Roche	
Diagnos8cs Op8view+ampli 3697,81 

ROS-1 100	µl	
50	tests Cell	signaling Ultraview	DAB 479,18 

PDL1 100	µl	
100	tests Cell	signaling Ultraview	DAB 494,00 

Kit	ultra	view	DAB Prêt	à	l’emploi	
250	tests 

Roche	
Diagnos8cs 	 1025,00 

Kit	op8	view	DAB Prêt	à	l’emploi	
250	tests 

Roche	
Diagnos8cs 	 1180,00 

Ampli	op8	view Prêt	à	l’emploi	
50	tests 

Roche	
Diagnos8cs 	 138,67 

Immunohistochimie sur  Ventana BenchMark ULTRA 

Techniques	automa8sées	



. 
« XALKORI est indiqué dans le traitement des patients 
adultes ayant reçu au moins un traitement antérieur pour 
un cancer du poumon non à petites cellules anaplastic 
lymphoma kinase (ALK) positif et avancé» 

Europe 

USA 

Cibler	les	transloca8ons	de	ALK	



Hybrida8on	in	situ		



Fluorescence	in	situ	hybridiza8on	
technique	

•  Hybridation de séquences spécifiques marquées sur un génome entier  
•  Détection de délétions, identification de translocations ou autres réarrangements 

chromosomiques 



Fluorescence	in	situ	hybridiza8on	
technique	

•  Hybridation de séquences spécifiques marquées sur un génome entier  
•  Détection de délétions, identification de translocations ou autres réarrangements 

chromosomiques 



Chromosome 2 
ALK 

EML4 

Sonde T 

Sonde C 

ALK/EML4 

Sonde T 

Sonde C 

FISH “break apart“ Soda M, Nature 2007, 448:561; Horn L, J Clin Oncol 2009, 27:4232; Shaw AT, J Clin Oncol 2009, 27:4247

Fluorescence	in	situ	hybridiza8on	
FISH	:	le	standard	pour	ALK	



FISH ALK  
Sonde vysis 

Antoine M, anatomopathologie, Hôpital Tenon 



Saito M, Cancer Science 2016 

Fluorescence	in	situ	hybridiza8on	
autres	réarrangements	



Cibler	les	transloca8ons	de	ROS	

24 



A 2 cycles
RO= 54 % (19/36) [38 ; 70] 
Taux de contrôle= 86 % (31/36) [71; 95] 

Meilleure réponse
ORR = 69 % (25/36) [52 ; 84]
DCR = 89 % (32/36) [74 ; 97]

ACSE	crizo8nib		
cohorte	CBNPC	réarrangé	ROS	



Diagnostic aout 2012 



Diagnostic aout 2012 



Sonde clinisciences 

IHC	FISH	
Ros	

clone d4d6 

Aspiration bronchique homme de 35 ans non fumeur opacité alvéolaire 

Antoine M, anatomopathologie, Hôpital Tenon 



30 octobre 2014 
Quatrième ligne par crizotinib 



Fluorescence	in	situ	hybridiza8on	
amplificaIon	

Antoine M, anatomopathologie, Hôpital Tenon 

MET 
Sonde clinisciences 



ACSE	crizo8nib		
cohorte	CBNPC	amplifié	MET	

A 2 cycles
RO% = 32 % (8/25) [15;54]
Taux de contrôle= 60 % (15/25) 
[41;79]

Meilleure réponse
RO = 32 % (8/25) [15;54]
Taux de contrôle = 60 % (15/25) 
[41;79]



FISH	
rouIne	

Avantages		 Inconvénients	

Paraffine	 Technique	lourde	
				impact	du	préanaly8que		
				lecture	difficile	
				expérience	du	pathologiste	

Pe8t	prélèvement	 Pe8t	prélèvement	mais	100	noyaux	

Sensible	et	spécifique	 Microscope	à	fluorescence	

Grand	choix	de	sondes	 Analyse	ciblée	

Couteux	



Exemples de coûts à l’Hôpital Tenon AP-HP(Paris):  
prix sondes et kits de révélation 

FISH technique semi-manuelle sur DAKO Hybridizer 

Sondes 

CondiNonnement	
Nombre	de	tests 

Fournisseur Kit	uNlisé 

Prix	AP-HP	HT	
euros 

ROS-1	 Prêt	à	l’emploi	
20	tests	 ZYTOVISION	 Histology	FISH	

Accessory	Kit	 1041,20	

MET/CEN7	 Prêt	à	l’emploi	
20	tests	 ZYTOVISION	 Histology	FISH	

Accessory	Kit	 1041,20	

ALK	 Prêt	à	l’emploi	
20	tests	 ABBOTT	 Histology	FISH	

Accessory	Kit	 2702,10	(HM)	

RET	 Prêt	à	l’emploi	
20	tests	 ZYTOVISION	 Histology	FISH	

Accessory	Kit	 1041,20	

Histology	FISH	
Accessory	Kit	Dako	
	

20	tests	 DAKO	 392,46	

Techniques	semi-automa8sées	



7	biomarqueurs	pour	les	CBNPC	non	épidermoïdes	

Cancer Molecular Target 
Lung 
 
Non-sq NSCLC 

EGFR mutations 

EML4-ALK transloc. 

KRAS mutations 

HER2 ex20 mutations 

BRAF mutations 

PI3K mutations 

Tests	moléculaires	en	rou8ne	
	

Mais aussi mutations de MET 



Analyse	du	génome	
méthode	enzymaIque	Sanger	



Tests	moléculaires	en	rou8ne	
vers	des	techniques	à	haut	débit	



Tests	moléculaires	en	rou8ne	
vers	des	techniques	à	haut	débit	



Rivzi N, Science 2015 

Tests	moléculaires	en	rou8ne	
vers	des	techniques	à	haut	débit	



•  Whole	genome	sequencing	(WGS)	
•  Whole	exome	sequencing	(WES)	
•  Amplicon-based	NGS	

NGS	next-genera8on	sequencing	



NGS	next-genera8on	sequencing	



 
•Rapidité : plus de patients, plus de gènes étudiés en 
simultané  
•Coût : inférieur au séquençage de Sanger  
•Sensibilité : supérieure au Sanger, détection de 
sous-clones, suivi de MRD  
•Exhaustivité : plus d’exons, gènes entiers  
•Économie du matériel biologique : qq ng d’ADN pour 
un grand nombre de gènes  
 

NGS	next-genera8on	sequencing	



Perspec8ves	pour	la	rou8ne?	
RCP	moléculaire	

Deux	sites	

•  Tenon	/	HEGP	

Deux	organes	

•  Poumon	/	côlon	rectum	

Réunion	sélecNon	de	dossier	

•  2	fois/mois	

But	

•  SélecNonner	des	paNents	ayant	
une	addicNon	oncogénique		
à	un	biomarqueur	non	
recherché	en	rouNne	

Sujet		

•  «	plutôt	»	jeune,	non	fumeur,	
stade	IV,	sans	biomarqueur	
idenNfié	

Deux	prélèvements	tumoraux	
de	bonne	taille		

•  chirurgical	?	

Congelés	et	paraffine	

Sang		

•  consultaNon	d’oncogénéNque	



Perspec8ves	
analyse	de	l’exome	«	en	rouIne	»	

Compte	rendu	provisoire	le	20	Février	2015	

Résultats	exome	du	14TH10341-ADN-N-14TH10341-ADN-T	
Aucune	anomalie	constitutionnelle	mise	en	évidence	sur	les	gènes	suivants:			
BRCA1	;	BRCA2;	TP53;	STK11;	MLH1;MLH2;	MSH6;	PMS2;	APC;	MUTYH;	VHL;	MEN1;	RET;	
PTEN;	 RB1;	 SDHD;	 SDHAF2;	 SDHC;	 SDHB;	 TSC1;	 TSC2;	 WT1;NF2;	 COL3A1;	 FBN1;	
TGFRBR1;	 TGFBR3;	 SMAD3;	 ACTA2;	 MYLK;	 MYH11;	 MYBPC3;	 MYH7;	 TNNT2;	 TTNI3;	
TPM1;	 MYL3;	 ACTC1;	 PRKAG2;	 GLA;	 MYL2;	 LMNA;	 RYR2;	 PKP2;	 DSP;	 DSC2;	 TMEM43;	
DSG2	;	KCNQ1;	KCNH2;	SCN5A;	LDLR;	APOB;	PCSK9;	RYR1;	CACNA1S	
		



Perspec8ves	
analyse	de	l’exome	«	en	rouIne	»	

Analyse	Somatique	
 Anomalie	du	nombre	de	copie	

	

	

	
	

Aucun	gène	pouvant	être	impliqué	dans	une	pathologie	cancéreuse	n’a	été	identifié	
comme	ayant	un	nombre	de	copie	supérieure	à	6	(amplifié)		
Les	gènes	CDKN2A	et	CDKN2B	présentent	une	délétion	homozygote	probable	
	



Perspec8ves	
analyse	de	l’exome	«	en	rouIne	»	

Analyse	Somatique	

Recherche	de	mutations	somatiques		
	

587	mutations	ponctuelles	ont	été	identifiées	

La	fréquence	des	mutations	en	fonction	de	leur	type	est	indiquée	dans	le	tableau	suivant.	
Cette	répartition	est	évocatrice	d’une	intoxication	tabagique	:	

ATtoGC	 ATtoCG	 ATtoTA	 GCtoCG	 GCtoTA	 GCtoAT	 total	 nb_de_mutation	
0,08	 0,13	 0,11	 0,09	 0,40	 0,19	 1,00	 587	

	



Perspec8ves	
analyse	de	l’exome	«	en	rouIne	»	

Analyse	Somatique	



Perspec8ves	
analyse	de	l’exome	«	en	rouIne	»	

Whole exome sequencing (WES) and RNA sequencing (RNA-seq) in routine clinical 
practice for colorectal cancer (CRC) and non-small cell lung cancer (NSCLC) patients 
(pts). Authors: Geraldine Perkins1,2, Elizabeth Fabre3, Vincent Fallet4, Helene Blons5, Nicolas Pecuchet3, 
Valerie Gounant6, Laure Gibault7, Martine Antoine8, Marie Wislez4, Delphine Le Corre9, Karen Leroy10, Robert 
Lacave11, Julien Taieb1, Jacques Cadranel4, Pierre Laurent-Puig2,5 
 Between 09/2014 and 4/2016, 35 pts were selected ..The median analysis 
turnaround was 21.5 days (8-92). Potential driver alterations were found in 27 pts, 
most frequently in HER/RAS/MAPK (n=14), PTEN/PI3K/AKT (n=6), STK11 (n=4) 
pathways. Gene alterations were identified in chromatin organization (ARID1A/
ARID2/EZH2, n=8), cell cycle checkpoint signaling (ATR/ATRX/ATM, n=4), and DNA 
repair (BRCA1/BRCA2, n=4) pathways. Therapy could be personalized in 13 pts, of 
whom 7 were included in a clinical trial. 
These results are encouraging on the feasibility of WES and RNA-seq analysis in 
routine clinical basis, in order to select dedicated TT in pretreated pts. 

Geraldine Perkins et al; Esmo 2016 



Evolu8on	

•  Biopsies	liquides	
– Sang	circulant	/	Urines…	

•  Contrôles	de	qualité;	normes	
•  Consulta8on	d’oncogene8que	



Conclusion	
évoluIon	des	méIers	

chirurgien	

anapath 

radiothérapeute 

oncologue 
pneumologue 

radiologue  

biologiste	
moléculaire		




