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L’addiction	oncogénique	

Ø  L’identification	d’un	driver	oncogénique	fait	partie	des	
éléments	décisionnels,	en	plus	du	stade,	du	type	
histologique,	du	PS,	des	co-morbidités			

Sharma SV, Nat Rev Cancer 2007 



Du	diagnostic	…	au	suivi	

Ferrara R, JTO 2017 



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoïde	de	stade	localement	
avancé	ou	métastatique	
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* Incluant les 2 664 cas avec données cliniques totalement disponibles au 
moment de l’analyse. 
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Hata  AN, Nat Med 2016 

Au	diagnostic	 Suivi-1	 Suivi-2	

Du	diagnostic	…	au	suivi	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

cMETΔ14,	HER2,,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	
Au	diagnostic	

A	la	progression	

A	la	progression	

ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	

ITK	EGFR	3ème	génération	

ITK	ALK	1ère/2ème/3ème	génération	



Les	prélèvements		
Tissus	tumoraux	

•  Biopsies	
-  Quantité	

-  Diagnostic	histologique	minimal	
-  Réaliser	d’emblée	les	lames	blanches	
-  Garder	un	back-up	

-  Qualité	
-  Type	de	fixateur	
-  Durée	de	fixation	

-  Cellularité	tumorale	
-  Re-biopsies	

	
•  Cytologies	

–  Liquide	pleural,	lavage	bronchique/LBA,	liquide	céphalo-rachidien,	liquide	EBUS	
–  Surnageants	de	liquides	



Les	prélèvements	
Biopsies	liquides	

•  Cellules	Tumorales	Circulantes		
ou	ADN	tumoral	circulant		

	
•  ADNtc	:	Importance	du	pré-analytique	

–  Quantité:	au	moins	4ml	de	plasma	final	
–  Qualité	

•  Tubes	EDTA	<	4	heures	
•  Tubes	DNA	BCT	®	(Streck),	cell-free	DNA	collection	tubes®	(Roche),	PAXgene	Blood	cfDNA	Tube®	

(Qiagen)	

–  Double	centrifugation	
	

Type 
d’analyse 

Avantages Inconvénients 

CTC 
 
 
 
 

Visualisation directe 
du phénotype malin 
Immunocytochimie 
FISH 

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

ADNtc 
 
 
 
 
 

Sensibilité 36-100% 
 
Analyse des 
mutations 
 
Monitoring 
moléculaire 

Pré-analytique 
Hétérogénéité 
 
Recherche des 
translocations non 
validée 
 
Faux négatifs 



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Au	diagnostic	
Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	

EGFR,	BRAF	
cMETΔ14,	HER2,,	KRAS	



Les	mutations	

Devarakonda S, Lancet Oncol 2015 



Les	mutations	

•  Driver	:	directement	liées	à	l’activation	d’une	voie	de	
signalisation	dont	la	cellule	dépend	pour	sa	survie	

	
•  «	Passagères	»:		

–  soit	modulateurs	non	essentiels	du	processus	tumoral	
–  soit	conséquences	de	l’instabilité	génétique,	sans	impact	
fonctionnel	

•  Les	polymorphismes	(SNP,	Single	Nucleotide	Polymorphism):	
modifications	présentes	chez	un	grand	nombre	d’individus	
normaux	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Au	diagnostic	

Devaronka S, Lancet Oncol 2015 

transition	

transversion	

Ø  Non	muté/wild	type	
Ø  Les	types	de	mutations	
Ø  Les	compte-rendus	

Faux-sens	 Non-sens	

UAA,	UAG,	UGA	

Frameshift	mutation	

Indel,	inframe	mutation	

Truncating	mutation	

Mutation	de	site		
d’épissage	
exon	skipping	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

cMETΔ14,	HER2,,	KRAS	

x3	

	non	x3	
KRAS,	TP53,		
	
LKB1,	NF1	

EGFR,	RB1,		
PI3KCA,	ERBB2	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		

•  Sanger	
•  Techniques	ciblées	

Techniques  Advantage Disadvantage 

Sanger « Gold standard » Complete Bad sensitivity 
(20%) 
Time consuming 
« Cost » if lot of 
exons 

Techniques 
sans a  priori 

HRM Complete 
 

Sensitivity 

Techniques 
avec a priori 
 = 
Techniques 
ciblées 
 

Pyrosequencing 
 
Allele-specific 
amplification 
 
Snap-shot 
 
Fragment analysis 

Quickly 
Best sensitivity 
 

No complete 
Cost 
 



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		

•  La	PCR	digitale		

(droplet	DPCR,	ddPCR)	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		

Ø  Abondance	fractionnelle:		 	5% 	 	0,05% 	
	 		

•  La	PCR	digitale		

-  Mutations	

-  Amplifications	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		

•  Le	NGS	-ciblé	
WGS	 WES	



Le	NGS	-	ciblé	

D’après Meyerson M, Nat Rev Genetics 2010  

Pr
of
on

de
ur
	

Couverture	

VAF	(fréquence	allélique)	=		
nombre	de	reads	mutés	
nombre	total	de	reads	

Panels	

Trusight	tumor®	(26	genes)		
Ampliseq	colon-lung®	(22)	
Panel	INCa	(26)	
…/…		



Les	mutations:	ciblables	ou	non	

Oncogènes		
drivers	
validés	

Oncogènes		
drivers	
potentiels	

Oncogènes		
non	drivers	

Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		
•  Le	NGS	:	résultats	

n	=	214,	stades	précoces	opérés	
Panel	NGS	Truseq®	48	gènes	
	

Labbé C, Lung Cancer 2018 



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		

•  Le	NGS:	problématiques	
–  Oncogènes	drivers/potentiels/non	drivers	?	
–  Variants		rares?	
– Mutations	additionnelles	aux	drivers?	
–  Quelle	valeur	ajoutée?	
–  Délai	de	rendu??	
–  Coût	…	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		

Techniques	 Sensibilité	 Tissu	

ADNtc	

ADNtc	

Spectrométrie	de	masse,	MassArray®	
	

0,1-1%	

Tissu	tumoral							ADNtc	

Tissu	tumoral							ADNtc	
(Nombre	restreint	de	cibles)	

Tissu	tumoral							ADNtc	
(Nombre	restreint	de	cibles)	

Tissu	tumoral							ADNtc	
(Nombre	restreint	de	cibles)	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	-	ADNtc		

Rolfo C, JTO 2018 

-  Mutations	activatrices	de	l’EGFR	

-  Techniques:		
-  qPCR,	Cobas	®	
-  dPCR	(ddPCR,	BEAMing)	
-  NGS	(si	nombre	de	copies	suffisant)	

-  Sensibilité	:	62-93%	
-  Spécificité:	90-97%	

Si	test	négatif	
-  Biopsie	tissulaire	
-  Refaire	biopsie	liquide	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations		



Mutations	EGFR:	communes,	rares,	complexes	

•  Récepteur	membranaire	à	activité	tyrosine-kinase	
•  28	exons	
	
	
	
	
	
	

Sharma SV, Nature Rev 2007 

COSMIC data base: http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/
MyCancerGenome: https://www.mycancergenome.org/ 
…/…



Mutations	EGFR:	communes,	rares,	complexes	

•  Biomarqueur	France	
•  848	patients	mutés	EGFR	(11%)	
	
	
	
	
	
	

Leduc C, Ann Oncol 2017 

Exon	18	 Exon	19	

Exon	20	 Exon	21	

Exon	19,	del	



Mutations	EGFR:	communes,	rares,	complexes	

Leduc C, Ann Oncol 2017 



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	EGFR		
•  La	PCR	digitale:	quid	des	sous-clones	mutés?	
•  Exemple	de	la	mutation	T790M	

Etude	ancillaire	Biomarqueur	France	
Beau-Faller M, soumis 



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	EGFR		
•  Apport	du	NGS	

PFS	 OS	

n	=	17,	stades	avancés,	EGFRm	
Traités	par	gefitinib	
Panel	NGS	ColonLung®	22	gènes	
	

Absence	de	mutation	additionnelle		+	VAF	EGFR	>	0,36	
présence	de	mutation	additionnelle		+	VAF	EGFR	<	0,36	

Bria E, Oncotarget 2015 



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	EGFR	et	transformation	histologique		

Le	clone	inducteur	est	présent		
au	diagnostic		

–  mutation	RB1		
–  mutation	TP53	

	

Lee JK, JCO 2017 

•  Apport	du	NGS	/	WES	(n=9)	
	

n=75,	immunohistochimie,	82%	versus	3%		



•  Phase	IV,	gefinitib	(n=1060)	

Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	EGFR	et	biopsies	liquides		-	ctDNA	

ü  Extension	d’AMM	pour	gefitinib	
(EMEA)	

ü  Extension	d’AMM	pour	gefitinib	avec	
test	Cobas®	(FDA)	

Douillard JTO 2014 



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	EGFR	et	biopsies	liquides		-	ctDNA	

-  Pronostic		quand	mutation	est	détectée	uniquement	dans	le	plasma	(n=18)	
-  Possibilité	de		

-  Répéter	les	biopsies	liquides	
-  De	monitoring:	à	la	progression,	mutation	EGFR	activatrice	(56,2%)	et	T790M	(31%)	

Mayo-De-Las-Casas C, Ann Oncol 2017 

PFSm	11	mois	ORR	72%	

n=	1138	

Diagnostic	
n=	1033	

Progression	
n=	105	

EGFRm	11%	



Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	EGFR	et	biopsies	liquides		-	ctDNA	

Karachaliou N, JAMA Oncol 2015 



	
	
	
	
	
	
	

•  Mutations	autres	que	V600,	exons	15	et	11	
–  Augmentent	l’activité	kinase	
–  OU	déficience	de	l’activité	kinase:	activation	ERK	

via	CRAF	
–  Quelle	valeur	prédictive	?	
–  ACSé	vémurafenib:	étude	in	silico	pour	les	

mutations	dans	le	domaine	TK,	qui	ne	sont	pas	
des	polymorphismes,	mutations	faux-sens	ou	
delins	en	phase:	absence	de	réponse	pour	les	
mutations	non-V600	

Noeparast A, Oncotarget 2017; Baik CS, The Oncologist 2017;L Mazières J, WLCL 2018 

Planchard D, Lancet Oncol 2016, 2017; Caprarica R, CROH 2016 

V600X	
D594X	G466V	

G469X	

BRAF	
non	
V600	

Les	oncogènes	drivers	
les	mutations	BRAF		



Arcila ME, CCR 2012; Connel ME, ESMO Open 2017; Gow CH, GCC 2017 

•  27	exons		
•  Mutations	récurrentes:	insertions/duplications	exon	20	(3-12pb)	

p.A775_G776insYVMA:	80%	
•  Quid	des	substitutions?	Indel?		
•  Autres	exons	(exon	19,	exon	21)?	

Les	oncogènes	drivers	
HER2	



•  Mutation	Δ14	
–  Exclusive	des	mutations	d’EGFR	et	KRAS	
–  Panel	NGS	ciblé	modifié	et/ou	autres	techniques	

•  Autres	mutations	
–  Impact	fonctionnel	reste	à	valider	

Frampton, Cancer Discov 2015; Cortot A, JNCI 2017 

Les	oncogènes	drivers	
Mutation	MET,	Δ14	



Les	oncogènes	drivers-	exclusivité	des	mutations	

Etude	ancillaire	Biomarqueur	France	
Guibert N, JTO 2017 

162	(0,9%)	patients	avec	double	ou	triple	altération	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Au	diagnostic	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Au	diagnostic	



Les	oncogènes	drivers	
les	translocations	



Les	oncogènes	drivers	
les	translocations		

•  IHC	(ALK,	ROS1)	
•  FISH	(ROS1,	RET,	NRG1) 	 	 		

	
•  NGS	

–  Technologie	ARN	/ADN	
–  Panels:	InVisionFirst®,	FoundationOne®,		
Trusight	RNA	Fusion	panel®,	AmpliSeq	fusion	panel®,	
SolidTumor®,	Oncomine	Focus	Assay	RNA	panel®,		
Human	Lung	Cancer	panel®,	…	
	

Contrôle	positif	

Echantillon	

Contrôle	négatif	

Sonde	break-apart	ALK	

•  RT-PCR	



Les	oncogènes	drivers	
les	translocations-biopsie	liquide	

•  Cellules	tumorales	circulantes	–(	
•  Plasma		

InVisionFirst™	Fusion	coverage 		
Gene 	Introns	and	Exons	covered	
EML4 	Intron	5	to	Exon	7,	Intron	12	to	Exon	14,	Intron	19	to	Exon	21	
ALK 	Exon	19	to	Intron	21	
ROS1 	Intron	31	to	Exon	34	
SLC34A2 	Exon	4	to	Intron	4	and	intron	12	into	3’	UTR	
SDC4 	Exon	2	to	Intron	2	and	Exon	4	to	Intron	4	
CD74						 	Exon	6	to	Intron	6	
EZR									 	Exon	10	to	intron	I10	

Plagnol V, PLOSone2018 



Les	oncogènes	drivers	
les	translocations-biopsie	liquide	

McCoach CE, CCR 2018 

NGS		-	Guardant360®	



•  Beaucoup	moins	de	données	disponibles	que	pour	les	
mutations	d’EGFR	

•  Manque	de	cohortes	prospectives	
•  Quelle	technique?	

–  Pas	la	qPCR	
–  ddPCR	
–  NGS	

Les	oncogènes	drivers	
les	translocations-biopsie	liquide	



•  2p23		
•  Données	cliniques:	5%	

–  Petit	fumeur	ou	non-fumeur	
–  Âge	jeune	
–  adénocarcinome	

Ou SH, the Oncologist 2012 

Les	oncogènes	drivers	
les	translocations	ALK	



•  Valeur	prédictive	au	crizotinib	des	différents	variants	de	fusion	??	

n	=	35	
RT-PCR	

Yoshida T, JCO 2016 

Les	oncogènes	drivers	
les	translocations	ALK	



•  Valeur	prédictive	au	crizotinib	des	différents	variants	de	fusion	??	

n	=	35	
RT-PCR	

Yoshida T, JCO 2016 

Hétérogénéité	de	réponse	aux	ITK	ALK	
Autres	partenaires	de	fusion	que	EML4	

Variants	d’EML4	v1	versus	non-v1:	pas	de	rationnel	biologique	
Altérations	génomiques	concomittantes			

Etude	rétrospective,	faible	n	
Contradictoire	avec	2	autres	études	

Quelle	valeur	pour	des	inhibiteurs	de	ALK	de	2ème/3ème	génération	
	

Les	oncogènes	drivers	
les	translocations	ALK	



•  Valeur	prédictive	négative	des	variants	3a/b	(crizotinib,	ceritinib,	alectinib)	

Les	oncogènes	drivers	
les	translocations	ALK	

Woo CG, Ann Oncol 2017 

RT-PCR	



Translocations	ROS1	

•  Chromosome	6q22	
•  Données	cliniques:	1-2%	

(CBNPC)	à	3%	(Adk)	
•  Partenaires	de	fusion	

Davies KD, CCR 2013; Lin JJ, JTO 2017 



Translocations	ROS1	

•  Efficacité	du	crizotinib	en	fonction	des	variants	de	ROS1	?	(n=	49)	

Li Z, JTO 2018 

n	=	49	
RT-PCR	



Exclusivité	des	translocations	avec	mutations	drivers	?		

•  Concomitance	rare	
•  Translocation	ALK	+	mutations	EGFR		:	0-8%	
•  Translocation	ROS1	+	mutations	:	très	rare	?	3-30%	…	

–  Résistance	primaire	au	crizotinib?	

n=	62	FoundationOne®,	SmartGenomics,	LUNGSEQ	-	Techniques	ciblées	

Lin J, JTO 2017 

Wiesweg M, JTO2017 

n	=	25	 9**	(36%)	

EGFR	 6	

KRAS	 2	

PI3KCA	 1	

BRAF	V600E	 1	 Sanger,	panel	Illumina	15gènes	

**	5/9	avec	cut-off	à	15	(FISH):	13%	



Exclusivité	des	translocations	entre	elles?		

	
•  Concomitance	très	rare	
•  Translocation	ALK-ROS1:	cas	cliniques	

–  3	cas	de	translocation	ALK-ROS1	
–  Efficacité	du	crizotinib!	

Zhu YC, Thoracic Cancer 2018 

	
	

Adénocarcinome	papillaire	
IHC	ALK	-,	IHC	ROS1+	

Analyse	NGS	

EML4-ALK	
(VAF	0,92%)	

TPM3-ROS1	
(VAF	25,53%)	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Au	diagnostic	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	



Fréquence	des	mécanismes	de	résistance	acquise		
aux	ITK-EGFR	des	CBNPC	mutés	EGFR	

D’après Ohashi K, JCO 2013 
> 60% ont une cause identifiée 

Mutation de résistance 
d'EGFR, 50% 

 
T790M 

(autres 5%) 
 

Amplification 
de MET, 5% 

Mutation de 
PIK3CA, 5% 

Mutation de BRAF, 1% 

Transformation 
CBPC, 5-10% 

Non établi, 30-40% 
 

Activation autres ERBB 
 
Transition épithélio-
mésenchymateuse 
(activation AXL, Slug …) 
 
Amplification ERK,  
CRKL, … 
 
Translocation RET ... 

Amplification  
EGFR 8% 

HGF 
60%? 

Modification  
de la cible 

By-pass 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
Biopsies	liquides	–	EGFRm	-	monitoring	

Mok T, CCR 2015 

-  Concordance	tissu	/plasma	:	88%	
-  Sensibilité	plasma:	75%	
-  Spécificité	plasma:	96%	

-					Patients	sous	erlotinib:	la	
persistance	de	la	mutation	
activatrice		à	3	mois	est	un	facteur	
de	mauvais	pronostic	

Etude	FASTACT-2	
Phase	III	erlotinib	séquentiel	
Cobas®	

Modification	tumeur	primitive		
ou	sites	métastatiques	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
Biopsies	liquides	-	T790M	

Rolfo C, JTO2018 

-  45%	des	
patients	ont	une	
mutation	
T790M	
détectable	
AVANT	la	
progression	
clinique	

-  Si	résultat	
négatif:	
*répéter	le	test	
*technique	plus	
sensible	

						*biopsie		tissu	
	
	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
Biopsies	liquides	-	T790M	

Rolfo C, JTO2018 

-  45%	des	
patients	ont	une	
mutation	
T790M	
détectable	
avant	la	
progression	
clinique	

-  Si	résultat	
négatif:	
*répéter	le	test	
*technique	plus	
sensible	

						*biopsie		tissu	
	
	

Un	test	plasmatique	T790M	négatif	a	d’autant	plus	de	valeur	
que	la	mutation	activatrice	de	l’EGFR	est	détectée	

	
Mais	
	

Fréquence	allélique	de	la	T790M	plus	faible	que	la	pour	la	
mutation	activatrice	initiale	

	



•  AURA,	Phase	I,	
(n=216)	

•  Osimertinib	>	L1	
•  Tumeur	ET	plasma	

Statut	à	la	
progression	sous	ITK	
1G	

•  Techniques:	BEAMing	
dPCR	<	Cobas®	ou	
ddPCR	

•  T790M	et	détection	
dans	le	plasma	
–  Sensibilité	70%	
–  31%	de	détection	

plasma	seul	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
T790M	

Oxnard GR, JCO 2016 



•  Phase	I,	AURA	(n=216)	
	

Oxnard GR, JCO 2016 

T790M	 PFSm	(mois)	

Plasma	 9,7	

Tumeur	 9,7	

Tumeur	seule	 16,5	

Tumeur	et	plasma	 9,3	

Négatif		
tumeur	et	plasma	

2,8	

Plasma	T790M	-	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
T790M	

•  La	«	clearance	»	des	mutations	(del19/L858R	,	T790M)	dans	le	plasma	à	6	
semaines	sous	osimertinib	est	corrélée	à	une	meilleure	réponse	et	un	meilleur	
pronostic	->	monitoring	plasmatique	

Plasma	T790M	+	

Thress KS, JCO 2017 

Tumor	T790M		 Plasma	T790M		



•  5	patients	avec	résistance	primaire	à	osimertinib	
•  Transformation	CBPC		
•  Analyse	plasmatique	avant	traitement		

–  Faible	ratio	T790M/mutation	activatrice	
–  T790M	négative	avec	technique	ciblée	classique	/	T790M	positive	avec	ddPCR	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	

Minari R, LC 2018 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Recherche	de	mutation	de	résistance	EGFR,	T790M	

Biopsie	liquide	

Si	négatif:	biopsie	tissulaire	
Répéter	biopsie	liquide	

Technique	ciblée	
PCR	digitale	

Histologie	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Recherche	de	mutation	de	résistance	EGFR,	T790M	

Biopsie	liquide	

Si	négatif:biopsie	tissulaire	
Répéter	biopsie	liquide	

Technique	ciblée	
PCR	digitale	

Histologie	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

A	la	progression	

ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	

ITK	EGFR	3ème	génération	



Minari R, Transl Lung Cancer Res 2016 

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	



Perte	T790M	
Mutation	C797S	
Amplification	MET	
	
	
	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	

Résistance	dépendante	ou	non	d’EGFR	

-  Réactivation	voie	EGFR	
-  Mutation	C797S	

-  Voies	alternatives	
-  Faible	dépendance	EGFR	

Piotrowska Z, ASCO 2017, A 9020, actualisé 

Translocations	
	ROS1,	RET	



•  AURA,	phase	I,	II	
•  Osimertinib		>	L1	

•  A	l’instauration	de	l’osimertinib,	
T790M	positif	dans	tumeur	ou	
plasma	(n=53)	

–  Plasma	négatif	(n=13)	
–  Plasma	positif,	mutation	EGFR	

activatrice		(n=40)	
•  	+	T790M		(n=34)	

•  Etude	de	monitoring	sous	
osimertinib,	à	la	résistance	sous	
osimertinib	(n=40)	

–  Modification	du	profil	plasma	
(n=19)	

•  Suivi	post-progression	

Lin CC, Lancet Respir Med 2017 

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
T790M-	monitoring	

Différents	profils	de	mutation	EGFR	activatrice,	
T790M	&	C797S	dans	plasma	



Lin CC, Lancet Respir Med 2017 

Aucune	
mutation	n=13	

•  AURA,	phase	I,	II	(n=53)	
•  Osimertinib		>	L1	
•  mFS	11	mois,	mOS	16,9	mois	
•  Statut	avant	traitement	
•  La	présence	de	mutations	

dans	le	plasma	est	de	mauvais	
pronostic	

	

Mutation	
activatrice	
n=40	
Dont	n=34	
(85%)	avec	
T790M	
	

PFS	

OS	

Post-progression	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
T790M-	monitoring	



Lin CC, Lancet Respir Med 2017 

•  AURA,	phase	I,	II	(n=53)	
•  Osimertinib		>L1	
•  Statut	à	la	progression	sous	

osimertinib	

•  La	perte	de	la	mutation	
T790M	est	de	mauvais	
pronostic	

•  La	présence	de	mutation	
activatrice	est	mauvais	
pronostic		

•  La	mutation	C797S	est	de	
bon	pronostic	

	
	

Perte	de	
T790M	et	
présence	
mutation	
activatrice	
n=11	(A)	

Absence	de	
mutation		
n=12	(B)	

Présence	de	
mutations	
n=12	(C	)	

PFS	

OS	

Post-progression	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	1/2G	
T790M-	monitoring	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	
	
Perte	de	la	T790M	

Ichihara E, Cancer Discovery 2015 



•  AURA,	phase	I,	II	(n=53)	
•  Osimertinib		>L1	
•  22	tumeurs	analysées	à	la	

progression	

–  Perte	T790M	50%	
–  C797S	17%	(T790M	+)	

–  Quelque	soit	le	statut	
T790M	

•  Amplification	cMET	50%	
•  BRAF	8%	

Lin CC, Lancet Respir Med 2017 

Résistance		
hétérogène	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	
	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3G	

Le X, CCR 2018 

•  Osimertinib		n=	118	
•  L1	(n=6)	et	>	L1	

	

Mécanismes	EGFR	indépendants	

50%	 50%	

C797/L792	(26%)	

Amplification		
cMET	(14%)	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3G	

Le X, CCR 2018 

•  Osimertinib		n=	118	
•  L1	(n=6)	et	>	L1	
•  Poursuite	de	l’osimertinib	à	

progression	ont	un	meilleur	
pronostic	

•  Analyse	moléculaire	à	
progression	n=42	

Facteurs	de	mauvais	pronostic	
–  Altérations	de	gènes	du	cycle	

cellulaire	(amplification	CDK4/6,	
perte	de	CDKN2A)	

	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	
	

T790M+ 

Erlotinib 

Mutation 
EGFR 

 

T790M+ 

Osimertinib T790M+ plus 
C797S 

T790M+ plus 
mécanisme de 

résistance non connu 

T790M- plus 
mécanisme de 

résistance non connu 
“Perte de T790M” 

= EGFR T790M 

= EGFR C797S 

= Mécanisme de résistance lié 
à l’activation de voies d’aval 
ou de voies complémentaires 

Amplification cMET 
Amplification HER2,  
BRAF V600E 

Janne P, ASCO 2016, A9000-9001  



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	

•  Mutation	EGFR	C797S	(exon	20)	dans	plasma	
•  22%	des	résistances	secondaires	à	l’osimertinib	en	2ème	ligne	(n=15)	

–  En	cis	ou	trans	
	

	
	
•  Mutation	EGFR	C797S	après	osimertinib	en	1ère	ligne,	sans	T790M	->	

monitoring	plasmatique	

	

Thress KS, Nat Med 2015 

Cis	 Trans		

->	intérêt	du	monitoring	plasma	



Résistances	aux	inhibiteurs	de	T790M	
dépendantes	d’EGFR	
	
Mutation	«	tertiaire	»	C797S:	30-40%	
Valeur	prédictive?	
	

Nierderst MU, CCR 2015 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	

•  Pas	de	consensus	actuellement	sur	la	recherche	de	
biomarqueur	lors	de	la	progression	sous	ITK-EGFR	3G	

•  C797S	en	trans:	triples	mutants	EGFRm/T790M/C797S	
•  Disparition	de	la	T790M	
•  Translocations		
•  Transformation	histologique		
•  Quid	des	profils	de	résistance	en	1ère	ligne	?	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	EGFR	3ème	génération	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Recherche	de	mutation	de	résistance	EGFR,	T790M	

Biopsie	liquide	

Si	négatif:biopsie	tissulaire	
Répéter	biopsie	liquide	

Technique	ciblée	
PCR	digitale	

Histologie	

Recherche	de	mutation	de	résistance	EGFR:	C797S,	L718Q,	L844V	…	
Perte	de	la	mutation	EGFR	T790M		

Biopsie	liquide	

Si	négatif:	biopsie	tissulaire	
Répéter	biopsie	liquide	

Technique	ciblée	
PCR	digitale	
NGS	ciblé	

Histologie	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

A	la	progression	

ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	

ITK	EGFR	3ème	génération	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

ITK	ALK	1ère/2ème/3ème	génération	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème	génération	

•  Dépendants	ou	non	d’ALK	
•  Conservation	ou	non	de	la	translocation	

D’après Doebele RC, CCR 2012 

Emergence	d’un	2ème	driver	 Emergence	d’un	autre	driver	

ALK	tr	

Autre	oncogène	

2ème	driver	



Modification de la 
cible 

D’après Doebele RC, CCR 2012 

By-pass 

Mutations d'ALK, 28% 
 

Mutations d'ALK, 
amplification d'ALK, 

9% 

Amplification 
d'ALK, 9% Mutation KRAS, 

ALK +, 9% 

Mutation KRAS, ALK -, 
9% 

Mutation EGFR, ALK - 
9% 

Inconnu, ALK -, 9% 

Inconnu, ALK +, 18% 
 

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1ère/2ème	génération	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1ère/2ème	génération	

•  Les	mutations	d’ALK	
–  Fréquentes	:	20	à	>	50%	
–  Domaine	TK	:	exons	20-28		
–  Non	récurrentes	

Qiao H, Cancer Discoevery 2016 
Puig de la Bellacasa  R, TLCR 2013  

%	de	tumeurs	avec	une	mutation		
du	domaine	TK	d’ALK	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1ère/2ème	génération	

•  Les	mutations	d’ALK	
–  Quelle	valeur	prédictive	aux	ITK-ALK?	

Gainor JF, Cancer Discovery 2016 
Puig de la Bellacasa  R, TLCR 2013  



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	3ème	génération	

Yoda S, Cancer Discovery 2018 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	3ème	génération	

•  Mutations	d’ALK		
–  Fréquentes	:30-	50%		
–  Double	voire	triple	

mutations	d’ALK	
•  Mécanisme	

d’accumulation	des	
mutations	

–  !	Perte	de	mutations	

	 Yoda S, Cancer Discovery 2018 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	3ème	génération	

•  Double	
mutation	
C1156Y/I1198F	
sur	le	même	
allèle	

•  Réponse	à	un	
re-challenge		

						par	crizotinib	

Shaw A, NEJM 2016 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	3ème	génération	

Shaw A, NEJM 2016 

C1156Y	 C1156Y	

C1156Y-		
L1198F	 C1156Y-		

L1198F	

Crizotinib	

Crizotinib	

Lorlatinib	

Lorlatinib	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	3ème	génération	

Yoda S, Cancer Discovery 2018 

	
•  Mutations	associées:	TP53,	MAP3K,	NRAS	 n=20	

NGS	ciblé	
FoundationOne®	
Mutations	ALK	35%	



•  Impact	des	variants	d’ALK	sur	les	mécanismes	de	résistance	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

Lin JJ, JCO 2018 

n=	129	 n=	77	



•  Impact	des	variants	d’ALK	sur	les	mécanismes	de	résistance	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

Lin JJ, JCO 2018 

n=	129	

crizotinib	



•  Impact	des	variants	d’ALK	sur	les	mécanismes	de	résistance	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

Lin JJ, JCO 2018 

n=	129	

crizotinib	 ITL-ALK	2G	



•  Impact	des	variants	d’ALK	sur	les	mécanismes	de	résistance	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

Lin JJ, JCO 2018 

n=	129	

crizotinib	 ITK-ALK	2G	 lorlatinib	

Valeur	prédictive	du	variant	EML4	v3	?	



•  Suivi	des	mutations	ALK	dans	le	plasma	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

MrCoach	CE,	CCR	2018	

NGS-360	
Barcoding	moléculaire	



•  Suivi	des	mutations	ALK	dans	le	plasma	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

Rolfo R, JTO 2018  

-  Détection	des	mutations	précèdent	la	progression	clinique	
-  Intérêt	du	NGS	
-  Pas	de	recommandation	actuelle	en	pratique	clinique	
-  Ne	pas	oublier	le	tissu	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	



Combinaison	de	mécanismes	
Transformation	phénotypique	+	mutation	d’ALK	G1202R	
	
•  CBNPC	avec	translocation	ALK	
•  Progression	après	ceritinib	puis	alectinib	
•  Détection	G1202R	(ALK)	dans	plasma	
•  Traitement	par	lorlatinib	
•  Réponse	cérébrale,	disparition	de	la	G1202R	dans	plasma	de	manière	récurrente	
	
	
•  Épanchement	péricardique:		

–  CBPC,	ALK	+	
–  NGS:	

•  nouvelles	mutations	mutation	Rb	(C706Y)	et	TP53		
	
	

Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ALK	1er/2ème/3ème	génération	

Ignatius SH, LC 2017 

CBPC		 IHC	ALK	+	(D5F3)	200x		 200x		



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Recherche	de	mutations	de	résistance	ALK,	
I1171T/N/S,	F1174L/C,	L1196M,	G1202R	…		

Biopsie	tissulaire	ou	liquide	 NGS	ciblé	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

ITK	ALK	1ère/2ème/3ème	génération	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ROS1	1ère	génération	

•  Moins	de	données	moléculaires	connues	
	
•  Mutations	de	ROS1:	G2032R	

–  chez	plus	de	50%	des	patients	
–  non	récurrentes	

•  Persistance	de	la	translocation	à	la	résistance	
•  Pas	d’amplification	de	ROS1	

•  Activation	de	voies	de	signalisation	
alternatives	
–  Mutations	d’autres	gènes:	TP53,	KIT,	

PI3KCA,	BRAF,	PI3KCA	

Gainor JF, JCO Precis Oncol 2017; Xu CW, Thoracic Cancer 2018; Mormille R, JTO 2017; Dziadziusko R, JTO 2016 

n=16	

+	transformation	histologique:	transition	épithélio-mésenchymateuse	



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ROS1	1ère	génération	

Lin JJ, JTO 2017 



Les	oncogènes	drivers	à	la	progression	
ITK	ROS1	1ère	génération	



Patient	avec	CBNPC	de	type	non	épidermoide	de	stade	localement	avancé	ou	
métastatique	

Recherche	de	mutations	d’oncogènes	drivers	
EGFR,	BRAF	

HER2,	cMETd14,	KRAS	

Recherche	de	translocations	
ALK,	ROS1	

RET,	NRG1,	NTRK	

Biopsie	tissulaire	
Technique	ciblée	
NGS	ciblé	Si	non	réalisable/informatif:	

biopsie	liquide	

Biopsie	tissulaire	 IHC	
FISH	
RT-PCR	
NGS	ciblé	

Recherche	de	mutation	de	résistance	EGFR,	T790M	

Biopsie	liquide	

Si	négatif:biopsie	tissulaire	
Répéter	biopsie	liquide	

Technique	ciblée	
PCR	digitale	

Recherche	de	mutations	de	résistance	ALK,	
I1171T/N/S,	F1174L/C,	L1196M,	G1202R	…		

Histologie	

Biopsie	tissulaire	ou	liquide	 NGS	ciblé	

Recherche	de	mutation	de	résistance	EGFR:	C797S,	L718Q,	L844V	…	
Perte	de	la	mutation	EGFR	T790M		

Biopsie	liquide	

Si	négatif:biopsie	tissulaire	
Répéter	biopsie	liquide	

Technique	ciblée	
PCR	digitale	
NGS	ciblé	

Histologie	

Au	diagnostic	

A	la	progression	

A	la	progression	

ITK	EGFR	1ère/2ème	génération	

ITK	EGFR	3ème	génération	

ITK	ALK	1ère/2ème/3ème	génération	



Conclusion	
•  Au	diagnostic	

–  Analyse	moléculaire	mais	quelles	valeurs	ajoutées	des	nouvelles	
techniques	?	

–  Délai	rendu	
–  Biopsies	liquides	+	
	



Conclusion	
•  Au	diagnostic	

–  Analyse	moléculaire	mais	quelles	valeurs	ajoutées	des	nouvelles	
techniques	?	

–  Délai	rendu	
–  Biopsies	liquides	+	
	

•  Au	suivi:		monitoring	via	biopsies	liquides	+++	
–  EGFR	T790M	solide/liquide	
–  Anticipation	des	résistances	?	
–  Quelles	altérations	moléculaires	rechercher	à	la	résistance	et	qu’en	

faire?	
–  Suivi	des	«	niches	»	et	drogues	de	nouvelles	générations;	L1?	
	



Conclusion	
•  Au	diagnostic	

–  Analyse	moléculaire	mais	quelles	valeurs	ajoutées	des	nouvelles	
techniques	?	

–  Délai	rendu	
–  Biopsies	liquides	+	
	

•  Au	suivi:		monitoring	via	biopsies	liquides	+++	
–  EGFR	T790M	solide/liquide	
–  Anticipation	des	résistances	?	
–  Quelles	altérations	moléculaires	rechercher	à	la	résistance	et	qu’en	

faire?	
–  Suivi	des	«	niches	»	et	drogues	de	nouvelles	générations;	L1?	
	

•  Biologie	en	avance	sur	la	clinique	


