
Le cancer bronchopulmonaire : 
l’apport de la biologie 

moléculaire
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Pourquoi de la BM ?

1- Explosion 
de nombre de 
biomarqueur 

dans les 
cancers

Pourquoi de la BM ?



2-  AMM de 
nombreuses 
thérapies ciblées

+ PROGRAMME ACSE : mutation 
ALK, MET (y compris épissage), 
amplification



Effectuer la demande
TISSU = Anapath Biopsie liquide = clinicien



Réception
Extraction

 Enregistrement SGL

 Prétraitement  

 FFPE

 Tubes BCT

 Extraction FFPE

 ADN

 ARN

 Extraction liquides 
pleuraux/ascites/LCR

 ADN Cellules (culot)

 Extraction ADN 
circulant

 Plasma

 LCR

 FFPE : prétraitement over night

 30 à 45 min : automate maxwell

 Kit manuel ADN circulant 2-3h

Circuit prélèvement +++
Identification patient et prescripteur



Organisation actuelle 

Recherche Biomarqueurs toutes pathologies 

NGS ADN  

MSI  

MLH1  

Si urgence = kit ciblée
EGFR : 29 mutations
KRAS :19 mutations
NRAS : 16 mutations
BRAF V600 : 6 mutations

NGS ARN
K Poumons 

Si IHC positive ou douteuse sur 
ALK/ROS

Si résultats NEG sur NGS ADN 
et IHC (RET/NRTK1)  

1

2

1

S5XL : 1 à 15Gb

1

Lundi = Extraction Mardi soir/merc = kit rapide Vend = NGS

LC 480

Séquenceurs

2016 PGM
2017 S5XL

BAT25, 
BAT26, NR21, 
NR24 et NR27 

2

Biopsie
 liquide 

Tenon  



• E G F R  :  2 9  M U T A T I O N S

• B R A F  V 6 0 0 :  6  M U T A T I O N S

• K R A S  :  1 9  M U T A T I O N S

• N R A S :  1 6  M U T A T I O N S

KIT Ciblé CEIVD: 

1 à 2% 
sensibilité



NGS : Panel utilisé actuellement sur 
ADN

= 25 gènes (dont 16 gènes INCA)
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Oncomine solid tumour DNA 

= OST (22 gènes) depuis 02/2016
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ALKALK METMET
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Panel Complémentaire = OST + 
depuis 02/2017

Input = 10ng ADNgInput = 10ng ADNg Input = 10ng ADNgInput = 10ng ADNg

118 AMPLICONS



Recherche de transcrits de Fusion - NGS



Résultats patient NGS

 2 logiciels analyse/annotation:
 Variant caller : paramètres custom (fichier BAM, vcf, excel)

 Ion reporter : paramètres custom (fichier excel)

 ALAMUT



Résultats NGS
IGV/alamut : Visualisation fichier BAM



Compte –rendu

 Délai entre 4 et 15 jours (moyenne 9 jours)

 Papier envoyés au clinicien prescripteur et anapath

 Envoyé dans STARE (3 mois)         ORBIS

 A terme passage dans ORBIS (date ???)



Programme ACSE 1 et 2: financé par 
l’INCA réalisé en partie par la plateforme



ACSE 1 et 2

IHC 
(4 anticorps) 

+ 
MSI (BM)



chr7 CHP2_MET_2 6791

chr10 CHP2_PTEN_7 6887

chr7 CHP2_MET_5 8712

chr7 CHP2_MET_6 10308

chr7 CHP2_MET_4 10978

chr7 CHP2_MET_1 12972

ERBB2 Développe
ment 

algorythme 
CNV 

maison = 
Pre-

Screening

MET

PERSPECTIVES  1
détection/confirmation CNV



Préanalytique +++   4 ml Plasma !!!

 Tubes EDTA

 Centrifugation dans les 3 heures      (El Messaoudi et al CCA 2013)

 Tubes “Cell-free DNA”
 Attention température ambiante +++ (jamais 

dans frigo !)

 Centrifugation dans les 7 jours  (Denis et al Clin Chem 2015) 



Techniques de détectionTechniques de détection

Une technique sensible !

  (<1% copies mutées)

 PCR spécifique d’allèle (ARMS) – 0,1-0,2%

 PCR digitale 0,01%

 Séquençage nouvelle génération (NGS) 2% à 0,1% 
(Technique spécifique ou algorythme spécifique)

Crowley et al. Nat Rev Clin Oncol 2013 



PCR Digitale

AVANTAGE :

- Simple

- très sensible

- peu couteuse : 3-10 euros HT

 

INCONVENIENT :

- recherche d’une cible ou cible par cible

- consommatrice ADN

Statut connu = 
Suivi de 

mutation



KIT ADN circulant 

- AVANTAGES : recherche multicible, peu consommatrice adn 
(10-20ng)
- INCONVENIENTS : moins sensible, couteuse (340 euros)

Statut inconnu



PERSPECTIVES 3
RCP Moléculaire (2018)/ Sequoia (genome 2020)
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